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Zatimco v 19. stoleti byly nejvétsi hrozbou infekéni nemoci, ve 20. stoleti to byla
onemocnéni onkologickd a kardiovaskuldrni, tak pro 21. stoleti jsou nejvetSim strasakem
choroby degenerativni, mezi které patfi i nemoci neurodegenerativni, kterou je praveé
Alzheimerova nemoc (AD). V soucasné dob¢ se téméi vSechny rozvinuté staty potykaji s tim,
ze jejich populace starne a zvySuje se pramérny vek jejich obyvatel, a pravé veék je jednim
Z hlavnich rizikovych faktor této choroby. AD se tfadi mezi nejéastéjsi ptric¢iny demence,
provazi ji postupné zhorSovani kognitivnich funkci jako je pohyb a mysleni, pfitomna je
porucha paméti, naruseny jsou i citové funkce a orientacel. Toto onemocnéni postihuje hlavné
pacienty starSi 65 let a s postupujicim veékem se riziko jeho vzniku znasobuje. Choroba
nedevastuje jen zivot nemocného, ale i jeho blizkych a peCovatell, pro které jsou zvlaste
pacienti v téz§ich stadiich onemocnéni velkou psychickou zatézi.

V soucasné dobé neumime AD vylécit, zatim zvladame pouze oddalit jeji tézka stadia,
ale nemoc jako takovéa kon¢i smrti. V terapii se uplatiiuji dva postupy, jejichz pouziti je
zalozeno na ditkazech. Prvni skupinou jsou 1é¢iva, kterd patii mezi inhibitory cholinesteraz.
Zvysuji obsah neuromediatoru acetylcholinu na nervovych spojenich a zlepSuji tak nervovy
ptenos v CNS, podporuji udrzeni kognitivnich funkci, zpomaluji svym mechanismem ucinku
progresi onemocnéni a podavany jsou predevsim v terapii lehkych a stfedné tézkych stadii.
Dnes pouzivanymi latkami z této skupiny jsou rivastigmin, donepezil, a galanthamin. Druhou
skupinou latek, kterd je urcena hlavné pro lécbu tézkych stadii AD, jsou inhibitory

glutamatovych NMDA-receptorii. Z této skupiny se v soucasné dobé pouziva pouze

memantinz.

ProtoZze se AD stava jednou z nejCastéjSich pficin umrti, stadle se pracuje na vyvoji
novych terapeutickych postupi, které¢ by dokazaly tuto nemoc vylécit nebo by alespon Uplné
zastavily jeji progresy. A pravé rostliny by mohly hrat vyznamnou roli pfi hledani novych
latek pouzitelnych pro terapii. LéCivou silu rostlin znali uz nasi pfedkové, ktefi pouzivali celé
rostliny nebo jejich ¢asti k 1é¢bé rliznych zdravotnich obtiZi. S rozvojem védy a techniky bylo
zjisténo, Ze za urcité farmakologické vlastnosti rostlin mohou v nich obsazené G¢inné latky,

které bylo diky pokroku mozné izolovat. Jiz osvéd€enou lé¢ivou latkou v terapii AD je 1 vySe

zminény galanthamin, alkaloid izolovany ze snézenky Galanthus woronowii z celedi

. 3
Amaryllidaceae .

Alkaloidy jsou sekundarni metabolity rostlin, které ve své struktuie obsahuji atom

dusiku a jsou syntetizovany z aminokyselin. V jedné rostliné se jich bézn¢ vyskytuje vice,



jsou si Casto strukturné blizké a lze je z pravidla prokdzat jen v ur€itych ¢astech rostlin4. Jejich
vyznam pro samotnou rostlinu neni pfesné¢ znam, ale téméi vzdy se vyznacuji néjakym
farmakologickym ucinkem. Do dnes$ni doby bylo popsano nékolik tisic struktur rostlinnych
alkaloidﬁs, které se prave podle nich dé€li do n€kolika skupin.

Vyznamnou skupinou, z terapeutického hlediska, jsou benzofenthridinové alkaloidy,

které patii mezi isochinolinové alkaloidy. Obsazeny jsou nejcastéji v Celedi Rutaceae,

Rannunculaceae, Papaveraceae a FumariaceaeG. Maji Siroké spektrum ucinku, které zahrnuje
antivirovou, antifungalni a antimikrobidlni aktivitu, dale také protizanétlivy a cytotoxicky
ucinek.

Zdrojem téchto alkaloidd je i druh Zanthoxylum nitidum z celedi Rutaceae, ktery se

vyskytuje hlavné na jihu Asie, v Indii a Cin&, ale nalézt ho lze i na severu Australie

7
v Queenslandu . Tato rostlina se bézné pouziva v tradi¢ni medicing k 1é¢b¢ Sirokého spektra
onemocnéni, jedna se naptiklad o bolest zubi, horecku, ale i tieba o pomoc pii hadich

kousnutich. Uéinky latek, které se z ni podafilo izolovat, byly ovéfeny v nékolika studiich.

rrrrr

9 10

a analgeticka aktivita a testovany byly i cytotoxické u¢inky v rostlin¢ detekovanych latek.
Predmétem této prace byla izolace alespoil jednoho alkaloidu ze susené drogy rostliny

Zanthoxylum nitidum a stanoveni jeho biologické aktivity (inhibi¢ni aktivita vuéi

acetylcholinesteraze a butyrylcholinesteraze, antioxida¢ni aktivita).
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Cile diplomové prace:

1.

Zpracovani 9,6 kg suché drogy Zanthoxylum nitidum a ptiprava alkaloidnich frakci
dle pH.

Chromatografie jedné frakce za G¢elem izolace alespon jednoho alkaloidu v Cisté
formé¢.

Stanoveni zakladnich fyzikalné-chemickych charakteristik izolovaného alkaloidu.
Ptiprava vzorku pro stanoveni biologické aktivity izolované latky (inhibi¢ni

aktivita na acetylcholinesterazu, butyrylcholinesterazu, antioxida¢ni aktivita).
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3.1 DEMENCE

3.1.1 Definice demence

Demence je onemocnéni, pii kterém dochazi k naruSeni kognitivnich funkci, jako je
pamét, mysleni, orientace, schopnosti feci, uceni se a usudku, védomi ale zastfeno neni. Jde
0 chronické progredujici onemocnéni, které je spojeno se zhorSovanim téchto funkci a je casto
doprovazeno nebo predchazeno snizenim kontroly emoci, sociadlniho chovani a motivace.

Demenci lze také chapat jako ziskanou poruchu kognitivnich funkci, ktera je natolik

vy ;o ro1s s . 11
zavazna, ze ma zasadni vliv na zivot pacienta .

3.1.2 Epidemiologie demence

S prodluzujici se délkou Zivota a s tim souvisejicim obecnym starnutim populace se
zvySuje 1 pocet pacientil s demenci. Ve véku 65 let je riziko vzniku tohoto onemocnéni 5%,
v 75 letech 10%, v 80 letech az 20% a u osob starsich 90 let je riziko vzniku demence az 50%.
Nartista i pocet pacientli se stfednim a tézkym typem demence, proto je dilezitym krokem
Vv 1écbe osob trpicich touto nemoci jeji rozpoznani jiz v pocatecnich stadiich. Nejveétsi podil
mezi demencemi zaujima atroficko-degenerativni typ a to az 60%. Demence vaskularniho
typu nepiedstavuji vice jak 20%, nejvice se mezi nimi objevuje multiinfarktova demence.
Sekundarni formy jsou zastoupeny z 10% a smiSené typy demence piedstavuji dle riznych

zdrojii 10-15%".

3.1.3 Déleni demenci

3.1.3.1 Primarn¢ degenerativni demence (atroficko-degenerativni demence)

Mezi tento typ onemocnéni patii Alzheimerova nemoc, kterda je jednim
Z nejpocetnéjsich typt demence. Dale Ize do této skupiny zafadit korovou nemoc s Lewyho

télisky a demenci frontotemporalni, kam patii i Pickova choroba™.
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3.1.3.2 Sekundarni a smiSené demence

Tuto skupinu pfedstavuji onemocnéni, na jejichz vzniku se muze podilet celd fada
pric¢in. Jde napiiklad o demence souvisejici s cévnim postizenim mozku, jako je vaskularni
demence, kterou lze rozdélit na multiinfarktovou a mikroangiopatickou. Dal$i moznou
pri¢inou vzniku demence jsou poranéni mozku, postizeni mozkovych funkci nasledkem
jinych chorob, at’ uz infek¢nich, metabolickych nebo nadorovych, a v neposledni fadé¢ mohou

mit vliv na vznik onemocnéni intoxikace'®.

3.2 Alzheimerova nemoc

3.2.1 Definice Alzheimerovy nemoci

Alzheimerova nemoc (AD) se fadi mezi progredujici choroby a vyznacuje se
charakteristickymi klinickymi a patofyziologickymi pfiznaky. Jde o primarni onemocnéni
Sedé¢ kiry mozkové. Nemoc trva v priméru 9 let a Ize rozlisit 3 stadia, pocatecni, stfedni
a t&zké™. V soudasné dob& neni AD vylé¢itelnou nemoci a konéi smrti. P brzkém odhaleni
Ize ale piiznivé ovlivnit jeji prabéh a oddalit tak nastup t&zsich stadii®,

Statisticky nejvyznamnéj$Sim rizikovym faktorem vzniku AD je vek, vedlejSimi
rizikovymi faktory jsou zenské pohlavi, nizké vzdélani a vyskyt AD nebo Downova
syndromu Vv rodiné. Toto onemocnéni se objevuje predevsim sporadicky, ale jsou popsany

QLo N F1ox . roIX X /12
familiarni pfipady s autozomalné dominantni dédi¢nosti™.

3.2.2 Historie Alzheimerovy nemoci

Pocatek vyzkumu AD se obvykle pocita od pifednasky Aloise Alzheimera v roce 1906
v Tiibingenu nebo od uvetejnéni jeho prace v roce 1907. Jeho prednaska se tykala poznatk,
ke kterym dospél pfi vySetfovani mozku pani Auguste D, kterd zemiela s diagnézou tézké
demence. V jejim mozku objevil senilni plaky, které byly jiz diive popsany Redlichem™. On
sam se zaslouzil o objev neuronalnich klubek, jinak také nazyvanych ,,Alzheimrovy zmény
neurofibril®. Jeho spolupracovnici se shodli na tom, ze jde o pozorovani odlisné od toho, které

je mozné vidét pti klinicky normalnim starnuti mozku, a navrhli, aby toto onemocnéni neslo

14



jméno praveé Aloise Alzheimera. Vyvoj pojmu této choroby, s ohledem na genetické poznatky

v ’ v ’ v 14
Vv soucasné dob¢, prozatim ukoncen neni™".

3.2.3 Epidemiologie a rizikové faktory

AD je pfi¢inou minimalné¢ 60% pfipadii demence a je Ctvrtou az patou nejcastéjsi
pricinou smrti'?,

Nemoc je délena na formu s casnym zaCatkem (early-onset AD), kdy se klinické
ptiznaky objevuji do 60 let, a na formu s pozdnim zacatkem (late-onset AD), u které se prvni
naznaky onemocnéni vyskytnou az ve véku 65 let a vySe. Choroba s Casnym zaCatkem je
pomérné vzacna oproti pozdni formé AD, kterd je mnohem castéj$i. Oba typy mohou byt
podminény familiarni dédi¢nosti. Od véku 65 let se pocet novych piipadt kazdych dalsich pét
let zdvojnasobuje. Incidence i prevalence u této choroby roste s vékem a vzhledem
k celosvétovému starnuti populace piedstavuje vyrazny problém™.

Pokud jde o pohlavi, ve vysokém vE&ku jsou Zeny ohrozengj$i neZ muzi. Obecné riziko
vyskytu jakékoli demence je u zen 1,9krat vyssi nez u muzi a u AD je nebezpeci jejiho
vzniku u zen az 3,1krat vyssi nez u muzi. Demograficky standardizovana mira imrtnosti na
tuto chorobu je u Zen 602 ptipadi/100 000 a u muzi je to 285 piipadid/100 000™.

Na vzniku choroby se mohou riznou mérou podilet také genové mutace, a to na
chromozomech 21, 14 a 1, dale pak Downtliv syndrom a také nosi¢stvi alely eta-4 genu pro
apolipoprotein E. Dal$imi rizikovymi faktory pro rozvoj AD jsou poranéni hlavy, nizsi

vzdé&lani a kouteni cigaret'.

3.2.4 Etiopatogeneze

3.2.4.1 Makroskopické zmény pfi starnuti mozku a Alzheimerové nemoci

Béhem klinicky normalniho starnuti se sniZzuje hmotnost 1 velikost mozku, kromé
tohoto jevu s vékem klesa i jeho objem a dochazi k tbytku jak mozkové kury, nejvice ve
frontalni oblasti, tak i bilé hmoty™*.

Pti Alzheimerové nemoci miizeme pozorovat podobné zmény jako pii starnuti. Ty
jsou podstatn¢é napadnéjsi u presenilnich onemocnéni, u nichz miize pokles hmotnosti mozku

V porovnani s mozky kontrolnimi dosahnout 200 az 300g16.
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3.2.4.2 Mikroskopické zmény mozku pfi starnuti a Alzheimeroveé nemoci

1. Neurony

V pribéhu klinicky normalniho stdrnuti dochazi k poklesu poctu neurontl, jejich
numerické atrofii. Tento d¢€j lze odhalit jen v n€kterych oblastech mozku a v riizném stupni.
Ze studii vyplyva, ze celni a spankové laloky jsou postizeny vice nez napiiklad lalok
temenni™ a sniZeni poctu neuront se tyka také hipokampu a amygdalyl7. Mimo to klesa
objem hemisfér mozecku a hustota Purkyfiovych bundk'®, velkych bungk hruskovitého tvaru,
které se nachazi v kiife mozecku.

V priabéhu Alzheimerovy nemoci se numericka atrofie projevuje mnohem masivnéji,
nez je tomu u procesu normalniho klinického starnuti, a to jak v mozkové kife, tak
i v podkorovych oblastech. SniZzovani poétu bunék se objevuje také v cholinergnim systému,
noradrenergnim, dopaminergnim (oblast substantia nigra), serotoninergnim i peptidergnim
systému, v hypotalamu a ve striatu'’. Nejnapadn&j§i pokles cholinergnich vliken byl pii
Alzheimerové nemoci zjistén ve spankové asociani kufe, zatimco v primarni zrakové,
somatosenzorické i motorické kiife jsou cholinergni vlakna po&etng relativng zachovana'

Mechanismus, kterym neurony v pribéhu onemocnéni zanikaji, neni pfesné¢ zndm.
Zatim nebylo objasnéno, do jaké miry se na mechanismu zaniku neuronii pfi Alzheimeroveé
nemoci uplatiiuje pravé apoptoza, fizend a naprogramovand bunécnd smrt.

Apoptéza neuronli muze také souviset s mnozstvim genu Bcl-2, ten se podili na
regulaci molekularnich reakci vedoucich k programované bunétné smrti. Gen Bcl-2 je
povazovan spiSe za inhibitor apoptozy, oproti tomu Bax protein ( Bcl-associated X protein) je
povazovan za jeji spoustéc. Je mozné, ze pomér mnozstvi Bax k mnozstvi Bel-2 a dal§im
antiapoptoticky u¢innym clentim proteinové skupiny Bcl-2 urcuje pfeziti nebo zanik neuront,
které jsou vystaveny podnétiim, jez bunéénou smrt sp0u§téjizo.

Vyvoj onemocnéni provazeji také zmény poctu synapsi a dendritickych systémi. Tyto
zmény odpovidaji stupni postiZzena kognitivnich funkci a demence je tim zavazngj$i, ¢im je
pocet synapsi niz§i. Ani postizeni synapsi v prubéhu AD neni v mozkové klife rovnomeérné.
Nejvice poskozena je Celni kira, nejméné zasazena je kiira t}’llni21. K regresivnim zménam
dochazi také v oblasti hipokampu, u Purkynovych bunék mozecku a v mozkové kute ¢elniho

laloku.
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2. Senilni plaky

Senilni plaky se sklddaji z extracelularniho jadra, které je tvofeno amyloidem a toto
jadro je obklopeno abnormalnimi neurity. V histologickych fezech se obvykle jevi jako
nepravidelné¢ okrouhlé, heterogenni utvary velké asi 10-200p. Po zobrazeni barvicimi
technikami se daji odhalit jak v mozkové kiife, tak v podkorové $edi a kiife mozecku®.

Pii Alzheimeroveé nemoci se v mozku objevuje vétsi pocet senilnich plak nez je tomu
u klinicky normélniho starnuti mozku®. Riznymi druhy barveni lze histologicky rozlisit
celkem osm typt senilnich plak a struktur, které jsou si patogeneticky blizké.

Pfitomnost 1 malého poctu senilnich plak mutze vyvolat zanét, ktery poskozuje

normalni funkce neuront v okoli a ty nakonec zanikaji24.

3. Neuronalni klubka

Neuronalni klubka jsou synonymem pro Alzheimerovy zmény neurofibril, jez jsou
pravé objevem Aloise Alzheimera. Po impregnaci stiibrem se Vv mikroskopu jevi jako
chomace hrubsich vlaken, piipadné jako plamének, ktery prostupuje cytoplazmu neuronu.
Presn&jsi popis neuronalnich klubek umoznily aZ nové technologie™.

Tato klubka se nachdzi uvnitt neurond, jejich soucasti je hyperfosforylovany
T-protein, ktery je v asociaci s neuronalnimi mikrotubuly. Hyperfosforylace t-proteinu vede
k jeho polymerizaci a tvorbé parovych spiralnich vlaken, pravé ty jsou zakladni stavebni
jednotkou nitrobunéénych neuronédlnich klubek. Takto postizené neurony podléhaji

apoptézeZS.

4. A-p-protein

Ukladani abnormalnich vldknitych proteinli extra- i intracelularné se obecné nazyva
amyloidoza. Bilkovina, kterd ma vlastnosti amyloidu se objevuje v pribéhu vlastniho starnuti
i béhem Alzheimerovy nemoci v mozKku Vv senilnich placich a cévnich sténach.

Amyloidovy prekurzorovy protein (APP) je bézny integralni protein, ktery je soucasti
membran neurond. Ve zdravém mozku dochazi k jeho §tépeni pomoci enzymu a-sekretdzy na
neskodné fragmenty, které jsou rozpustné. V disledku mutace se ale objevuje specificky
enzym, beta- a gama-sekretaza, $tépici APP za vzniku amyloidového peptidu, ktery se spojuje

do neurotoxickych fetézct. Dalsi polymerizaci se tvoii nepohyblivé shluky a pravé ty jsou
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znamé jako patologicky protein B-amyloid. Pfedpoklada se, ze tento protein naruSuje pienos
signalu na synapsi. Dusledkem je pferuseni pienosu informaci mezi neurony a poruchy
metabolismu uvnitf neuronu, kdy dochazi k nadmémé fosforylaci t-proteinu. Shluky
B-amyloidu tvofené fibrilami, zndmé jako senilni nebo amyloidové plaky, se kumuluji ve
zvysené mife vné nervovych buné€k, vyvolavaji zanétlivou reakci a zanik okolnich nervovych
bungk®.

A-B-protein je tedy dalsim klicovym patogenetickym c¢lankem degenerativnich
procest pii Alzheimeroveé nemoci. K zvySeni tvorby A-B-proteinu dochazi diky mutacim genu
pro amyloidovy prekurzorovy protein na 21. chromozomu, genu kodujicim presenilin 1 na

4 s e 14
14. chromozomu a genu kodujicim tvorbu presenilinu 2 na 1. chromozomu™.

5. Apolipoprotein E

Apolipoproteiny slouzi jako cholesterol transportujici proteiny a zajistuji také
navazani lipoproteinii na specifickd vazebna mista. Prostfednictvim apolipoprotienu E se
lipoproteiny vazou na své receptory v jatrech.

Ptitomnost apolipoproteinu E (ApoE) Ize mimo jater detekovat také v mozku, kde ma
nachazi na 19. chromozomu, je polymorfni a v soucasné dobé& byly rozpoznany tii alely €2,
€3, a €4, které koduji tii rizné izoformy lipoproteinu ApoE2, ApoE3 a ApoE4. Nejcastéjsi
formou je ApoE3, ktera se vyskytuje pifiblizné u 77-78% populace. Ptitomnost alely pro
tvorbu ApoE4 zvySuje riziko vzniku Alzheimerovy nemoci, neni ale podminkou pro vznik
tohoto onemocné&ni®.

ApoE ovliviiuje patogenezi Alzheimerovy nemoci nékolika mechanismy. Zvysuje
toxicitu senilnich plak, v nichZ byla ptitomnost ApoE prokazana imunoreaktivnimi metodami.

Jako dalsi byl také popsan vliv ApoE na cholesterol, na aktivitu acetylcholinesterazy

a B-sekretazy, ktera hraje vyraznou roli ve vzniku p-amyloidu®®.

3.2.5 Acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza

V mozku c¢loveka se nachazi dva typy cholinesterdz, acetylcholinesterdaza (AChE)
a bytyrylcholinesteraza (BuChe). Jsou to enzymy, které hydrolyticky §tépi neuromediator

acetylcholin a tlumi tak cholinergni pfenos signalu na synapsi.
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AChE je hlavni enzym, ktery degraduje acetylcholin na nervovém spojeni. Dalsi
enzym, BuChE, se ve zdravém mozku nachazi v nizsi mife a na rozkladu acetylcholinu se tak
podili pouze okrajové. U osob trpicich AD je vSak nové vytvafena gliovymi buiikami
amyloidnich plakd a zvySuje se tak jeji podil na odbourdvani acetylcholinu®’. Pravé tato
aktivita BuChE spojena s plaky, se zda byt vlastnosti, jez odliSuje patologii AD od jedinct,

T Cior ooy i1 . 128
Vv jejichz mozku se plaky v urcité mife nachazi také, ale demenci netrpi®.

3.2.6 Genetické predpoklady

Alzheimerova nemoc patii mezi heterogenné dédi¢nd onemocnéni. RozliSuji se dvé
zakladni podoby dle fenotypu: rana forma (early-onset AD) a pozdni forma ( late-onset AD).

Rana forma AD je podminéna genovymi poruchami na tfech riznych chromozomech.
Na chromozomu 21 byl detekovan gen, ktery koduje APP a v soucasné dob¢ je popsano pét
jeho riznych mutaci které se podili na vzniku a progresi onemocnéni. V roce 1992 byla
objevena dalsi geneticka vazba a to mezi 14. chromozomem a AD sranym zadatkem®.
Odhaleny gen, jez tuto souvislost zptisobuje, koduje protein tvoreny 467 aminokyselinami
abyl pojmenovan presenilin 1 (PS1). V rodinach, které jsou postizeny ranou formou
Alzheimerovy nemoci, bylo odhaleno né€kolik desitek patogennich mutaci tohoto genu pro
PS1 a onemocnéni u takto postizenych osob za&ina mezi 35. az 50. rokem véku'®. Také na
1. chromozomu byl objeven gen, ktery vykazuje velkou podobnost sgenem pro PS1
z hlediska sekvence bazi a byl nazvan presenilin 2 (PS2). Zatim byly popsany dvé jeho
patogenni zmény, které se mohou zicastnit na vzniku choroby3o.

Genova mutace pro APP jsou odpovédné asi za 5 % ptipadi rané familiarni AD.
Oproti tomu mutace gentt PS1 a PS2 jsou spolecné zodpovédné piiblizné za 70-80% jejich
ptipada™.

Pozdni forma choroby je podminéna zménami genu pro apolipoprotein E na
19. chromozomu a také pravdépodobné souvisi s mutacemi mitochondrialni DNA™,

Mezi dalsi genetické poruchy, jez mizou vést k AD, patti Downtv syndrom, ten ve
vetsing pripadd souvisi s trizomii na 21. chromozomu. Témét u vSech jedincit s Downovym
syndromem starSich 35 let 1ze najit v mozku zmény charakterizujici Alzheimerovu nemoc.
Pficemz rozlozeni neuropatologickych zmén mozku u téchto pacientii odpovidd jejich
rozmisténi u pacientl s Alzheimerovou nemoci, ale bez Downova syndromu. Pfevazuje u nich

také postizeni hipokampu, amygdaly a asociacni kliry Celni, temenni a spankové oblasti™.
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3.2.7 Klinicky obraz

Alzheimerova nemoc je zhorSujici se onemocnéni, které zpocatku probiha
bezptiznakové, takze si okoli nemocného pocatecnich projevii nemusi vSimnout. Prvnimi
signaly byvaji drobné zmény osobnosti, ndvyki a chovani. S postupem chorobného procesu
se ale objevuji kognitivni poruchy a snizuje se funkéni vykonnost. Pomérmné Casné se také
vyskytuji obtize s orientaci v prostoru a to i v mistech, ktera jsou pro nemocného diavérné
znamd. Tyto problémy uz si zalind uvédomovat sam pacient, nebo jeho blizké okoli,
a nemocni se ¢asto snazi své obtize maskovat.

Kromé zhorSeni pamétovych funkci se objevuji také poruchy fe¢i a zrakoprostorové
orientace. S postupem onemocnéni dochazi ke snizovani sobéstacnosti pacienta, jsou
zaznamenany zmény osobnosti, objevuji se emocni poruchy a zmény v chovani.

Jednotliva stadia AD lze délit podle toho, jak postupuje ztrata paméti a zvysuje se

zéavislost nemocného na pomoci okoli.

1. Pocateéni stadium

e demence mirného stupné, porucha uceni se novym informacim, ale vybavovani
starSich udaji zlstdva zachovano, obtiZze s vybavovanim béznych informaci,
Casova a prostorova dezorientace, zapominani na vykon rutinnich dennich
¢innosti a ¢asté hledani odlozenych véci, nedochézi k omezeni sob&stacnosti.

e toto stadium trva od zac¢atku onemocnéni 1-4 roky.

2. Stfedni stddium

e stddium s jiz silné progredujici poruchou paméti, uchovany ziistavaji jen
hluboce vstipené informace, nové informace si pacient zapamatuje jen na velmi
kratkou dobu, nemocny se ztrdci 1 ve zndmém prostfedi, je silné
dezorientovany, sobé&stanost je vyznamné naruSena, napadné se zhorSuji
I feCové funkce.

e doba trvani tohoto stadia je od 2 do 10 let od pocatku nemoci.
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3. Tézké stadium onemocnéni

e témét Uplna ztrata paméti bez schopnosti zapamatovat si novou informaci,
vybaveni si pouze jiz diive vstipené informace, ale v nesouvislych utrzcich,
neschopnost rozpoznat své blizké, naprosta nesobéstacnost a zavislost na péci
okoli, vyrazné poruchy chovani, kon¢i smrti pacienta.

e nastup tohoto stadia lze pozorovat po 7 az 14 letech od pocatku AD*.

3.2.8 Diagnostika

Prikazu Alzheimerovy nemoci piedchézi diagnostika demence, ke které vedou
klinicka vySetfeni, udaje ziskané z anamnézy a dale nejriiznéjsi testy. Jako screeningovy test
v diagnostice demence je nej¢ast&ji pouzivan test MMSE (Mini-Mental State Examination)®.
Ten je pouze orientacni, protoze je ovlivnén fadou faktord, jako napt. verbalni troven
pacienta, jeho vzdé€lani a dalsi prvky, které nezohlednuje, a mize proto poskytovat falesné
pozitivni vysledky. Zamétuje se hlavné na kognitivni funkce, které jsou zprostiedkované
pomoci feci a nezahrnuje tak tedy dalsi oblasti mozkové kiry.

Dalsim metodou je test kresleni hodin (Clock Drawing Test, CDT), ktery je pro
Alzheimerovu nemoc specifi¢téjsi. B€hem tohoto testu ma pacient za kol nakreslit cifernik
hodin se vSemi ¢Cisly a ruCicky tak, aby naznafovaly konkrétni Cas. Takto se zkousi
zrakové-prostorové vnimani pacientaz.

Pro diagnostiku Alzheimerovy nemoci se vyuZivaji kritéria NINCDS-ADRDA
(National Institute of Neurologic, Communicative Disorders and Stroke — Alzheimer’s disease
and Related Disorders)®® a DSM — IV (Diagnostic and Statistical Manual, 4. revize).
Spole¢nym znakem vyvoje demenci je prohlubujici se porucha paméti spolecné se
zhorSujicimi se pracovnimi a socidlnimi funkcemi. K uréeni diagnozy pfispiva také hodnoceni
dennich aktivit a odhaleni poruch chovani a nalady béhem rozhovoru s pacientem.

Provadi se také neurologickd vySetfeni pomoci pocitaCové tomografie a magnetické
rezonance, béhem nich mohou byt odhaleny atrofie medialnich temporalnich struktur,
amygdaly a hippokampu, zobrazeno muze byt i rozSifeni komorového systému, hlavné
Vv oblasti temporalnich rohii postrannich komor.

Dal$i moZnosti je provedeni laboratornich vysetfeni mozkomisniho moku, ve kterém

se prokazuji tfi konkrétni biomarkery. Fosfo-t-protein, ktery se podili na vzniku neuronalnich
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klubek, a B-amyloid, ktery je soucasti senilnich plakt. Tyto dvé latky patii mezi specifické
znaky pro diagnostiku Alzheimerovy nemoci. Dale pak lze prokazat ptitomnost t-proteinu,

.y vy . , . . v . . v s N 34
jez slouzi jako nespecificky identifika¢ni znak a jeho hladina se méni s vékem™.

3.2.9 Terapie Alzheimerovy nemoci

Terapeutické postupy 1écby Alzheimerovy nemoci zatim vedou pouze ke zpomaleni
progrese onemocnéni a modulaci choroby, k vyléceni onemocnéni vSak nedochézi. Terapie
zahrnuje farmakoterapii kognitivnich a nekognitivnich funkei, 1é¢bu pfidruzenych
somatickych poruch, psychoterapii, socidlni terapii a praci s pecovateli a blizkymi ptibuznymi
pacientil, pro které je tato choroba také vysokou z4té€zi a to nejen emocni, ale i ekonomickou
a pracovniz.

V soucasnosti existuji dva farmakoterapeutické postupy, které jsou zalozeny na
dikazech, a patfi mezi né pouziti inhibitori mozkovych cholinesterdz, tzv. kognitiv,
a inhibitori NMDA receptort, které lze vzajemné kombinovat, jde vSak o 1écbu financné

nakladnou.

3.2.9.1 Inhibitory mozkovych cholinesteraz

Inhibitory mozkovych cholinesteraz blokuji enzymy, které v synaptické Stérbiné
odbouravaji acetylcholin. Tim dochazi ke zvySeni hladiny acetylcholinu a upravé
cholinergniho pfenosu na nervovych synapsich, coz ma za nésledek zlepSeni pamétovych
funkci a pozornostiz.

V soucasnosti jsou v nasi republice pouZivany tfi inhibitory mozkovych cholinesteraz,
které jsou urceny k terapii lehké aZ stfedni demence vzniklé na podkladé AD.

Donepezil je piperidinovy derivat, ktery patii mezi reverzibilni inhibitory
acetylcholinesterdzy. Jedna se o dobte tolerovanou latku bez vyznamnych nezadoucich u¢inkt
a povolenymi 1é¢ivy, které ji obsahuji, jsou Aricept®, Yasnal®.

Terciarni alkaloid ziskany z nékterych druhti snézenek a narcist ¢eledi Amarillidaceae,
ktery byl poprvé izolovan z cibuli snéZenky Galanthus woronowi®, je galanthamin (Obr. 1),
ktery pusobi jako inhibitor acetylcholinesterazy a zarovenn modulator presynaptickych
I postsynaptickych nikotinovych receptorti, coz také zesiluje cholinergni nervovy pienos
a pravé tato vlastnost galanthaminu je v terapii AD vyhodou. Galanthamin, v registrovanych
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1é¢ivych pripraveich Reminylu® a Apo-Galantu®, je dobie snaSen, ma minimum
nezadoucich U¢inkd a k dispozici jsou i lékové formy s prodlouzenou délkou uvolnovani

1écivé latky.

Obr. 1: Struktura galanthaminu

Dalsi latkou vyuzivanou v terapii AD je rivastigmin (Exelon®), karbamatovy derivat,
ktery uc¢inkuje jako dudlni inhibitor, blokuje tedy nejen funkci acetylcholinesterazy ale
I butyrylcholinesterazy. Mezi jeho vyhodné vlastnosti patéi schopnost pozitivné ovliviiovat
psychotické ptiznaky, které AD provézeji. Rivastigmin je dostupny také v podobé
transdermalnich néplasti. Tato 1ékova forma ma stejnou Uc¢innost jako tablety a soucasné se
tak 1ze vyhnout ¢astym nezddoucim ucinkiim na gastrointestinalni trakt.

Kontraindikaci pro podani vSech tfi téchto ucinnych latek je aktivni gastroduodenalni

wewvr

3.2.9.2 Inhibitory NMDA receptorti glutamatergniho systému

U nemocnych s AD dochézi k nadmérnému uvolilovani excita¢nich aminokyselin, tzv.
excitotoxicité, ta ve svém disledku vede k zvysené aktivit¢ NMDA receptoril a tim zptsobené
vysSi hlading€ kalciovych iontl vstupujicich do neuronil. Pravé zvySeny obsah kalciovych
iontll v neuronech muze byt spoustécem jejich apoptozy. Excitotoxicita také narusuje proces
uceni a hlavné dlouhodobé paméti. Ve skupiné¢ inhibitorit NMDA receptort je zatim dostupna
pouze jedna ucinnd latka, memantin (Ebixa®), ktery je parcidlnim inhibitorem NMDA
receptorti a snizuje tak Skodlivé plisobeni nadmérné excitace na neurony. Tato latka se

pouziva hlavné k 1é¢bé¢ stfedniho a tézkého stadia onemocnéni>>,
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3.2.9.3 Doplnkové postupy v 1écbé Alzheimerovy nemoci

Tyto postupy nejsou zalozeny na vysledcich z klinickych studii, ale Ize u nich
pozorovat mirné ovliviiovani jak kognitivnich tak i nekognitivnich funkci a jsou vhodné do
kombinace s inhibitory cholinesterdaz a memantinem. Pravé extrakt z ginkgo biloba nalezi
mezi takovéto latky, pouzivana jsou také nootropni farmaka, jako je piracetam a pyrytinol,
u kterych ale nebyl efekt v 1é¢bé demenci prokazan.

DalSimi 1éCivy, ktera se V terapii Alzheimerovy nemoci také uplatiiuji, jsou latky
ovlivityjici alespoil symptomaticky poruchy chovani, emoci, cyklus bdéni a spanku. Jedna se
0 antipsychotika, antidepresiva 3. generace, selektivni inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu (SSRI), a také antidepresiva 4. generace, ovliviiujici zpétné vychytavani serotoninu
i noradrenalinu (SNRI). Vzdy je nutné vyhybat se latkam, které by mohly mit anticholinergni
vlastnosti a zhorSovaly by tak kognitivni deficit®.

Jako doplikova lé€iva je mozné pouZit také scavengery, neboli vychytdvace volnych
radikalt jako je vitamin E, retinol a beta-karoten, déle pak i nesteroidni antirevmatika
prochazejici hematoencefalickou bariérou, ke kterym se fadi kyselina acetylsalicylova,
ibuprofen a nimesulid. Vyuzivany jsou také vitaminové ptipravky obsahujici vitamin B 12,
koenzym Q 10 a kyselinu listovou®’.

K1écbé Alzheimerovy nemoci se fadi 1 nefarmakologické postupy, jako je
psychoterapie a socialni pomoc. Dulezitd je stimulace pacienta a neustalé opakovani
a reedukace dennich ¢innosti vhodnou formou a se zamétenim na Cinnosti, které si pacient je
schopen sdm vybavit a pamatuje si je, nikdy neni vhodné snazit se nemocného novym
¢innostem naucit a to vse spolu s citlivym piistupem k nemocnému, aby nedochéazelo ke
zbytecnému zvySovani jeho uzkosti ve strachu z neuspéchu. Neméné vyznamna je také
edukace pecCovatelského persondlu a rodinnych ptislusniku, pro které nemocny piedstavuje

extrémni zat&z°.

3.2.9.4 Huperzin A

Huperzin A (Obr. 2) je latka ziskana z plavuné Huperzia seratta®. Jedna se o alkaloid
se silnym reverzibilnim inhibi¢nim ufinkem na acetylcholinesterazu. V soucCasné dob¢ je
vyuzivan k 16¢bé Alzheimerovy choroby pouze v Cing, kde jsou jiz klinické testy ve své

4. fazi a vstoupil tedy do bézné klinické praxe a sledovany jsou jeho vedlejsi a nezadouci
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ucinky. Tato latka je také testovana v USA, kde jsou klinické testy teprve ve 2. fazi, zkousi se
tak na omezeném po&tu dobrovolniki, ktefi jsou chorobou postiZeni™.

Tato latka siln¢ inhibuje AChE, ma také neuroprotektivni vlastnosti, zlepSuje pamét
a procesy uceni, navic snizuje pocit uzkosti. Objevuji se U n¢j obdobné vedlejsi ucinky jako
u galanthaminu, tedy nauzea, rozmazané vidéni a poceni, ale intenzita vedlej$ich G¢inku je
mensi. Charakteristicka je del$i dobu ucinku v porovnani s donepezilem a rivastigminem,
aoproti jinym latkdm, které se wuplatiuji v1écbé AD, rychleji prostupuje skrz

hematoencefalickou bariéru a ma lepsi biologickou dostupnost po peroralnim podéni4o.

CH,

HyC— HN

Obr. 2: Struktura huprezinu A

3.3 Rod Zanthoxylum

3.3.1 Zakladni charakteristika rodu Zanthoxylum

Rod Zanthoxylum patii do ¢eledi Rutaceae. Jeho nazev pochazi ze slova Xanthoxylum,
které je feckého ptivodu a skladd se ze dvou slov ,xanthon xylon®, v ¢eském ptekladu to
znamena ,,zluté dievo*, od toho i1 ¢eské pojmenovani zlutodiev. Néktefi autofi se v pouzivani
nazvu rozchazeli a byly pouzivany oba pojmy, tedy Zanthoxylum i Xanthoxylum, dnes je
upiednostiiovan pojem Zanthoxylum. Mimo to byl v minulosti tento rod odlisovan od rodu
Fagara kvuli odlisné stavbé kvétnich obali. Az v roce 1966 byly oba rody sjednoceny pod
nazev Zanthoxylum*,

Druhi, které spadaji pod tento rod, 1ze v rostlinné fisi nalézt vice jak 250. Nejvice
roz§ifeny jsou v mirném nebo tropickém pasu v Asii, Jizni i Severni Americe a v Australii.
Vétsinou se jednd o kefe nebo stromy, které dortistaji vysky az 20 m. Charakteristické jsou

pro n¢ pichlavé trny na kmenech a vétvich. Listy jsou bud’ jednoduché, nebo slozené, ty
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mohou byt sudo- 1 lichozpefené. Kvétenstvim je slozena lata nebo slozeny tbor. Kvéty 1ze
rozdélit vice nez dvéma rovinami na shodné poloviny, jsou tedy pravidelné. Podle pfitomnosti
samCich a samicich pohlavnich organti lze na rostliné¢ odliSit kvéty jednopohlavné
a oboupohlavné, které se nevyskytuji u tohoto druhu tak casto. Kefe i stromy jsou zpravidla
jednodomé, takze samci i sami¢i kvéty se nachazi na jedné rostlin€. Plodem je bud’ suchy
pukavy méchytek, nebo dvounazka, které obsahuji vzdy jedno lesklé semeno Cervené nebo
&erné barvy, které je jedlé a velmi aromatické®. Jednotlivé druhy rodu Zanthoxylum nachazeji
vyuziti v rozmanitych oblastech, v primyslu jako suroviny pro dievovyrobu, v potravinafstvi
jako kofteni, dale pak i v kosmetice. Diilezitym odvétvim je také medicina, kde tyto rostliny
aznich extrahované latky mohou nalézt diky Sirokému zabéru ucinnych latek své misto
v 1écbé nadorovych onemocnéni, malarie, Alzheimerovy nemoci, AIDS, bakteridlnich

a houbovych chorob a dalSich nemoci.

3.3.2 Zanthoxylum nitidum (Rutaceae)

3.3.2.1 Taxonomické zatazeni

Rige: Plantae (rostliny)

Podfise: Tracheobionta (cévnaté rostliny)
Nadoddé¢leni: Spermatophyta (semenné rostliny)
Oddéleni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)

Ttida: Magnoliopsida (vys$si dvoudélozné rostliny)
Podtrida: Rosidae

Rad: Sapindales (mydelnikotvaré)

Celed”: Rutaceae (routovité)

Rod: Zanthoxylum (zlutodiev)

Druh: Zanthoxylum nitidum

3.3.2.2 Morgologicky popis rostliny

Zanthoxylum nitidum (Obr. 3) je morfologicky velmi variabilni druh, ktery v destnych
pralesich roste jako lidna, na su$Sich mistech ho pak lze nalézt jako ket. RozSifen je ptes

jihovychodni Cinu do Indie, roste ale také v severnim Queenslandu v Australii’.

26



Lokalni nazev kotene této rostliny, ktery se pouziva v tradicni mistni medicing, je

Lliang-mian-zhen®, v asamsting je pak tento druh znamy jako ,, Tez-mui“**,

Obr. 3: Zanthoxylum nitidum**

3.3.2.3 Pouziti v tradi¢ni medicing

V tradiéni mediciné je Zanthoxylum nitidum vyuzivano K1écbé Sirokého spektra
onemocnéni. Kofen je pouzivan k odstranéni bolesti zubl nebo bficha, také proti horecce
a revmatismu, ke zlepSeni cirkulace krve a jako protijed pfi hadich kousnutich®. K 16¢b&
nachlazeni, kaSle, zvraceni, prijmu a jako stimulans se vyuZiva plod. V lidovém léCitelstvi
maji své misto 1 dal$i ¢asti rostliny, jako jsou vétvicky a listy, které mohou pisobit kromé

vyse zvysenych vlastnosti 1 analgeticky%.
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3.4 Latky izolované ze Zanthoxylum nitidum

3.4.1 Alkaloidy

Jedna se o organické dusikaté slouceniny, které lze nalézt hlavné v rostlinach, mimo
né¢ mohou byt také produktem metabolismu mikroorganismu a zivo€ichi. Typickd je pro né
pFitomnost jednoho nebo vice atomi dusiku, jeZ jsou nositeli zasaditych vlastnosti®’.

Alkaloidy byly dle Pelletiera definovany jako cyklické slouceniny obsahujici atom
dusiku v zdporném oxida¢nim stavu s omezenym vyskytem v zivych organismech. Tato
definice zahrnuje jak struktury s heterocyklicky vazanym dusikem, tak ty kde je tento atom
vazan mimo cyklus®.

Ve vétsing piipadu jsou alkaloidy zasadité, neboli alkalické latky, od této vlastnosti se
odvozuje 1 jejich nazev. Zasaditost se také vyuZziva pfi izolaci téchto sloucenin, protoze
Vv pfitomnosti mineralnich kyselin dochazi ke tvorbé soli, které jsou ve vod¢ rozpustné.
Z.nitidum izolovat. Nejcastéji lze po extrakci detekovat alkaloidy isochinolinové

a chinolinové.

3.4.2 Isochinolinové alkaloidy

Isochinolinové alkaloidy jsou syntetizovany z aminokyseliny tyrosinu, jejimz
prekurzorem je jina aminokyselina, fenylalanin. Isochinolinovy skelet 1ze nalézt v pomérné
Siroké skuping struktur, které se mezi sebou jen mirné lisi.

Do této  skupiny mizeme  zafadit alkaloidy  benzofenanthridinové,
benzylisochinolinové, protoberberinové, aporfinové a dal$i. Pravé benzofenanthridinové

alkaloidy jsou pro Z. nitidum typické, stejné jako pro celou ¢eled’ Rutaceae.

3.4.2.1 Benzofenanthridinové alkaloidy

Jsou to kvarterni alkaloidy, jejichz zakladni strukturu tvori
N-methylbenzo[c]fenanthridinovy kationt (Obr. 4) a kladny naboj nese methylovany dusikovy

atom v poloze 5%°.
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Obr. 4: N-methylbenzo[c]fenathridinovy kationt

Pti nizsich hodnotach pH nese alkaloid kladny naboj, Ize tedy detekovat kvarterni
dusik a sloucenina je polarni, relativné dobfe rozpustna ve vod€ a vyrazné zbarvend. Oproti
tomu pii vys$§im pH, tedy v alkalickém prosttedi, pfechazi kvarterni forma na tercidrni, ktera
je nepolarni, malo rozpustna a nebarevna™.

Slouceniny tohoto typu jsou v Z. nitidum Siroce zastoupeny. Vyznamnymi latkami
jsou nitidin a chelerythrin (Obr. 5), u kterych byly prokazany protinadorové vlastnosti’’,
schopnost inhibovat aktivitu DNA topoisomerazy I°%, ktera $t&pi vzdy jeden ze dvou fetézcl
DNA a hraje dilezitou roli v jeji replikaci. Dal§imi benzofenanthridinovymi alkaloidy, které
byly vrostliné prokazany jsou oxyavicin, dihydrochelerythrin, 8-methoxychelerythrin,
8-hydroxy-dihydrochelerythrin. Jejich struktury jsou uvedeny na obrazku (Obr. 5).

Tyto alkaloidy lze nalézt v celé celedi Rutaceae a dale byly identifikovany také

v &eledi Papaveraceae, Ranunculaceae a Fumariaceae®.
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Obr. 5: Struktury benzofenanthridinovych alkaloidi

3.4.2.2 Protoberberinové alkaloidy
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Dal$im typem alkaloidii jsou protoberberinové alkaloidy, které jsou odvozeny od
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tyrozinu. Jedna se o skupinu sekundarnich metaboliti s Sirokym spektrem biologické aktivity.
V Z. nitidum byla prokazana piitomnost koptisinu®*(Obr. 6), ktery méa ovéfené cytotoxické
vlastnosti na lidské nadorové buitky>® a reverzibilng inhibuje enzym monoaminooxidazu A®.
Ta se podili na degradaci neurotransmiteri obsahujicich ve své struktufe aminovou skupinu,

jde naptiklad o adrenalin, noradrenalin a dopamin. Slouceninou, ktera se také fadi do skupiny



protoberberinovych alkaloidd, je i berberrubin® (Obr. 6), u nshoZ byla pozorovéna vyrazna

. o Lgiaien57
protinadorova aktivita™'.

O O
X O> X O>

PN HsCo N
e} @)

A OH

koptisin berberrubin

Obr. 6: Struktury protoberberinovych alkaloidi

3.4.2.3 Aporfinové alkaloidy

Alkaloidy aporfinového typu (Obr. 7) jsou odvozeny od aporfinu®®. Z kiry Z. nitidum
byly izolovany tfi slouceniny, které se fadi do této skupiny. Prvni latkou je liriodenin®, ktery
pusobi jako silny inhibitor na topoizomerazu 1% ta je na rozdil od topoizimerdzy I schopna
roz§tépit oba fetézce DNA a zvySuje tak slozitost jeji nadSroubovicové struktury. DalSimi
izolovanymi sloueninami jsou N-acetyldehydroanonain® a N-acetylanonain®, jejichz

struktury jsou znadzornény na nasledujicim obrazku (Obr. 7).
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N-acetyldihydroanonain N-acetylanononain

Obr. 7: Struktury aporfinovych alkaloidt

3.4.3 Chinolinové alkaloidy

Jde o alkaloidy odvozené od kyseliny anthranilové (Obr. 8), ktera je jednim z produkti
katabolismu aminokyseliny tryptofanu. Cela fada alkaloidu, ktera ve své struktufe obsahuje

chinolinové jadro (Obr. 8), byla identifikovana v rostlinach celé ¢eledi Rutaceae.

OH
O ©fj
NH, N/
kyselina anthranilova chinolin
Obr. 8: Zakladni struktury chinolinovych alkaloida

Mezi tyto latky patii i furanochinolinové alkaloidy, které maji ve své struktufe
obsazen furanovy cyklus. V Z. nitidum byly detekovéany dvé takové slouceniny, skimmianin®

a y-fagarin®(Obr. 9), které vykazuji cytotoxické G&inky na nadorové buiiky™.
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Obr. 9: Struktury chinolinovych alkaloidi

3.4.4 Dalsi latky izolované ze Zanthoxylum nitidum

V Zanthoxylum nitidum lze identifikovat celou fadu dal$ich sloucenin kromé
alkaloidd. Jsou to napiiklad lignany. Latky, v jejichz struktufe lze nalézt fenylpropanovy
skelet, maji estrogenovy efekt a fadi se tak mezi fytoestrogeny, slouceniny rostlinného
puvodu, které ptisobi podobné jako zenské pohlavni hormony. V Z. nitidum byly izolovany
tyto &tyfi lignany : sesamin®, episesamin®, piperitol-3,3-dimethylallyl ether®® a savinin®.
Mimo zminéné estrogenni vlastnosti mohou lignany piisobit protinddorové, antivirové nebo
mit bakteriostaticky efekt®.

Z kiry byly také extrahovany dva steroidy, B-sitosterol®® a B-sitostenon®®, dale
terpenoidy kadinol®, antikopalol” a spathulenol ™.

3.4.5 Metody extrakce a izolace benzo[c]fenantridinovych alkaloidi ze Zanthoxylum

nitidum

Alkaloidy obsazené v Z. nitidum se obecné extrahuji ze susené drogy, kterou mohou
byt rozdrcené koteny, kiira z nadzemnich ¢asti rostliny i listy a vétvicky. Extrakce probiha
¢asto v Soxhletové extraktoru nebo v ptipadé potieby vétsiho mnozstvi v perkolatoru. Jako
extrakéni ¢inidla se pouZivaji nejéastdji methanol aethanol’, ale také tieba 2% roztok
kyseliny sirové®. Po ukonleni extrakce organickym rozpoustédlem je toto odpafeno a
zahustény odparek, ktery obsahuje smés raznych latek, je dale zpracovavan pomoci filtrace,
vytfepavanim, promyvanim a muize byt upraveno pH8’72. VSse probiha tak, aby bylo mozné

izolaci ziskat Cisté latky.
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Izolace jednotlivych latek se dale uskute¢iiuje pomoci chromatografickych metod
(sloupcova chromatografie, preparativni TLC, HPLC). Nejvice pouzivanou separacni
metodou je sloupcova chromatografie (CC), kde stacionarni fazi tvofti silikagel nebo alluminat
(Al;03). Dalsi metodou je preparativni tenkovrstva chromatografie (TLC), kde jsou
stacionarni fazi SiO, a Al;O3. U obou zpusobi oddélovani latek se jako mobilni faze
pouzivaji smési rozpoustédel.

Jednotlivé izolované struktury jsou identifikovany pomoci spektroskopickych metod,
jako je nukledrni magnetickd rezonance (NMR), infracervena (IR) a ultrafialova

spektroskopie (UV). Vyznamnou roli zastdva i hmotnostni spektroskopie (MS)43'74’75.

3.5 Biologicka aktivita latek izolovanych ze Zanthoxylum nitidum

Zanthoxylum nitidum je rostlina ¢asto vyuzivana v lidové mediciné pro své Siroké
spektrum U¢inkl. VyuZivaji se nadzemni ¢asti (plody, lisy, vétvicky a kura), stejné tak je
pouzivan i koten rostliny. V tradi¢nim IéCitelstvi ji je pfisuzovana fada G¢inki, od odstranéni
bolesti zubli a bolesti vkrku, pfes lécbu revmatoidni artritidy a hadich uStknuti.
by nemélo zlstat ani plisobeni proti houbovym a virovym onemocnénim a hlavné cytotoxicka

aktivita nékterych izolovanych latek.

3.5.1 Analgetické a protizanétlivé ucinky

V praci uvetejnéné v roce 2006 byly alkaloidy ziskané z etanolového extraktu kotene
a stonku Z. nitidum podrobeny testim, které se zaméfovaly na analgetickou a protizanétlivou
ucinnost. Jednalo se o téchto 7 latek: (R)-8-[(R)-1-hydroxyethyl]dihydrochelerythrin,
8-methoxynorchelerythrin, nitidin, dihydrochelerythrin, oxyavicin, 8-methoxychelerythrin
a 8-hydroxydihydrochelerythrinu®.

V piipad¢ analgetickych zkouSek byla u mysi vyvolana bolest pomoci kyseliny octové.
Utinnost proti bolesti vykazaly kromé& prvnich dvou viechny latky a to v porovnani
s kontrolni skupinou, ve které byl jako analgetikum pouzit 2 % roztok hydrokortisonu. U testl

-----

byla ucinnost extrahovanych latek a to v porovnani s 2 % roztokem hydrokortisonu podaném
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v davce 20 mg/kg. Dobie pisobily opét kromé prvnich dvou v8echny izolované slouceniny.
Nejsilngjsi efekt v tiSeni bolesti, tak i tlumeni zanéti mél nitidin (Obr. 5). Pti porovnani jeho
struktury s ostatnimi zkouSenymi slouceninami se zda, Ze za jeho vyrazny efekt v obou

testech je zodpovédna dvojna vazba mezi uhlikem a dusikem®.

3.5.2 Antivirové a antifungalni acinky

U nékterych latek izolovanych ze Z. nitidum bylo testovano jejich plsobeni proti
virovym a houbovym onemocnénim. O jak vyznamnou ucinnost jde, bylo zjistovéano v praci
uvetejnéné vroce 2008 a jednalo se o téchto pét extrakei ziskanych alkaloidu,
5,6-dihydro-6-methoxynitidin, skimmianin, 5-methoxydictamin, dictamnine a y-fagarin®.

Antivirové ucinky byly prokazany u prvnich tfi jmenovanych latek. Zkousky byly
provadény in vitro a testoval se vliv sloucenin na virus hepatitidy B (HBV). Vysledkem byla
inhibice sekrece HBsAg, ktery je povrchovym antigenem tvotfenym bilkovinou vnéjsiho obalu
viru. Jeho hladina se, po podani jednotlivych alkaloidi v koncentraci 0,2 umol/ml, snizila
043,3 az 49,3 % v porovnani s lamivudinem v davce 1,0 pmol/ml, ktery brzdil sekreci
antigenu o0 29,6 %. Obdobny inhibi¢ni efekt lze pozorovat také u antigenu HBeAg, ktery
sveéd¢i o aktivni replikaci viru®.

Antifungalni ptisobeni bylo testovano na houbé Paricularia oryzae, ktera byla pravé
pro tyto ucely vyvinuta. Pozorovan byl vliv latek na rtst hyf a také deformace konidii.
Kontrolni latkou byl rhizoxin, jehoZ minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) méla hodnotu
1,56 pg/ml. U dictamninu, y-fagarinu a 5-methoxydictamninu byla hodnota MIC 6,25 pg/ml,
u dvou zbylych alkaloidii byla u¢innost zanedbatelna. Bylo to poprvé, co byly takovéto

Géinky u chinolinovych alkaloidii popsany®.

3.5.3 Cytotoxicka aktivita

Cytotoxicka aktiva byla sledovana v praci, kterd vysla vroce 2009. Slo o $iroké
spektrum latek ziskanych z metanolového extraktu z kary Z. nitidum a testovani jejich
plsobeni na nadorové buiky. Testovany byly toxické G¢inky na bunky linie MCF-7, které
zpusobuji karcinom prsu, dale na bunénou fadu NCI-H460, kterd stoji za vznikem
nadorového onemocnéni plic, a nadorové bunky fady SF-268, které jsou indikatorem

glioblastomu, jednoho z nadorovych onemocnéni centralni nervové soustavy™.
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Uginnost jednotlivych latek byla porovnavana podle jejich inhibi¢éni koncentrace, 1Csg.
To je koncentrace latky, pii které dochazi k 50 % thynu nebo poklesu riistu bunék. Nejlepsi
efekt na testované nadorové buiikky mél aporfinovy alkaloid liriodenin. Jeho ICsy na bunéénou
fadu MCF-7 byla ICsp= 3,18+0,29 pg/ml, vaéi NCI-H460 byla 1Cso = 2,38+0,35 pg/ml a pro
bunky SF-268 byla naméfena ICsp = 2,19+0,11 pg/ml. Kromé liriodeninu byly cytotoxické
ucinky  popsany také u  chinolinového alkaloidu  skimmianinu a liganu
xanthoxy-3,3-dimethylallyl etheru. U benzo[c]fenantridinovych alkaloidi byla jiz dfive
zaznamenéna inhibice ristu Ehrlichova ascitického tumoru’ a blokace aktivity DNA
topoizomerazy 1. Ale prave tato prace z roku 2009 poukazuje na to, ze i dalsi typy sloucenin
ziskané z rostliny Zanthoxylum nitidum, mimo benzo[c]fenanthridinové alkaloidy, mohou mit

C . sl
toxicky vliv na nadorové buiiky™.

3.6 Dalsi vyznamné druhy rodu Zanthoxylum a jejich obsahové latky

Nejen druh Zanthoxylum nitidum, ale i dalsi druhy rodu Zanthoxylum jsou zkoumany
z hlediska jejich obsahovych latek, které by se v budoucnu mohly uplatnit jako sou¢ast nové
vyvijenych lé¢iv. Divodem zajmu o tento rod je jeho Siroké vyuziti v tradicni medicing, které
ma hlavné v oblastech jihovychodni Asie a Jizni Ameriky dlouhou historii. Udaje o nékterych
zajimavych druzich rodu Zanthoxylum jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tabulka I).
Uvedeno je misto jejich vyskytu, oblast pouziti v lidové mediciné a ptehled sloucenin, které

byly u daného druhu doposud izolovany.

36



Tabulka I Vybrané druhy rodu Zanthoxylum, jejich mista vyskytu, uplatnéni v tradi¢ni

medicing a latky, které byly z jednotlivych druhti izolovany.

Nazev

(misto vyskytu)

Pouzivana

Cast rostliny

Oblasti lécby

Vv tradiéni mediciné

Izolované obsahové latky

Zanthoxylum

ailanthoides

(Cina,
Japonsko,
Taiwan, Korea a

Filipiny)

Listy

kara

nachlazeni, ptfiprava
tradicniho pokrmu

na Taiwanu®>'®

revmatismus,
bolesti kloubu,
pohmozdéniny, hadi
kousnuti

a povzbuzeni

krevniho ob&hu’® ™

5,7,8-trimethoxykumarin,
O-methylcedrelopsin,
isopimpinellin, decarin, y-fagarin,
haplopin,
4-methoxy-1-methyl-2-chinolon,
[-sitosteryl glukosid,
(+)-tetrahydroberberine®

Zanthoxylum kofen, kira, ~ revmaticka Dipetalin, alloxanthoxyletin,

americanum dievoaplod  onemocnéni, xanthoxyletin, xynthyletin,
toniku, bolest zubt  seasmin, asarinin’® &

(Severni a bolest v krku,

Amerika) popaleniny’® &

Zanthoxylum listy nevolnost, lupeol, lupenon, (-)-sesamin,

budrunga prijmova N-methylflindersin,
onemocnéni®* zanthobungeanin, dictamin,

(jih Asie, Indie, rutaecarpin, y-fagarin, evodiamin,

Malajsie, kira kasel, bolest hlavy,  skimmianin, canthin-6-on,

Bangladés) zvraceni, Gplavice®®  syringaresinol®"

Zanthoxylum kira vzhledem ke Sesamin, savinin, liriodenin,

caudatum nadzemnich  vzacnému vyskytu  8-O-desmethyl-N-nornititidin,

Gasti rostliny  rostliny neni zndmo  decarin®®
(Sri Lanka) jeji pouziti

V lidovém

lécitelstvi®
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Tabulka |

Pokra¢ovani

Zanthoxylum trny infikované rany  chelerythrin, dihydrochelerythrin,
davyi bocconolin, 6-hydroxydihydrochelerythrin,
listy bolesti na hrudi  6-methoxy-7-demethyldihydrochelerythrin,
(Afrika) meso-sesamin,
kara opafeniny, zanét  4-methoxy-1-methyl-2(1H)-chinolin,
nadzemnich pohrudnice, sinapaldehyd, lupeol®®
casti bolest zubt
kofen afrodisiakum,
bolest v krku,
viedy v ustech
Zanthoxylum kura neni znamo (-)-6-carboxymethyldihydro-chelerythrin,
quinduense chelerythrin,berberin,
N-methyltetrahydrocolumbamin,
(Venezuela, N-methyltetrahydropalmatin,
Kolumbie, (-)-xylopinidin, (-)-isotembetarin, lupeol,
Peru a nornitidin, norchelerythrin, decarin,
Ekvédor) (-)-6-acetonyldihydro-chelerythrin®
Zanthoxylum plod kofeni magnoflorin, arbutin, hyperosid, afzelin,
piperitum a oplodi kvercitrin, kvercetin, myrcen, limonen,
bolesti bficha, linalool, citronelal, geraniol® &8
(Japonsko, cela rostlina  zvraceni,
Cina, nevolnost,
Korejsky prijem, viedové

poloostrov)

choroby kize®>®°

Zanthoxylum
rhoifolium
(Peru,
Bolivie,
Brazilie,
Francouzska

Guyana)

kofen

a kura

tonikum,
antimalarikum,

antipyretikum,

rrrrr

a antimikrobialni

pusobeni

zanthoxylin, dihydronitidin, skimmianin,
6-oxynitidin, dihydroavicin, oxyavicin,

fagaridin, avicin®
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Tabulka | Pokracovani

Zanthoxylum kira a dievo  hadi kousnuti a simulenolin, peroxysimulenolin,
simulans Z korene, gastrointestinalni simulansin, N-acetyldihydroanain,
kiira obtize™ zanthosimulin, huajiaosimulin,
(Taiwan, Cina)  nadzemnich norchelerythrin, bocconolin,
casti rostliny decarin, oxychelerythrin,

chelerythrin, y-fagarin,
zanthobischinolon,
simulanochinolin, elutine,
skimmianin, dictamnine,
(-)-N-acetylanonain, aesculetin
dimethyl eter, g-amyrin,

B-sitosterol a -sitostenon®®
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Destilace a odparovani

Pted pouzitim byla rozpoustédla destilovana. Nejprve byl zachycen piedek (asi 5 %,
vétSinou s vodnym azeotropem), pak bylo destilovano zbylych pfiblizné¢ 90% rozpoustédla.
Rozpoustédla byla uchovavana ve hnédych nadobach.

Odparovani chromatografickych frakei bylo provedeno na vakuové odparce Biichi

Rotavapor R 114 vybavené vodni lazni Biichi Waterpath B-480 pii 40 °C za snizeného tlaku.

4.1.2 Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé byla provedena v systému normalnich komor. Ty byly
nasyceny mobilni fazi. Syceni komor trvalo 30 minut. V piipadé¢ komor pro preparativni

tenkovrstvou chromatografii 60 minut. Chromatografie byla provadéna vzestupne.

4.2 Material a vybaveni

Rozpoustédia
Diethylamin, p.a., LACHNER
Diethylether, p.a., PENTA
Ethanol 95%, denaturovany methanolem, p.a., PENTA
Ethylacetat, p.a., PENTA
Chloroform, p.a., PENTA
Toluen, p.a., PENTA

Chemikalie
Hydroxid sodny, p.a., PENTA
Jodid draselny, p.a., PENTA
Kyselina chlorovodikova 35%, p.a., LACHEMA
Uhli¢itan sodny 10%, p.a., PENTA

41



4.3 Extrakce alkaloidi ze suSené drogy Zanthoxylum nitidum a zpracovani

vytiepku B

4.3.1 Biologicky material

Susena droga Zanthoxylum nitidum byla ziskana od komeréniho prodejce Pragon s.r.o.
(Praha, Ceska Republika). Verifikaci vzorku provedl doc. RNDr. Lubomir Opletal CSc.
Dokladné vzorky jsou ulozeny v herbaii na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie

Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

4.3.2 Priprava sumarniho extraktu

Susené a rozdrcené dievnaté ¢asti rostliny (9,6 kg) byly extrahovany ethanolem
(140 1) pod zpétnym chladi¢em. Poté bylo rozpoustédlo odpatfeno. Do odparky bylo pfidano
51 vody a byl odpafen zbytek rozpoustédla. Nasledné byl vpraven 2% roztok kyseliny
chlorovodikové (1,2 1). Vodny extrakt byl zfiltrovan pies plachetku a poté pies kiemelinu

pomoci vyvevy.

4.3.3 Priprava a ziskani vytifepku A ze sumarniho extraktu

Sumarni extrakt (6 1) byl nejdfive upraven na pH 9/10 pomoci uhli¢itanu sodného
a vytiepan (4 1000 ml, ctyfikrat se 350 ml etheru, pro odstranéni nepoldrnich ¢astic, a poté
3x $250 ml chloroformu). Chloroformové frakce byli spojeny a po odpafeni bylo ziskano

8,6 g vytrepku A, ten nadale nebyl soucasti této prace.

4.3.4 Priprava a zpracovani vytiepku B ze sumarniho extraktu

Sumarni extrakt o pH 9/10 byl dale upraven pomoci hydroxidu sodného 50% na pH
12/13. Takto upraveny extrakt (celkem 6 1) byl vytfepan (4 1000 ml) nejdiive etherem (4x &
350ml) a poté chloroformem (3x 4 350 ml). Chloroformové frakce byly spojeny a po odpateni
bylo ziskano 1,59 g vytiepku B. Vzhledem k malému mnozstvi frakce byla jako dalsi izola¢ni

metoda zvolena preparacni TLC. Frakce B byla nanaSena na nalité vrstvy silikagelu 15x15cm
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(Silikagel 60, Merck). Desky byly dvakrat vyvijeny v soustavé mobilni faze
toluen: ethanol: diethylamin (85: 15: 4, dvakrat)

zOna By

zOna B,

z6na B3

Obr. 10: Chromatogram podfrakce B zobrazujici zony B, B, a B3
Po vyskrabani byly ziskany 3 podfrakce  B; (0,0219)
B2 (0,1009)

Bs (0,017g)

Pro izolaci Cistych latek byla dale pouzita pouze podfrakce B;.

4.3.5 Zpracovani podfrakce B,

Podfrakce B, byla ptecisténa pomoci TLC v soustavé obsahujici pouze chloroform na

deskach 20x10 cm (Silikagel 60, Fys4, Merck). Z desek byla ziskana zona LMj.
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zona LM,

Obr. 11: Chromatogram zony LM;

Odparek frakce LM; byl rozpustén v CHCIl; a podrobeny krystalizaci piidanim
etanolu. Vzniklé krystalky byli nékolikrat promyté etanolem a opétovné rozpusténé v CHCI3
a prefiltrované pies tenkou vrstvu Al,O3 pro odstranéni nedistot.

Ziskané krystaly byly oddekantované, vysuSené v exsikatoru a latka byla odesldna na

strukturni analyzu.

4.4 Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidnich extrakti a Cistych alkaloida

vidi erytrocytarni AChE a sérové BuChE

441 Chemikalie a material pouZité pro stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity

Chemikalie:
10mM acetylthiocholin jodid, (Sigma-Aldrich)
10mM butyrylthiocholin jodid, (Sigma-Aldrich)
0,1M fosfatovy pufr, pH7,4 (chemikdlie pro ptipravu pufru: dihydrat
dihydrogenfosfore¢nanu sodného, p.a. (Lachema); dodekahydrat hydrogenfosfre¢nanu
disodného, p.a. (Lachema)
Dimethylsulfoxid, (Sigma-Aldrich)
5 mM 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina, > 98% (Sigma-Aldrich)
Huperzin A, (TAZHONGHUI — Taian zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
Galanthamin hydrobromid, (Changsha Organic Haerb Inc., China)
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Material:
Jako zdroj acetylcholinesterdzy byla pouzita pouzdra lidskych erytrocytl. Zdrojem
butyrylcholinesterazy byla lidska plazma.

Meéieni bylo provadéno v mikrotitracnich destickach.

4.4.2 Pristroj pouZity pro stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity

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

443 Podminky méreni

Experimenty byly provadény za téchto podminek:
- priteploté 37 °C
- v prostiedi fosfatového pufru (pH 7,4)
- pfi vinové délce spektrofotometru 436 nm

- Vv mikrotitra¢nich destickach

4.4.4 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 pii rychlosti 4000 ot/min za pouziti
centrifugy Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611. Erytrocyty byly pfemistény do 50ml
zkumavek a tfikrat promyté SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) obsahujicim 150 mM chloridu
sodného (12 000 ot/min, Avanti J-301, rotor JA-30.50). Promyté erytrocyty byly michany
s SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) po dobu 10 minut, ¢imZ doslo k jejich lyze. Nasledné
byly centrifugovany rychlosti 20 000 ot/min a vznikld pouzdra (HuAChE) byla tfikrat
promyta fosfatovym pufrem.

445 Stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity (hodnoty ICx)

Pro stanoveni hodnoty ICsy byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda

s pouzitim 5,5°-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)®. Jako substraty se pouzivaji
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estery thiocholinu, které jsou cholinesterazami Stépeny na thiocholin a pfislusnou kyselinu.
Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, ktera se navaze na DTNB za vzniku zluté zbarveného
produktu, ktery se stanovuje spektrofotometricky pti vinové délce 436 nm. Sleduje se narGst
absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICsy byly vypoéitany z naméfenych hodnot poklesu aktivity
acetylcholinesterazy nebo butyrylcholinesterazy nelinedrni regresi v programu GraphPaD
Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce Graph PaD Software, San Diego, CA, USA).
Vysledky byly porovnany s hodnotami ICsy znamych inhibitorti cholinesteraz: galataminem
(1Cs0 Huache = 1,710 £ 0,065uM, 1Csp Huguche = 42,30 = 1,30 uM), huperzinem A (1Cso Huache
= 0,033 + 0,001uM, ICsp pusuche = >1000 puM). % I (inhibice) byla pocitana dle vzorce
%I = 100-(AAgL/AAsp)*100, kde AApL je narast absorbance slepého vzorku za 1 minutu

a AAsa je narust absorbance méfeného vzorku.

4.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity alkaloidnich extrakti a C¢istych

alkaloidu

45.1 Chemikalie a material pouZité pro stanoveni antioxida¢ni aktivity

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikal, (Sigma-Aldrich)
Kvercetin, (Sigma-Aldrich)

Kyselina askorbova, (Sigma-Aldrich)

Trolox, (Sigma-Aldrich)

4.5.2 Pristroje pouZité pro stanoveni antioxidacni aktivity

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

4.5.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity (ECs)

Antioxida¢ni aktivita byla testovana invitro DPPH testem. Metoda je zaloZena
na reakci stabilniho 2,2'-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH) se vzorkem. SniZeni absorbance
DPPH meéfené pii 525 nm je zéavislé na koncentraci antioxidantu ve sledovaném vzorku.
Antiradikalova aktivita vzorkl byla vyjadiena jako 50% 0c¢innd koncentrace (ECsp), kterad

byla vypoc¢itana pomoci programu GraphPad Prism 3.02, a byla porovnana se znamymi
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antioxidanty: kvercetinem ECsy pppry= 11,11 + 0,25, troloxem ECsp pppy = 20,45 + 1,31 uM
a kyselinou askorbovou ECs pppy= 51,61 £ 3,21 uM.
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5. VYSLEDKY
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5.1 Strukturni analyza edulininu

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

identifikovany jako (-)-edulinin.

5.1.1 MS studie (-)-edulininu

EI-MS, 70 eV, m/z (rel. int) 291 (0.03); 274 (2); 273 (3); 258 (3); 242 (2); 232 (100); 203
(18); 202 (18); 200 (7); 188 (31); 172 (10); 144 (10).

232
100
50
188
. 202 503
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144 172
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Obr. 12: EI-MS spektrum edulininu

5.1.2 NMR studie (-)-edulininu

Struktura izolované latky byla uréena na zakladg interpretace 'H- a **C-NMR spekter

a jejich porovnani s daty v literatute.
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Obr. 13: Struktura (-)-edulininu

5.1.2.1 *H-NMR spektrum (-)-edulininu

'H NMR (499.9 MHz; 5, CDCls, 25°C):

1.31(s, 3H, H-5"); 1.32, (s, 3H, H-4"); 2.74 (dd, 1H, J= 13.7 Hz; J=10.2 Hz, H-1a"); 3.13 (dd,
1H, J= 13.7 Hz; J=1.9 Hz, H-1b"); 3.24 (bs, 2H, OH); 3.60 (1H, dd, J= 10.2 Hz; J=1.9 Hz, H-
2'): 3.76 (s, 3H, N-CHs); 3.97 (s, 3H, OCHs); 7.29-7.36 (m, 1H, H-6); 7.44 (d, 1H, J=8.2 Hz,
H-8): 7.57-7.65 (m, 1H, H-7); 7.86 (dd, 1H, J=8.2, J=1.4 Hz)

50



o4vvu
PROCESSING
ile

ft
not used

S
k]

Obr. 14: *H-NMR spektrum (-)-edulininu

5.1.2.2 *C-NMR spektrum (-)-edulininu

13C NMR (125.7 MHz, 5, CDCI3, 25°C):

23.9 C-57; 25.7C-4"; 27.6 C-17; 30.1 N-CH3s; 62.5 OCHgs; 72.9 C-3’, 79.3 C-2’, 114.6 C-§,
117.7 C-3; 121.1 C-4a, 122.7 C-5, 123.6 C-130.7, 130.8 C-6, 138.9 C-8a, 161.7 C-4, 166.2 C-

2.
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Obr. 15: **C-NMR spektrum (-)-edulininu

5.2 Opticka aktivita (-)-edulininu

[a]®o= - 40,3 (c = 0,0124; EtOH)

5.3 Vysledky testu vlivu latky na aktivitu AChE a BuChE

Ziskany alkaloid byl testovdn na svou inhibi¢ni aktivitu vu¢i erytrocytarni
acetylcholinesteraze(HUAChE) a sérové butyrylcholinesteraze(HUBUChE). Vysledky jsou

uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka I1)
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Tabulka Il In vitro inhibi¢ni aktivita izolovanych alkaloidd vi¢i HUAChE a HuBuChE

Létky |C50, (},lM)a |C50, (l,lM)a
HUAChE HuBuChE
(-)-Edulinin >1000 >1000
Galanthamine® 1.71 42.03
Huperzine A” 0,033 >1000
Eserin® 0,063 0,13

#Kazdé méFeni bylo opakovano tfikrat, ° Referencni latka

Inhibi¢ni kiivka edulininu

100

% pokles AA

N
T

-3 -2 -1 0
log koncentrace [mM]

5.4 Antioxidac¢ni aktivita

Izolovany alkaloid byl podroben testovani své antioxidacni aktivity. Vysledky této
studie jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka I11).

Tabulka 111 Antioxida¢ni aktivita alkaloidi (DPPH test)

Latky ECso (uM)
(-)-Edulinin > 1000
Kvercetrin® 11,11
Trolox” 20,45

¥Kazdé méfeni bylo opakovano dvakrat, ® Referenéni latka
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6. DISKUZE
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V soucasné dob¢ patii mezi nejrozsitenéjsi 1é¢iva vyuzivana v terapii Alzheimerovy
nemoci inhibitory acetylcholinesterazy. Vzhledem k tomu, ze se v literatufe v posledni dobé
objevuji informace o nezanedbatelné roli BuChE v pokrocilejsich stadiich tohoto onemocnéni,
vyzkum v oblasti hledani latek potencionalné vyuzitelnych v terapii Alzheimerovy choroby se
soustied’uje na slouceniny s duélni inhibi¢ni aktivitou?’, Tedy na latky, které budou schopné
inhibovat jak acetylcholinesterazu tak butyrylcholinesterazu.

Na zaklad¢ tohoto faktu se pracovni skupina ADINACO na Katedie farmaceutické
botaniky a ekologie soustied’uje na izolaci takovychto latek z ptirodniho materialu. Velmi
vyznamna pozornost je vénovana isochinolinovym alkaloidiim, které se vyznacuji Sirokou
biologickou aktivitou a jsou zastoupeny v celé fad¢ rostlin ¢eledi Rutaceae, Rannunculaceae,
Papaveraceae a Fumariceae®.

Na zéklad¢ vysledkii screeningu rostlin vhodnych pro fytochemické prace byla
vybrana rostlina Zanthoxylum nitidum. Sumarni alkaloidni extrakty této rostliny vykazovaly
zajimavou inhibi¢ni aktivitu, jak vuci lidské acetylcholinesterdaze (HuAChE) tak i sérové
butyrylcholinesteraze (HuBuChE).

Cilem této prace bylo zpracovani suché drogy Zanthoxylum nitidum a izolovani
alesponl jednoho alkaloidu Vv ¢isté¢ formé. Pomoci sloupcové chromatografie a preparativni
TLC se podafilo izolovat jeden alkaloid, ktery byl nésledné¢ podroben strukturni analyze
a testim biologické aktivity. lzolovany alkaloid byl na zakladé NMR a MS dat a jejich
porovnani s literarnimi udaji identifikovan jako (-)-edulinin. Jedna se o chinolinovy alkaloid,
ktery jiz byl z této rostliny izolovan®. Tato sloudenina byla také izolovana z dalSich rostlin
Geledi Rutaceae, napf. Casimiroa edulis® a Melicope semecarpifolia®. U tohoto alkaloidu
bylo provedeno v minulosti n€kolik studii tykajici se riznych biologickych aktivit. V jedné
z nich byla testovana jeho cytotoxicka aktivita vii¢i bunéénym liniim P-388, A549 a HT-29
(edulinin: EDso, p-3gg= 27,1 pg/mL, EDsq, asa9 = 43,6 pg/mL, EDsp pr.20 = 25,5 ng/mL), kde
byl jako standard pouZit mitramycin®.

V této praci byl (-)-edulinin podroben studii na inhibi¢ni aktivitu vac¢i erytrocytarni
acetylcholinesteraze (HUAChE) a sérové butyrylcholinesteraze (HUBUChE) za pouziti
Ellmanovy spektrofotometrické metody s pouzitim 5,5~ dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny®.
Jako referenéni latky byly pouzity galanthamin (ICso wHuache = 1,71 uM,
ICs0 Huuche = 42,03 uM), ktery jiz patii mezi bézna 1é¢iva Alzheimerovy choroby, huperzin A
(ICs0 Huache = 0,033 uM, ICsp Husuche > 1000 uM), ktery je také vyznamnym inhibitorem
acetylcholinesterazy, ale zatim je jeho pouziti v terapii ve fazi klinického testovani, a dale

eserin (ICso Huache = 0,063 uM, ICs0 Huguche = 0,13 uM).
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Hodnota ICsp edulininu stanovena pro HuAChE byla vys$i nez 1000 uM a pro
HuBuChE byla také vyssi nez 1000 uM, takze tento alkaloid byl v porovnani s referencnimi
latkami shledan jako neaktivni a neni vhodny jako latka potencidlné vyuzitelnd v terapii
Alzheimerovy nemoci.

Vzhledem ke skutecnosti, ze v patogenesi Alzheimerovy nemoci hraje vyznamnou roli
1 oxidativni stres, jsou vSechny izolované latky testovany také na jejich antioxidacni aktivitu
za vyuziti DPPH testu. Bohuzel (-)-edulinin nevykazal zadnou antioxidacni aktivitu
(ECsopprH >1 mM).

Zavérem je mozno fici, Zze (-)-edulinin nebyl zodpovédny za zajimavou inhibi¢ni

aktivitu sumarniho extraktu a je potieba izolovat a otestovat jeho dalsi slozky.
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A549

AD
AChE
ApoE
APP
BuChE
CcC

CDT
CNS
DSM-IV
DNA
DPPH
DTNB
HBV
HBsAg
HBeAg
HPLC
HT-29
HUAChE
HuBuChE
IC

MCF-7
MIC
MMSE
MS
NCI-H460
NINCDS-ADRDA

NMDA
NMR
ot
P-388
PS1
PS2

bunécna linie lidského karcinomu plic
Alzheimerova choroba

acetylcholinesteraza

apolipoprotein E

amyloidovy prekurzorovy protein
butyrylcholinesteraza

sloupcové chromatografie

Clock Drawing Test

centrdlni nervova soustava

Diagnostic and Statistical Manual, 4. revize
deoxyribonukleova kyselina
2,2'-difenyl-1-pikrylhydrazyl

kyselina 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova
virus hepatitidy B

povrchovy antigen hepatitidy typu B (Hepatitis B surface antigen)
antigen e hepatitidy typu B

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
bunécna linie lidského adenokarcinomu stfev
lidska acetylcholinesteraza

lidska butyrylcholinesteraza

inhibi¢ni koncentrace

bunécna linie lidské rakoviny prsu
minimalni inhibi¢ni koncentrace
Mini-Mental State Exam

hmotnostni spektrometrie

bunécna linie lidské rakoviny plic

National Institute of Neurologic, Communicative Disorders and Stroke
— Alzheimer’s disease and Related Disorders
N-methyl-D-aspartat

nuklearni magneticka rezonance

otacky

bunécna linie mysi leukémie

presenilin 1

presenilin 2
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SF-268 bunécna linie lidského glioblastomu

SNRI inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a adrenalinu
SSRI inhibitory zpétného vychytavani serotoninu
TLC tenkovrstva kapalinova chromatografie
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