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1.UvOD



1.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest je kroni¢no stanje koje zahtijeva skupu terapiju i predstavlja
velik globalni javnozdravstveni problem. Opisao ju je prvi puta 1906. godine njemacki
psihijatar Alois Alzheimer kao progresivnu neurodegenerativnu bolest koja je karakterizirana
kognitivnim oS$te¢enjima, promjenom ponaSanja i osobnosti bolesnika te potesko¢ama u
izvrsavanju svakodnevnih aktivnosti. Bolest se obi¢no javlja u srednjoj do starijoj Zivotnoj
dobi. Patoloske promjene uklju¢uju smanjenje broja neurona i sinapsi, tj. smanjenje sinapticke
gustoce U dubljim slojevima sljepooc¢ne kore, u hipokampalnim regijama te u supstanciji nigri.
Najces¢i je tip demencije koji se susrec¢e u klinickoj praksi. Procjene upucuju na porast
prevalencije te bolesti nakon 65. godine Zivota, a o¢ekuje se i povecanje broja bolesnika za 3
do 4 puta u narednih 30 godina. Bolest obi¢no dovede do smrti unutar tri do deset godina od
postavljanja dijagnoze (Pierce i sur., 2017).

Ekstracelularni senilni plakovi histoloski su marker Alzheimerove bolesti u mozgu
pacijenata. Glavna komponenta su im proteinski fragmenti p-amiloid (AB). To su kratki
peptidi gradeni od 36-43 aminokiseline koji induciraju fosforilaciju t proteina, $to dovodi do
neurofibrilarnih promjena i, posljedi¢no, stani¢ne smrti (Ha i sur., 2011). Novije spoznaje
upucuju na to da je unutarstanicno nakupljanje AP tjeSnje povezano s patogenezom
Alzheimerove bolesti od izvanstani¢nog. Posljedica je unutarstani¢nog stvaranja Ap i ulaska
izvanstani¢nog A u stanice. Smatra se da se u stanici Ap nakuplja u mitohondrijima, te ulazi
u interakciju s nekoliko enzima, $to dovodi do ostecenja funkcije mitohondrija u vidu
snizavanja razine ATP-a, povecanog stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva i posljedi¢ne
pojave oksidativnog stresa te ostecenja neurona (Lei i sur., 2015). B-amiloid peptidi nastaju
proteolizom membranski vezanog amiloid prekursor proteina (engl. amyloid precursor
protein, APP). APP se moze uklanjati neamiloidogenim a-sekretaznim putem i
amiloidogenim putem pomocu B/y-sekretaza. Prvim putem nastaju topljivi fragmenti koji se
izluCuju u izvanstani¢ni matriks, a pokazali su neurotrofno i neuroprotektivno djelovanje.
Drugim putem nastaju netopljivi AB-fragmenti za koje je utvrdeno da poti¢u apoptozu
neurona (Tun i Herzon, 2012).

Iako je proslo vise od stoljeca od kada je otkrivena, danas jos uvijek ne postoji lijek koji
bi sprijecio napredovanje ili u¢inkovito izlije¢io Alzheimerovu bolest. Terapija se sastoji od
poboljsavanja kognitivnih sposobnosti pacijenta i smanjenja simptoma bolesti da bi se
povecala kvaliteta zivota. U tu se svrhu Kkoriste inhibitori acetilkolinesteraze (AChE) koji

sprjecavaju hidrolizu acetilkolina u sinaptickoj pukotini i tako povecavaju njegovu
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koncentraciju prethodno smanjenu zbog propadanja kolinergickih neurona, te tako usporavaju
napredovanje bolesti. U tu se skupinu ubrajaju takrin, donepezil, rivastigmin i galantamin.
Ucinak su pokazali kod blagog do umjereno teSkog oblika bolesti. Pored njih koristi se i
memantin koji djeluje kao nekompetitivni antagonist N-metil-D-aspartat (NMDA) receptora i
pokazuje simptomatsko poboljSanje kod tezih oblika bolesti, bilo kao monoterapija ili u
kombinaciji s inhibitorima acetilkolinesteraze. Na hrvatskom i europskom trzistu su danas za
lijeCenje Alzheimerove bolesti dostupni donepezil, rivastigmin i memantin. Medutim, svi ovi
lijekovi osim povoljnih uc¢inaka uzrokuju i neZeljene nuspojave poput hiperaktivnosti,
dijareje, mucnine, povracanja, nesanice, anoreksije ili ostecenja jetrene funkcije. Trazeéi nove
lijekove za ovu bolest, znanstvenicima se danas sve ¢esc¢e okrecu biljkama kao prepoznatim
izvori jedinstvenih molekula, a posebno su zanimljive one s dugom tradicijom primjene u

lije¢enju neuroloskih oboljenja (Ha i sur., 2011).

1.2. Huperzia serrata (Thunb.) Trevis. — kineska huperzija

Porodica Lycopodiaceae obuhvaca 17 rodova sa ukupno 475 biljnih vrsta i pripada jednoj
od najstarijih skupina kopnenih biljaka — papratnjaca. Rod Huperzia dobio je naziv prema
njemackom lije¢niku i botani¢aru Johannu Meteru Huperzu (1771.-1816.) koji se bavio
proucavanjem razmnozavanja paprati. Kineska huperzija (Huperzia serrata (Thunb.) Trevis.)
je vazdazelena viSegodiS$nja zeljasta biljka uspravne ili uzdignute stabljike duge 10-30 mm i
promjera 1,5-3,5 mm. Listovi su Siroki 1,5-4 cm, sjajni, rijetki, pravilno razgranati od osnove,
usko elipti¢ni, tanko kozasti i bez dlaka s obje strane. Rubovi listova nepravilno su nazubljeni.
Sporofili i trofofili su homomorfni, a bubreZasti Zzuti sporangiji vidljivi su s obje strane
sporofila. Biljka je rasprostranjena po cijeloj Kini, osim dijelova sjeverne i sjeverozapadne
Kine, kao i u Rusiji, Indiji, Indoneziji, Japanu, Koreji, Tajlandu, Australiji, Centralnoj
Americi itd. Raste u Sumama, grmlju i uz puteve, na nadmorskoj visini 300-2700 m.

Kineski naziv ove biljke je Qian Ceng Ta, $to bi u prijevodu znaéilo pagoda s tisucu
slojeva, a odnosi se na izgled biljke i njene brojne listove, no poznata je i pod nazivom Jin Bu
Huan (vrjednija od zlata) kojim se oznacavaju biljke sa snaznim analgetskim djelovanjem.
Ova se ljekovita biljka koristi ve¢ vise od 1000 godina u svim dijelovima. Tradicionalno se
primjenjuje u lijecenju kontuzija, uganuca, upale, oteklina, shizofrenije i miastenije gravis, a u
novije vrijeme i kod trovanja organofosfornim spojevima (Tun i Herzon, 2012; Ma i sur.,
2007).



Fitokemijska istrazivanja pokazala su da kineska huperzija sadrzi 0,2 % Lycopodium
alkaloida (likodolin, likoklavin, likodin, seratinin, huperzini i dr.), triterpene i polifenolne

spojeve. Najvaznija i najistrazivanija sastavnica je alkaloid huperzin A (Ma i sur., 2007).

Slika 1. Huperzia serrata (Thunb.) Trevis.

(preuzeto s http://www.ethnoherbalist.com)

1.3. Huperzin A

U potrazi za novim lijekom za lijeCenje miastenije gravis kineski su znanstvenici
pocetkom 1980-tih proveli probir kineskih biljnih lijekova u koji su bile ukljucene biljke roda
Lycopodium koje se tradicionalno koriste kod reumatizma, prehlade, za opustanje miSica i
poticanje cirkulacije. Kemijska istrazivanja vrste Lycopodium serratum (sin. Huperzia
serrata) rezultirala su izolacijom nekoliko Lycopodium alkaloida, a 1986. godine iz biljke je
izoliran huperzin A. Farmakoloske studije ubrzo su pokazale da je rije¢ o snaznom, visoko
specificnom i reverzibilnom inhibitori acetilkolinesteraze te su vrlo brzo objavljeni i prvi
pozitivni klini¢ki rezultati dobiveni kod starijih osoba s poremecajem paméenja. Zbog svog
izrazenog antikolinesteraznog djelovanja, huperzin A je krajem 1980-tih privukao znaajan
interes znanstvenika Sirom svijeta, potaknuvsi ih na istrazivanje moguce kemijske sinteze,

odnosa strukture i djelovanja te daljnje farmakoloske i klinicke studije (Ma i sur., 2007).



Lycopodium alkaloidi su spojevi jedinstvene strukture koju karakterizira prisutnost cetiri
prstena od kojih jedan moze biti otvoren. Huperzini pored dusSikovog atoma u jednom od
prstenova sadrze jo§ i amino skupinu vezanu za prsten. Javljaju se kao kemijski entiteti sli¢nih
svojstava, ali razli¢ite jacine djelovanja. Tako primjerice huperzin A pokazuje deset puta
snaznije antikolinesterazno djelovanje nego huperzin B. Huperzin A je seskviterpenski
alkaloid empirijske formule C15H13N,0O i molarne mase 242,32 g/mol. Tvar je opticki aktivna,
a u biljnom se materijalu pojavljuje isklju¢ivo kao (-)-enantiomer. Stabilna je molekula
bijelog kristalini¢nog izgleda, topljiva u razrijedenoj kiselini i CHCl3 (Zangara, 2003). Spoj se
dobiva ekstrakcijom iz osusenih nadzemnih dijelova vrste Huperzia serrata Thunb. s
prinosom od samo 0,0047-0,025%, ovisno o vremenu sakupljanja biljnog materijala i
primijenjenoj metodi ekstrakcije (Ha i sur., 2011). Objavljeno je i nekoliko postupaka

potpune kemijske sinteze huperzina A u laboratoriju (Ma i sur., 2007).

Slika 2. Kemijska struktura huperzina A
(preuzeto s https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)

Znanstveno je utvrdeno da huperzin A selektivno i reverzibilno inhibira
acetilkolinesterazu i na taj nacin pojacava acetilkolinergi¢ku neurotransmisiju u mozgu, $§to
dovodi do poboljsanja kognitivnih funkcija kod pacijenata s demencijom. U istrazivanjima je
pokazao dugotrajniji ucinak, bolji prolaz kroz krvno-mozdanu barijeru, vecu oralnu
bioraspolozivost i manje nuspojava u usporedbi s inhibitorima acetilkolinesteraze koji se
danas koriste u lijeCenju Alzheimerove bolesti (Zangara, 2003). Najveci dio istrazivanja

proveden je u Kini, gdje je huperzin A od 1994. dostupan kao lijek za Alzheimerovu bolest.
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Na trzistu nalazimo tablete i kapsule koje se primjenjuju oralno dva puta dnevno u dozi od 0,2
mg. Unato¢ njegovoj Sirokoj i dugotrajnoj primjeni u Kini, ovaj prirodni nootropik u
zapadnim je zemljama jo$ uvijek gotovo nepoznat te ponegdje eventualno dostupan u obliku

dodataka prehrani koji sadrze biljni ekstrakt (Yang et al., 2013).



2.OBRAZLOZENJE TEME



Alzheimerova bolest je kroni¢na progresivna neurodegenerativna bolest koja zbog porasta
prevalencije predstavlja veliki javnozdravstveni problem u svijetu. Trenutna terapija svodi se
na simptomatsko lije¢enje kojim se pokuSavaju ublaziti pojedini popratni simptomi, no uz nju
se takoder vezu i brojne nuspojave s kojima se pacijenti jo$ teZe nose zbog demencije. Buducéi
da lijekovi koji bi mogli prevenirati, usporiti ili izlije¢iti Alzheimerovu bolest za sada jos
uvijek ne postoje, znanstvenici se u potrazi za novim lijekovima sve vise okrecu prirodi i
biljnom svijetu, trazec¢i izvore novih molekula u biljnim vrstama koje se tradicionalno koriste
u lijecenju neuroloskih oboljenja.

Kineska huperzija (Huperzia serrata (Thunb.) Trevis.) je ljekovita biljka koja ima dugu
povijest primjene u tradicionalnoj Kkineskoj medicini, a zahvaljuju¢i suvremenim
istrazivackim tehnikama iz nje je izoliran huperzin A, alkaloid s vrlo izrazenim
farmakoloskim djelovanjem i potencijalom za klini¢ku primjenu u lijeGenju Alzheimerove
bolesti. Stoga je cilj ovog rada bio prikupiti, sistematizirati i prikazati dosadasnje znanstvene
spoznaje o pretklinickim i klini¢kim dokazima djelotvornosti huperzina A i njegovih derivata,
u svrhu usvajanja novih stru¢nih znanja iz podru¢ja farmakognozije i procjene njihovog

terapijskog potencijala.



3. MATERIJALI | METODE



Istrazivanja u okviru ovoga diplomskog rada bila su teorijskog karaktera i ukljucivala su
detaljan pregled strucne i znanstvene literature o huperzinu A, djelatnoj tvari kineske biljne
vrste Huperzia serrata Thunb. (Huperzicaceae). Prikupljeni su podatci o pretklinickim i
klini¢kim istrazivanjima huperzina A, njegovih sintetskih analoga i hibridnih spojeva te
novim formulacijama s tom djelatnom tvari. Pretrazivane su dostupne knjige i internetske
baze podataka ScienceDirect, AspetJournals, PMC, PubMed i PubChem. Pri pretrazivanju
znanstvenih 1 stru¢nih ¢lanaka u bibliografskim bazama koriStene su sljedece kljucne rijeci:
Huperzia serrata, huperzine A i Alzheimer's disease. Sva dostupna literatura je proucena te su

nakon sistematiziranja i obrade prikazani i interpretirani podaci prikupljeni istrazivanjem.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. Pretklinicki dokazi o djelovanju huperzina A

Spojevi koji djeluju kao inhibitori acetilkolinesteraze zbog svoje sposobnosti da
inhibiraju enzim, odgode hidrolizu acetilkolina i povise razinu tog neurotransmitera u
sinaptickoj pukotini mogu pokazati znac¢ajan klinicki u¢inak kod oboljelih od Alzheimerove
bolesti. Nakon prvih obecavaju¢ih rezultata koji su ukazali da huperzin A selektivno i
reverzibilno inhibira acetilkolinesterazu, proveden je niz daljnih in vitro i in vivo istrazivanja
u kojima je inhibitorni u¢inak huperzina A usporedivan s drugim ve¢ poznatim inhibitorima
acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze, istrazivan je njegov utjecaj na akumulaciju
amiloidnih plakova, djelovanje na antioksidativne mehanizme u stanici, neurotoksi¢nost
uzrokovanu glutamatom te Wnt/p-katenin signalni put.

Studije su pokazala da se huperzin A veze direktno u aktivno mjesto enzima i na taj nacin
sprjeCava vezanje nativnog supstrata, tj. acetilkolina, ¢ija se koncentracija u sinapsama
posljedi¢no povecava. Pretpostavlja se da je za djelovanje odgovoran dio strukture koji ¢ini
most od tri ugljikova atoma i da bi antiacetilkolinesterazni ucinak bio slabiji kad bi se
uklonila dvostruka veza iz tog dijela molekule (Ma i sur., 2007).

Antiacetilkolinesterazna aktivnost huperzina A usporedena je s u¢inkom drugih inhibitora
acetilkolinesteraze koji se ve¢ koriste u terapiji Alzheimerove bolesti te je na temelju
koncentracija potrebnih za 50%-tnu inhibiciju tog enzima (ICsp) utvrden sljede¢i niz
djelovanja: donepezil > huperzin > takrin > fizostigmin > galantamin > rivastigmin. Od svih
navedenih molekula, huperzin A pokazao je najmanju inhibitornu aktivnost prema
butirilkolinesterazi, zbog ¢ega se smatra znatno selektivnijim inhibitorom od ostalih koji se
trenutno koriste u terapiji. Nanomolarni raspon konstanti inhibicije (K;j) AChE ovih spojeva
ukazuje na njihov visok afinitet prema enzimu. Ipak, u eksperimentalnih Zivotinja koristene su
mnogo vise peroralne doze takrina i donepezila nego huperzina A, vjerojatno zbog njihove
niske bioraspolozivosti ili brzog metabolizma, $to dovodi i1 do izraZenijih nuspojava kod
primjene tih lijekova u odnosu na huperzin A (Wang i sur., 2006).

Animalna studija u kojoj je usporedeno djelovanje huperzina A, donepezila i rivastigmina
na kortikalne razine acetilkolina i aktivnost acetilkolinesteraze pokazala je da huperzin A
osmerostruko snaznije povecava kortikalnu razinu acetilkolina nego donepezil, odnosno
dvostruko snaznije nego rivastigmin, uzevsi u obzir njihove molarne koncentracije. Veca
potentnost huperzina A moze se objasniti time S§to on prvenstveno inhibira tetramernu

acetilkolinesterazu koja dominira u mozgu sisavaca, dok ostala dva lijeka inhibiraju
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prvenstveno monomerni izooblik enzima. Takoder, u¢inak huperzina A bio je dugotrajniji
(Liang i Tang, 2004).

Promatraju¢i nuspojave uzrokovane terapijom takrinom pretpostavljeno je da se one
najozbiljnije vjerojatno javljaju uslijed inhibicije butirilkolinesteraze. 1z toga je zaklju¢eno da
je kod lijekova za Alzheimerovu bolest koji ciljaju kolinergicki sustav pozeljan visok
butirilkolinesteraza/acetilkolinesteraza 1Cso omjer, Sto je i uo¢eno kod huperzina A. Medutim,
neka istrazivanja pokazuju da bi Shaznija inhibicija butirilkolinesteraze mogla biti vazna u
kasnijim stadijima Alzheimerove bolesti jer bi mogla osigurati bolju zastitu od nakupljanja
AP i nastanka senilnih plakova (Ma i Gang, 2004).

U studiji koja se bavila ispitivanjem ucinkovitosti huperzina A na skopolaminom-
uzrokovan kognitivni deficit u Stakora promatran je i utjecaj nacina primjene na ishod
tretmana. Ustanovljeno je da huperzin A poboljsava radno i referentno paméenje pokazujuéi
gotovo jednak uc¢inak nakon peroralne i intraperitonealne primjene. Inhibitorni uc¢inak takrina
na acetilkolinesterazu u mozgu i serumsku butirilkolinesterazu bio je pak znatno veci nakon
intraperitonealne primjene, sto potvrduje njegovu nisku oralnu bioraspoloZzivost i pojacani
metabolizam prvim prolazom kroz jetru. Intraventrikularno primjenjeni huperzin A pokazao
se potentnijim od takrina, ali ne i od donepezila. Ovi rezultati upucuju na vecu oralnu
biodostupnost huperzina A i bolju prolaznost kroz krvno-mozdanu barijeru (Wang i Tang,
1998).

Farmakineticka istrazivanja pokazuju da peroralno primjenjeni huperzin A ostvaruje
najvisu inhibiciju acetilkolinesteraze u cijelom mozgu nakon 60 minuta te da ucinak traje 360
minuta od primjene u dozi od 1,5 umol/kg (3,6 mg/kg). U korteksu i serumu maksimum
inhibicije dosegnut je nakon 30-60 min, a inhibicija ve¢a od 10% u korteksu odrzana je
tijekom 15-240 minuta. Aktivnost butirilkolinesteraze vratila se na kontrolnu razinu 360
minuta nakon peroralne administracije donepezila i takrina te je u tom vremenu njihov
inhibitorni uc¢inak iznosio 20% odnosno 46%. Brzi pad aktivnosti acetilkolinesteraze u
eritrocitima 1 butirilkolinesteraze u serumu nakon primjene huperzina A korelira s
kratkotrajnim i ve¢inom perifernim nuspojavama. Kod ponovljene peroralne primjene jednom
dnevno tijekom osam ili trideset dana nije uocena promjena u stupnju inhibicije enzima u
usporedbi s pojedina¢nom dozom, $to upucuje na to da se tolerancija na huperzin A ne javlja
(Zangara, 2003).

Wang i suradnici (2001) ispitali su utjecaj huperzina A na neurodegeneraciju uzrokovanu
nakupljanjem AP u obliku plakova u mozgu pomoéu Morrisovog testa. Stakori su podijeljeni

u tri skupine od kojih je jedna tijekom 12 dana dobivala intracerebroventrikularne infuzije
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AP1.40 U kombinaciji s 0,1 ili 0,2 mg/kg huperzina A, druga samo A4 dok je treéa skupina
sluzila kao kontrolna i dobivala samo vehikulum. Zivotinje koje nisu dobivale huperzin A
brze su odlazile na platformu u vodenom labirintu i prestajale prikupljati prostorne
informacije u odnosu na one koje su ga primale zajedno s APi.4. U mozgu Zrtvovanih
zivotinja tretiranih huperzinom A pronadeno je znafajno manje patoloskih promjena i
amiloidnih depozita (Wang i sur., 2001).

Neuroprotektivno djelovanje huperzina A ispitano je in vivo na modelu glutamatom-
uzrokovane neurotoksi¢nosti. Nakon tretiranja stanica malog mozga iz embrija stakora 100
UM glutamatom utvrdena je stani¢éna smrt 55% neurona u kulturi. 1zlaganje stanica 100 nM
huperzinu A prije tretmana glutamatom smanjilo je stopu smrtnosti stanica na 30%. Rezultati
su povezani sa smanjenjem utoka kalcijevih iona u stanicu kod izlaganja stanica huperzinu A
(Tun i Herzon, 2012).

Postoje dokazi da je toksi¢nost AP posredovana stvaranjem vodikovog peroksida.
Zamijeceno je da huperzin A sprjecava oksidativna oStecenja neurona uzrokovana vodikovim
peroksidom povecavanjem aktivnosti endogenih antioksidativnih enzima kao $to su glutation
peroksidaza, katalaza i superoksid dismutaza (Xiao i sur., 1999).

Wang i suradnici (2011) istrazili su utjecaj huperzina A na Wnat/B-katenin signalni put
budu¢i da se on smatra vaznim za neuronalni razvoj i oc¢uvanje zivéanog sustava. Novija
saznanja upucuju na njegovu ukljuc¢enost u neurodegenerativne bolesti, pogotovo one vezane
uz aktivnost acetilkolinesteraze i Ap posredovanu neurotoksi¢nost. Dvije klju¢ne molekule u
tom putu su kinaza glikogen-sintaze-3 (GSK-3p) i B-katenin. Kako amiloidni peptidi ciljaju
Wnt put, poveéava se aktivacija GSK-3B i posljedi¢no fosforilacija t proteina. GSK-3f3
regulira nastajanje AP, a njega inaktivira protein-kinaza C (PKC). IstraZivanje je pokazalo da
se nakon cetveromjesecnog izlaganja huperzinu A broj AP imunoreaktivnih neuritickih
plakova u korteksu i hipokampusu miseva smanjio ovisno o dozi huperzina A. Kao negativna
kontrola sluzili su misevi koji su dobivali samo vehikulum. Usto je pracena razina topljivog
AP 1 nadeno je da su APi40 1 APi-s2 bili snizeni. Razina APP mRNA nije bila znacajno
promijenjena, ali je povecana ekspresija disintegrina i metalopeptidaze 10 (ADAMI10),
enzima zaduzenih za uklanjanje APP-a. Nadene su poviSene razine sAPPa i sniZene razine
sAPPB, Sto ukazuje na povecanu aktivnost a-sekretaze nakon izlaganja miSeva huperzinu A.
Razine GSK-3B i GSK-3a nisu bile promijenjene, ali su bile poviSene razine njihovih
fosforiliranih oblika, tj. zapazena je inaktivacija tih proteina ovisna o dozi huperzina A.
Imunofluorescencijom je detektiran B-katenin u neuronima mozga miseva. Nakon izlaganja

huperzinu A imunofluorescencija je pokazivala znatno poveéanu gustocu [-katenina te
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smanjenu gustocu fosforiliranog B-katenina, §to upucuje na stabilizaciju razine -katenina u
mozgu miseva. Sli¢ni rezultati dobiveni su i in vitro. Nakon izlaganja miseva kalfostinu C,
inhibitoru protein kinaze C (PKC), znafajno su smanjene razine metalopeptidaze 10.
Medutim, nakon tretmana huperzinom A, razina ADAMI0 proteina (engl. disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein 10) vracena je na prijaSnju, pokazujuc¢i da
huperzin A oporavlja aktivnost neamiloidogenog procesiranja APP-a in vitro uzrokovanu
izlaganjem inhibitorima PKC-a i Wnt signalnog puta. Jednaki rezultati zamijeceni su i u in
vitro testovima (Wang i sur., 2011).

U novije vrijeme istrazivan je utjecaj terapije huperzinom A na nakupljanje
unutarstani¢nog A i oporavak oStecene mitohondrijske funkcije u neuronima. Promatrana je
prvenstveno razina APi.s2 jer ti oligomeri lakSe formiraju agregate nego APi.40 1 imaju veci
udio u amiloidnim plakovima. Pratenjem apsorbancije pri specifiénim uvjetima odredena je
metabolic¢ka aktivnost stanica u kulturi, tj. razina sukcinat-dehidrogenaze koja je sastavni dio
ciklusa limunske kiseline. Nakon izlaganja AP oligomerima apsorbancija se znacajno
smanyjila, Sto odgovara pretpostavki da ti oligomeri oStecuju metabolicke funkcije stanice.
Medutim, nakon izlaganja stanica primarnih kortikalnih neurona huperzinu A, apsorbancija se
vratila na prvotne vrijednosti. Hipoteza ulaska izvanstaniénog AP u stanicu provjerena je
pra¢enjem akumulacije sintetskih oligomera iz ekstracelularnih prostora u kulturi i otkriveno
je da je akumulacija ovisila o vremenu kontakta i dozi te je korelirala s prezivljavanjem
stanica. Dodatkom huperzina A smanjila se koli¢ina unutarstanicnog AP i povecala stopa
prezivljavanja stanica pokazujuéi da bi neuroprotektivno djelovanje huperzina A moglo biti
povezano sa sposobno$¢u smanjenja razine AP u stanicama. Mikroskopski je utvrdeno da je
frakcija liziranih stanica sadrzavala oko 78% ukupne koli¢ine unutarstanicnog AfB. U
stanicama je bila znatno snizena razina ATP-a, poveéana razina reaktivnih kisikovih spojeva
(ROS), a membranski potencijal smanjen za 20% u odnosu na kontrolnu grupu. Dodatkom
huperzina A kulturi stanica je obnovljena prvotna razina ATP-a, znaajno smanjena razina
ROS-a i popravljeno oSte¢enje membranskog potencijala za 10%. Svi su ovi uéinci odgovarali
padu koncentracije unutarstani¢énog Ap. Najéesce su teorije potencijalne blokade nakupljanja
unutarstani¢nog AP sprje¢avanjem unosa izvanstani¢nog A ili poticanjem razgradnje onog
nastalog u stanicama. U ovom istrazivanju nije uocen utjecaj huperzina A na puteve
degradacije AP pa se smatra da to nije mehanizam smanjenja akumulacije u stanicama, no

tocan mehanizam tek treba otkriti (Lei i sur., 2015).
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4.2. Klini¢ki dokazi 0 djelovanju huperzina A

Huperzin A zadovoljava kriterije za potencijalni novi lijek za simptomatsko lijeCenje
Alzheimerove bolesti. Specifican je inhibitor acetilkolinesteraze, selektivniji za
acetilkolinesterazu u mozgu nego onu perifernu (smanjene periferne kolinergicke nuspojave),
s dugim trajanjem djelovanja, ima visoku biodostupnost nakon oralne primjene te pokazuje
jacu ili istovjetnu inhibiciju acetilkolinesteraze u odnosu na trenutno propisivane lijekove.
Nadalje, djelotvoran je protiv glutamatom-potaknute neuronske smrti. Njegova je klinicka
procjena sada u IV fazi klini¢kih ispitivanja (Zangara, 2003).

Cheng i suradnici objavili su 1986. rezultate jedne od prvih klini¢kih studija huperzina
A i jedino poznato istrazivanje huperzina A za miasteniju gravis pokazalo je poboljsanje
slabosti miSi¢a kod 128 pacijenata. Svi su pacijenti prije pocetka studije intramuskularno
primili prostigmin kako bi se stabilizirali njihovi uvjeti. 59 bolesnika svakodnevno je primalo
0,4 mg huperzina A, dok je kontrolna skupina primala svaki drugi dan 0,5 mg neostigmina i u
meduvremenu 0,4 mg huperzina A. Trajanje ucinka bilo je 7 h, 3 h vise od onog neostigmina.
Sekundarni ucinci bili su uglavnom kolinergi¢ni i, s izuzetkom mucnine, bili su znacajno
blazi nego kod neostigmina (Zangara, 2003).

U randomiziranoj, dvostruko slijepoj klini¢koj studiji promatran je utjecaj huperzina A
na pamcenje, kognitivne funkcije i ponasanje pacijenata s dijagnosticiranom Alzheimerovom
boles¢u. Od ukupno 103 pacijenta ukljucena u pokus, 50 njih primalo je 0,2 mg huperzina A
(4 tablete) dva puta dnevno dok su ostali ispitanici dobivala po 4 tablete placeba kroz 8
tjedana. Svu ostalu terapiju prekinuli su tjedan dana prije pocetka istraZivanja. Stanje im je
procjenjivano pomocu razlicitih testova procjene: testa minimalne mentalne procjene (engl.
mini-mental state examination, MMSE), procjene svakodnevnih Zzivotnih aktivnosti (engl.
activities of daily living, ADL), Wechslerovog testa paméenja (engl. Wechsler memory scale,
WMS) i Hamiltonove skale za depresiju (Hamilton depression scale, HDS), ali i mjerenjem
vitalnih parametara te biokemijskom analizom krvi i urina. Kod 58% pacijenata (29/50) koji
su dobivali huperzin A utvrdeno je znacajno poboljsanje pamcenja, kognitivnih funkcija i
ponasanja. U¢inak huperzina A bio je bolji od placeba (38%, 19/53). PoboljSanje u odnosu na
placebo skupinu bilo je vidljivo i nakon 8 tjedana. Na MMSE skali huperzin A pokazao je
poboljsanje za 2,98 bodova, a hepatotoksicni takrin koji je usporedno ispitivan za 2,0 boda.
Bliski srodnici prijavili su subjektivne rezultate koji ukazuju na poboljSanje pamcenja i
govora kod pacijenata na terapiji huperzinom A. Nuspojave su vecinom bile blage

kolinergicke 1 usporedive s onima u placebo skupini. Ukljucivale su dijareju, anoreksiju,
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hiperaktivnost, mu¢ninu i povrac¢anje. Laboratorijski testovi nisu pokazivali promjene, a od
klini¢ki znacajnih promjena vitalnih funkcija uocena je samo bradikardija (prosjecna sré¢ana
frekvencija pala je sa 72 na 47 udaraca/min) (Xu i sur., 1995).

Ucinkovitost i sigurnost primjene huperzina A ispitane su multicentricnom, dvostruko
slijepom, placebom kontroliranom, randomiziranom studijom na 60 pacijenata koji su tijekom
60 dana dobivali tablete ili kapsule huperzina A i placeba. Pacijenti su podijeljeni u dvije
skupine. Jedna je dobivala Cetiri kapsule koje su sadrzavale po 0,05 mg huperzina A i Cetiri
tablete placeba dnevno, a druga Cetiri tablete s 0,05 mg huperzina A i Cetiri kapsule placeba.
Jednom mjese¢no provedeni su laboratorijski testovi i mjerene vitalne funkcije te su koristeni
razliCiti testovi procjene stanja pacijenata (HDS-R, IADL, GBS—SDS, TESS, WMS).
Klinickom procjenom ustanovljeno je znacajno poboljsanje (43-70%) stanja obiju skupina
ispitanika nakon 60 dana terapije huperzinom A, u odnosu na pocetno stanje, ali nisu uocene
znacajne razlike izmedu dvije skupine. lako je uoceno poboljsanje antioksidativnih
parametara u plazmi i eritrocitima, promjene nisu bile zna¢ajne u odnosu na zdrave pojedince,
Sto ukazuje na vjerojatnu potrebu za dugotrajnijom terapijom. Razine jetrenih enzimi ALT i
AST nisu se povisile tijekom istrazivanja. Periferne kolinergicke nuspojave javile su se kod
33% pacijenata na terapiji huperzinom A, ali su se smanjile ili potpuno nestale do kraja
istrazivanja. Ukljucivale su blagu do umjerenu mucninu, povraéanje i blagu do umjerenu
nesanicu (Xu i sur., 1999).

Medu prvim studijama provedenim izvan Kine bila je mala studija provedena 1999. u
SAD-u u kojoj je procijenjivana sigurnost i ucinkovitost huperzina A na 26 pacijenata s
dijagnozom Alzheimerove bolesti bez komplikacija i moguce ili vjerojatne blage do umjerene
Alzheimerove bolesti. Ukljuena su i tri dodatna pacijenta: jedan s multiinfarktnom
demencijom, jedan s posttraumatskim gubitkom pamcenja i1 pacijent s demijelinizacijskom
bolesti. IstraZivanje je trajalo tri mjeseca, bilo je otvorenog tipa i monocentri¢no. Pacijenti su
nastavili s dotadasnjim terapijama koje su Cinili takrin, donepezil i preparati ginkga. 25
pacijenata oralno je primalo dva puta dnevno po 50 pg huperzina A, a 4 pacijenta 100 pg.
Nakon prvog i drugog mjeseca istrazivanja uoceno je o dozi ovisno poboljSanje stanja
pacijenata bez ozbiljnih nuspojava, osim kod dva pacijenta koja su zbog nuspojava odustala
od sudjelovanja u istrazivanju. U¢inak opazen nakon tre¢eg mjeseca bio je podjednak za obje
doze. Unato¢ malom broju pacijenata, autori su opazili o dozi ovisno pobolj$anje s boljim
MMSE rezultatima kod vise doze i bez ozbiljnih nuspojava (Desilets i sur., 2009).

Na 28 pacijenata koji boluju od Alzheimerove bolesti ispitana je djelotvornost terapije

huperzinom A u odnosu na placebo. Ispitanici su podijeljeni u tri skupine, od kojih je jedna
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dobivala jednokratno dozu od 0,4 mg huperzina A, druga dva puta dnevno po 0,2 mg
huperzina A i treca placebo. Ispitanici su tijekom pokusa nastavili koristiti dotadasnju
terapiju. Rezultati su procijenjeni pomocu razli¢itih testova (MMSE, HDS, ADL, WMS i
MQ). Uoceno je zna¢ajno poboljSanje stanja pacijenata koji su dobivali huperzin A koji su
ostvarili bolje rezultate na testovima pamcenja u usporedbi s pacijentima koji su dobivali
placebo (Hai sur., 2011).

U drugo istrazivanje ukljuceno je 100 starijih pacijenata koji su prema WMS skali imali
kvocijent pam¢enja manji od 100. 17 njih imalo je dijagnosticiranu Alzheimerovu bolest, a
ostali druge poremecaje pamcenja. Akutni tretman 0,03 mg huperzina A (i.m.) dvaput dnevno
tijekom dva tjedna usporeden je s terapijom 6 mg dihidroergotoksina. Huperzin A pokazao je
pozitivan ucinak na paméenje izmedu 1. i 4. h nakon primjene. Znacajne nuspojave nisu
uocene (Zangara, 2003).

U multicentri¢cnom, randomiziranom, dvostruko slijepom ispitivanju vrjednovan je
huperzin A u lijeCenju poremecaja paméenja kod starijih osoba. 56 pacijenata Koji su bolovali
od multiinfarktne demencije ili Alzheimerove bolesti primali su i.m. tijekom mjesec dana
0,05 mg huperzina A ili placeba dva puta dnevno. Ostala 104 pacijenta koja su imala
presenilne ili senilne poremecaje pamcenja dobivala su i.m. 0,03 mg huperzina A ili placeba
dva puta na dan kroz dva tjedna. Kod svih ispitanika bolest je dijagnosticirana prije vise od 2
godine te su oni prekinuli svu drugu terapiju 7 dana prije pocetka istrazivanja. Kod pacijenata
lijeCenih huperzinom A zabiljezeno je znacajno povecanje kvocijenta paméenja, te je uoceno
samo nekoliko manjih nuspojava, poput mucnine i vrtoglavice (Zangara, 2003).

2002. godine je u petnaest centara iz pet kineskih gradova provedeno multicentri¢no,
dvostruko slijepo, randomizirano i placebom kontrolirano ispitivanje u kojem su sudjelovala
202 pacijenta stara izmedu 50 i 80 godina s mogucom ili vjerojatnom dijagnozom
Alzheimerove bolesti. Tijekom 12 tjedana 100 pacijenata je primalo huperzin A, dok su 102
pacijenta dobivala placebo i uz njih vitamin E. Pocetna doza huperzina A iznosila je 100 pg
dvaput dnevno, uz dorucak i1 veceru u prvom tjednu. Tijekom drugog i tre¢eg tjedna doza je
povecéana do 150 pg dvaput dnevno, a do kraja istrazivanja do 200 pg dvaput dnevno, ovisno
o0 reakciji pacijenta na terapiju. Placebo skupina primala je jednake doze vitamina E per os.
Sigurnost je procijenjena provjeravanjem vitalnih funkcija, fizikalnim, neuroloSkim 1
laboratorijskim testovima koji su se provodili svakih 6 tjedana. Otkriveno je poboljSanje
kognitivnih i nekognitivnih funkcija kod pacijenata na terapiji huperzinom A nakon 6 tjedana,
a posebice nakon 12 tjedana. Istrazivanje nije imalo posebnu procjenu psiholoskog stanja

pacijenata, ali se iz koriStenih skala mogao uociti pozitivan utjecaj terapije na depresiju,
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deluzije 1 ponavljajuce aktivnosti. Nakon 12 tjedana terapije utvrdeno je znacajno poboljsanje
kognitivnih funkcija i kvalitete zivota u odnosu na placebo skupinu. Rezultate je potvrdilo
osoblje koje je brinulo o pacijentima. Buduci da je prosje¢na dob pacijenata iznosila 70
godina, visok postotak pacijenata uzimao je i druge lijekove za razli¢ite kroni¢ne bolesti.
Blage i prolazne nuspojave bile su nesanica i bilateralni edem gleznja u 3% pacijenata, sli¢no
kao kod placebo skupine (Zangara, 2003).

Ispitivanje ucinkovitosti duze primjene huperzina A proveli su 2002. godine Jiang i
suradnici na 33 pacijenta. Ispitanici su tijekom 48 tjedana dobivali dva puta dnevno po 0,15
mg huperzina A. Zabiljezeno je znacajno poboljsanje kognitivnih funkcija nakon 12, 24
odnosno 48 tjedana primjene (Wang i sur., 2006).

Zhang i suradnici proveli su 2006. godine istrazivanje na 120 pacijenata Koji su tijekom
18 tjedana svakodnevno primali 0,5 mg huperzina A ili placebo. Rezultati su procijenjeni
pomocu Alzheimer's Disease Assessment Scale - Cognitive Subscale (ADAS-Cog) skale. U
skupini na terapiji huperzinom A uoceno je znacajno poboljSanje stanja pacijenata u
usporedbi s placebo skupinom. Od nuspojava javili su se prolazna gastrointestinalna
disfunkcija i poviSena razina jetrenog enzima alanin-aminotransferaze (ALT) (Zhang i sur.,
2006).

2007. godine dovrsena je druga faza klinickih istrazivanja huperzina A u SAD-u.
Multicentri¢éno, prospektivno, randomizirano i dvostruko slijepo ispitivanje s povecanjem
doze trajalo je 24 tjedna i ukljucivalo 210 pacijenata starosti preko 50 godina s dijagnozom
blage do umjerene Alzheimerove bolesti. Stanje im je bilo stabilno tri mjeseca prije pocetka
istrazivanja. Iz istrazivanja su iskljuceni pacijenti koji su unutar dva mjeseca prije screeninga
koristili neki inhibitor acetilkolinesteraze, lijekove sa znacajnom antikolinergickom
aktivno$c¢u (npr. tricikliCke antidepresive), antiparkinsonik ili opioidne analgetike ¢e$¢e od
dvaput tjedno unutar 4 tjedna od screeninga. Podijeljeni su u tri skupine. Prva skupina je
dobivala dvaput dnevno 100 ug huperzina A tijekom prva 2 tjedna, a zatim 200 pg huperzina
A dvaput dnevno tijekom ostala 22 tjedna. Druga skupina je tijekom prva 2 tjedna dobivala
dvije doze od 100 pg huperzina A, zatim sljedeca dva tjedna dva puta dnevno po 200 pg
huperzina A, potom dva tjedna dva puta dnevno po 300 ug huperzina A te posljednjih 18
tjedana svakodnevno dvije doze od 400 ug huperzina A. Trec¢a skupina je primala placebo
tijekom 16 tjedana, zatim 4 tjedna dva puta po 100 pg huperzina A, te posljednja 4 tjedna dva
puta dnevno po 200 ug huperzina A. U ispitivanju je do kraja sudjelovalo 177 pacijenata, a od
33 ispitanika koja su odustala kod 17 njih razlog su bile nuspojave. U placebo skupini jedan je

pacijent preminuo tijekom istrazivanja, dok Su u grupi S nizim terapijskom reZimom
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preminula tri pacijenta. U prvoj skupini ispitanika tretiranih dva puta dnevno s 200 pg
huperzina A nakon 16 tjedana nisu utvrdena znacajna kognitivna poboljsanja prema ADAS-
Cog skali, pa su autori zakljuCili da je ta doza neucinkovita kod Alzheimerove bolesti.
Medutim, studija je pokazala da huperzin A primijenjen u visoj dozi (dva puta dnevno 400 pg
huperzina A) prema ADAS-Cog i MMSE skalama dovodi do kognitivnih pobolj$anja, $to
upuéuje na mogucu Kratkotrajnu simptomatsku korist huperzina A. Huperzin A je generalno
pokazao dobru podnosljivost, ¢ak i kod pacijenata koji su imali teze nuspojave na terapiju
drugim inhibitorima acetilkolinesteraze. Najc¢es¢i razlog nepodnosljivosti bila je pojava
mucnine (Rafii i sur., 2011).

2008. godine objavljen je Cochrane sustavni pregled o huperzinu A koji je ukljucivao 6
randomiziranih klinickih ispitivanja na ukupno 454 bolesnika s Alzhemerovom bolescu.
Autori su zakljuéili da huperzin A pokazuje neke blagotvorne uéinke kod oboljelih, medutim
zbog slabe metodoloske kvalitete i male veli¢ine uzorka jo§ uvijek nije bilo dovoljno dokaza
za klinicku preporuku (Li i sur., 2008).

Najnoviji sustavni pregled i meta analiza provedena s ciljem procjene povoljnog i Stetnog
u¢inka huperzina A u lijeCenju Alzheimerove bolesti ukljucivala je 20 randomiziranih
klinickih studija. Zanimljivo je da su sve analizirane studije provedene u Kini, osim jedne
koja je bila provedena u SAD-u, te da su sve objavljene u cijelosti, 18 na kineskom te samo
dvije na engleskom jeziku. Studije su uklju¢ivale 1823 bolesnika s Alzheimerovom bolescu,
stara izmedu 50 i 85 godina. Duljine trajanja terapije vrlo se razlikovala medu studijama,
iznose¢i od 8 do 36 tjedana, s prosjeénim trajanjem 14,7 tjedana. Huperzin A je u
ispitivanjima primjenjivan u razli¢itim dozama, od 0,2 mg do 0,8 mg dnevno, a prosjecna
dnevna doza iznosila je oko 0,37 mg. U polovici ispitivanja usporedivan je huperzin A s
placebom, no u nekima je radena usporedba s netretiranim ispitanicima, ili onima tretiranim
konvencionalnom terapijom ili pak u odnosu na psihoterapiju ili tradicionalno lijeCenje.
Analiza je pokazala da je op¢a metodoloska kvaliteta vecine ispitivanja bila umjerena ili losa.
Studije u kojima je u¢inak usporedivan s placebom favoriziraju huperzin A izvjes¢ujuci 0
poboljsanju kognitivnih funkcija mjerenin MMSE, HDS i WMS skalama, svakodnevnih
zivotnih aktivnosti mjerenih prema ADL te globalne klinicke procjene na temelju klinicke
skale za rangiranje demencije. Nuspojave su prac¢ene u samo 12 ispitivanja, i uglavnhom su
bile blage te uklju¢ivale muc¢ninu, anoreksiju, vrtoglavicu, razdrazljivost, povracanje, zatvor,
nesanicu, zed, znojenje, pospanost, bradikardiju, abdominalnu bol, hiperaktivnost, nazalnu
opstrukciju, dijareju i edem. lako u niti jednom od ukljucenih ispitivanja nisu prijavljene

ozbiljne nuspojave povezane s huperzinom A, ne mozemo donijeti ¢vrsti zakljuéak o
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sigurnosti huperzina A, buduc¢i da sedam studija nije pruzilo podatke o sigurnosti. Trajanje
lijeCenja u vecini studija bilo je 8 tjedana ili 12 tjedana pa bi potencijalni korisni ili Stetni
u¢inak huperzina A za lijeCenje AD mogli nastati samo zbog simptomatskih promjena i
kratkog trajanja lijeCenja. Budu¢i da vecéina bolesnika s Alzheimerovom bolesti zahtijeva
cjelozivotno lijeCenje, dugoro¢na sigurnost lijeCenja i dalje je vazno pitanje te bi se daljnje
studije trebale usredotoCiti na pracenje i prijavljivanje nuspojava i dugotrajnu sigurnost

dizajniranjem duljeg trajanja lije¢enja i dugoro¢nim pracenjem (Yang i sur., 2013).

4.3. Derivati huperzina A i njihova djelotvornost

Uzevsi u obzir mali udio huperzina A u biljnom materijalu, poteSkoc¢e pri pokusajima
laboratorijske sinteze i problem intelektualnog vlasnistva, danas se pokuSavaju razviti novi
derivati tog spoja koji bi omogucili razvoj novog lijeka za lijeCenje Alzheimerove bolesti.
Kemijskim se modifikacijama nastoje posti¢i bolji klini¢ki uéinci, stvoriti molekule s boljim

profilom nuspojava i omoguciti optimalna primjena i doziranje lijeka.

431 ZT-1

Molekula ZT-1, poznata i pod nazivom shiperin, jedan je od novih razvijenih analoga
huperzina A. Spoj nastao kondenzacijom huperzina A s 5-kloro-o-vanilinom djeluje kao
snazan inhibitor acetilkolinesteraze te pokazuje bolji sigurnosni profil od vecine drugih
sintetskih derivata. Budu¢i da je u prvim istraZivanjima pokazao ja¢u sposobnost inhibicije i
vecu selektivnost za acetilkolinesterazu nego huperzin A, izabran je kao kandidat za prvu fazu

klini¢kih istrazivanja.

Slika 3. Struktura polusintetskog spoja ZT-1
(preuzeto s https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)
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U klinickoj studiji sudjelovalo je 58 zdravih mladih muskaraca starosti od 22 do 25
godina. Prije pocetka istrazivanja ispitanici su oObavili sistematske preglede,
elektrokardiogram i laboratorijske testove da bi se utvrdilo da ne boluju od kardiovaskularnih,
hepatickih, renalnih, pulmonalnih, neuroloskih, gastrointestinalnih ili hematoloSkih bolesti.
Dva tjedna prije i tijekom istrazivanja nisu uzimali nikakve druge lijekove. Podijeljeni su
nasumicno u tri skupine: 40 je sudjelovalo u ispitivanju podnosljivosti molekule, 9 je primilo

pojedinacne doze ZT-119 je primilo viSe doza.

Tablica 1. Doziranje ZT-1 po skupinama pacijenta tijekom tri perioda

Skupina 1. period 2. period 3. period
A 0,5mg 1,0 mg 0,75 mg
B 0,75 mg 1,0 mg 0,5 mg
C 1,0 mg 0,5mg 0,75 mg

Prvi dio istrazivanja obuhvacao je 9 pojedinaca koji su primili po tri razli¢ite monodoze ZT-1
u razmaku od tjedan dana. Podijeljeni su u tri skupine po tri pojedinca, a doze su iznosile 0,5
mg, 0,75 mg i 1,0 mg. Ispitanici su uzimali lijek uz 2 dL vode, nakon prethodne 10-satne
apstinencije od hrane. Unos teku¢ine bio je dopuSten nakon 2 h, a hrane nakon 4 h.
Konzumacija alkohola, intenzivna fizicka aktivnost i pusenje bili su zabranjeni tijekom
istrazivanja. Ispitivanjem farmakokinetike molekule uoceno je da je plazmatska koncentracija
ZT-1 bila ispod granice kvantifikacije LC/MS metodom 30 minuta nakon primjene, §to
upucuje na brzu razgradnju spoja do huperzina A ¢iji su farmakokinetski parametri zbog toga
jedini ukljuceni u rezultate, pa je ZT-1 proglasen prolijekom. Vrijeme potrebno za dostizanje
maksimalne koncentracije u plazmi za ZT-1 iznosilo 0,76-0,82 sata, 30-40% doze izluceno je
urinom kao huperzin A, a renalni klirens iznosio je otprilike 37-65 mL/min.

Drugi dio farmakokineti¢kih istrazivanja proveden je na 9 pojedinaca koji su tijekom 8
uzastopnih dana jednokratno primali 0,75 mg ZT-1. Ravnotezno stanje u krvnoj plazmi
postignuto je unutar dva dana od pocetka terapije. Ostali farmakokinetski parametri upucivali
su na umjerenu akumulaciju spoja u organizmu, a tolerancija nije uocena.

U trecem dijelu studije sudjelovalo je 40 ispitanika na kojima je ispitana podnosljivost
molekule. Nasumi¢no su podijeljeni u pet skupina koje su dobile razli¢ite pojedinacne doze
molekule ZT-1. U svakoj skupini 6 je ispitanika primalo ZT-1 u dozi 0,50, 0,75, 1,00, 1,25 ili

1,50 mg, a dvoje je dobilo placebo. Sigurnost i podnosljivost spoja klinicki su vrjednovane
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fizickim pregledom pacijenata, provjeravanjem vitalnih znakova, elektrokardiogramom i
laboratorijskim testovima. EKG i laboratorijski testovi provedeni su 2 i 48 sata nakon
primanja lijeka. NeZeljeni ucinci nadzirali su se tijekom cijelog istrazivanja te su svi
zabiljezeni i procijenjeni prema intenzitetu (blagi, umjereni ili teski), prema trajanju,
ozbiljnosti, ishodu te povezanosti s ispitivanom tvari. Nezeljeni ucinci smatrani su ozbiljnima
u slucaju smrtnog ishoda ili razvoja po zivot opasne bolesti koja dovodi do nepokretnosti,
hospitalizacije ili zahtijeva medicinsku intervenciju da bi se sprije¢ilo trajno oStecenje.
Laboratorijski testovi nisu ukazivali na nezeljene ucinke, a na EKG-u je uoceno 45 klini¢kih
promjena, no nijedna od njih nije bila ozbiljna. Uglavnom se radilo o sinusnoj bradikardiji i to
kod skupina koje su dobivale doze od 1,25 1 1,50 mg ZT-1. Simptomi bi nestali 2 sata nakon
primanja doze bez ikakve dodatne terapije. Samo je jedan od ispitanika u ovoj skupini razvio
umjereno teSku nuspojavu u vidu muénine i povrac¢anja 24 sata nakon prve doze, no i ona je
nestala bez dodatne medicinske intervencije te je ispitanik sudjelovao u istrazivanju do kraja.
Ucinkovitost terapije pokazala se proporcionalno ovisnom o dozi (Jia i sur., 2013).

U okviru opseznih istrazivanja koje u Europi provodi Svicarska tvrtka Debiopharm,
provedena je randomizirana, dvostruko slijepa, placebom i aktivno kontrolirana faza 2
ispitivanja. U studiju je bilo ukljueno 186 pacijenata s blagom do umjerenom
Alzheimerovom bolesti koji su podijeljeni u 4 skupine te su primali visestruke oralne doze
bilo placeba, ZT-1 ili donepezila. Dvostruko slijepa faza studije trajala je 12 tjedana i
obuhvacala 4-ero tjedni period titracije i 8 tjedana odrzavanja terapije. Oralne doze
odrzavanja iznosile su 1,5 ili 2 mg/dan ZT-1 i 10 mg/dan donepezila s moguénosti prilagodbe
doze (smanjenje na 1, odnosno 1,5 odnosno 5 mg/dan). Nakon dvotjedne pauze, ispitanicima
je ponuden nastavak sudjelovanja u 6-mjese¢noj otvorenoj fazi istrazivanja. Ucinkovitost
tretmana ocijenjena je na temelju razliCitih testova procjene kognitivnih funkcija i
svakodnevnih aktivnosti (ADAS-Cog, MMSE, CDR, NPI-Q, IADL), a sigurnost na temelju
ucestalosti nuspojava, promjena Vitalnih znakova, EKG-a i laboratorijskih parametara.
Rezultati ove studije pokazali su da je ZT-1 siguran i uéinkovit u dozama do 2 mg dnevno u
bolesnika s blagom do umjerenom bolesti. Dvostruka slijepa faza sugerira 1,5 mg ZT-1 kao
optimalnu dnevnu dozu koja se bolje podnosi nego donepezil, posebno sto se tice
gastrointestinalnog sustava. Preliminarni rezultati otvorene faze potvrduju da ZT-1 smanjuje
kognitivne poremecaje u pacijenata tijekom vremena s MMSE stopom odgovora ve¢om od
50% nakon 38 tjedana lijecenja. Studija upucuje da bi ZT-1 opravdano mogao biti alternativa

postoje¢im inhibitorima acetilkolinesteraze koji se koriste u lijeCenju Alzheimerove bolesti
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(Tamches i sur., 2006). U novije vrijeme objavljeni su i preliminarni rezultati randomizirane,

dvostruko slijepe studije.

4.3.2. Bis(12)-hupiridon

Bis(12)-hupiridon (B12H) je multifunkcionalni dimer huperzina A. Prvi korak u sintezi
ovog spoja predstavlja sinteza hupiridona kojem nedostaje C6-C8 most huperzina A te je od
njega potom sintetiziran homodimer povezivanjem monomera dvanaestero¢lanim ugljikovim
lancem. Sinteza tog spoja mnogo je jednostavnija i ekonomic¢nija nego ona huperzina A.
Pored toga, spoj B12H pokazao je dvostruko snaznije inhibitorno djelovanje na
acetilkolinesterazu i Sesterostruko snazniji antagonizam NMDA receptora u odnosu na
huperzin A, a takode lako prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru. Hu i suradnici (2014)
istrazivali su njegovu sposobnost inhibicije stvaranje AP fibrila i smanjenja njihova

citotoksi¢nog djelovanja.
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Slika 4. Struktura molekule B12H

(preuzeto s http://www.chemdrug.com)

Istrazivanje inhibicije formacije APi.4o fibrila provedeno je pracenjem fluorescencije pri
inkubaciji uz tioflavin T ¢ija se flourescencija pojacava pri vezanju na strukturu amiloidnih
fibrila te tako ukazuje na njihovu koli¢inu. Sli¢ni rezultati ve¢ su dobiveni za mnogo malih
molekula sa simetriénom i planarnom strukturom, poput kurkumina. Zbog toga homodimeri
poput B12H imaju predispoziciju za ulogu potentnih inhibitora nastajanja AP fibrila.

Monomerni Aj-40 inkubiran je sa ili bez B12H, huperzina A ili kurkumina (pozitivna
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kontrola) tijekom Sest dana na 37°C. Utvrdeno je da se razina fluorescencije tioflavina T uz 3
uM B12H smanjila za priblizno 40%, dok huperzin A nije pokazao znacajan inhibitorni
ucinak na formaciju APi-49 fibrila pri istoj koncentraciji. Uz 1 uM kurkumin fluorescencija se
smanjila upola.

Da bi se ispitao utjecaj molekule B12H na citotoksi¢nost AP1.4 fibrila, stanice su prvo
inkubirane s APi.4 fibrilima tijekom 48 sati, nakon ¢ega je zabiljezeno znacajno smanjenje
prezivljavanja stanica i poviSeno otpusStanje laktat dehidrogenaze. Zatim je provedena
inkubacija uz dodatak ispitivanog spoja te je uoceno da su APi.4 fibrili modificirani pomoc¢u
B12H bili manje toksi¢ni za stanice, gotovo u jednakoj mjeri kao fibrili modificirani
kurkuminom, S§to je potvrdeno i smanjenim omjerom Bax/Bcl-2 kod stanica inkubiranih s
B12H. Potom je proveden Morrisov test s vodenim labirintom in vivo. Eksperimentalne
Zivotinje su dobivale intracerebroventrikularnu infuziju AP;-4 fibrila, vehikuluma ili ABi-40
fibrila uz B12H tijekom pet dana te je prac¢eno vrijeme u kojem bi dosle na platformu. Kod
svih je skupina zabiljezena smanjena sposobnost prikupljanja prostornih informacija, ali je
uc¢inak bio znatno slabiji u skupini koja je uz AP fibrile dobivala i B12H, §to je uoceno
nakon treéeg dana. Zivotinje koje su bile tretirane B12H spojem plivale su duze od onih koje
su dobivale samo Api.4 fibrile. Nadalje, ustanovljeno je da molekula B12H primjenjena u
dnevnoj dozi od 0,4 mg/kg znacajno smanjuje opadanje aktivnosti kolin-acetiltransferaze u
hipokampusu, ali ne i u korteksu te da smanjuje porast aktivnosti acetilkolinesteraze u
hipokampusu i korteksu uzrokovan Ap.4 fibrilima. Zajedno navedeni rezultati upuéuju na to
da bi BI2H mogao smanjiti o$te¢enja pamcenja i sposobnosti ucenja uzrokovana

nakupljanjem APj.4o fibrila (Hu i sur., 2014).
4.3.3. Huprin X

Huprin X je hibridni spoj nastao spajanjem molekule huperzina A s takrinom, potentnim
lijekom koje se Kkoristi u terapiji Alzheimerove bolesti. Razvijen je s ciljem postizanja vece
potentnosti 1 selektivnosti djelovanja. U dosadas$njim istraZivanjima pokazao je najvec¢i dosad
zabiljezen afinitet prema acetilkolinesterazi, s konstantom inhibicije K; = 26 pM, $to je 180
puta viSe nego kod huperzina A, 1200 puta viSe nego kod takrina 1 40 puta viSe nego kod
donepezila koji je najselektivniji od svih inhibitora acetilkolinesteraze trenutno koristenih u
terapiji. Ujedno djeluje agonisti¢ki na muskarinske M; i nikotinske receptore.

Na animalnom modelu provedeno je usporedno istrazivanje ucinkovitosti i pojave

nuspojava kod tretmana huperzinom A i huprinom X. Od nuspojava promatrana je pojava
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dijareje i tremora cCeljusti, no oni nisu opazeni ni u jednoj skupini miseva. Sve su zZivotinje
pokazale sliCan postotak gubitka tjelesne mase, ali se pretpostavlja da je to zbog
intraperitonealne primjene lijekova. Morrisovim testom vodenog labirinta ispitan je utjecaj na
pamcenje i ucenje. Huprin X je pokazao najja¢i uéinak ve¢ tre¢i dan treninga u labirintu,
huperzin A &etvrti, a kontrolna skupina $esti i sedmi dan. Zivotinje koje su dobivale huprin X
su na kraju zadatka s u¢enjem prostora (Sesti i sedmi dan) bile sposobne rijesiti labirint s
najve¢om to¢nos¢u. U probnom istrazivanju pracena je sklonost Zivotinja prema kvadrantu u
kojem su trenirale. Zivotinje tretirane samo fizioloskom otopinom nisu bile sposobne
razlikovati kvadrant za treninge od drugih kvadranata, dok su one tretirane huprinom X i
huperzinom A jasno pokazale preferiranje kvadranta za treninge. Fotodenzitometrijski
rezultati pokazali su da je huprin X uzrokovao pove¢an omjer fosforilirane i nefosforilirane
protein-kinaze C o u korteksu i u hipokampusu, dok je kod primjene huperzina A taj porast
bio statisticki nebitan. Fosforilacijom protein-kinaze C aktivira se neamiloidogeni put
uklanjanja APP-a, preko povecane aktivnosti o-Sekretaza kojom nastaje sAPPa i reducira se
sekrecija B-amiloidnih peptida. Oba lijeka dovela su do 20%-tnog povecanja razine
metaloproteinaza ADAM10 i TACE, enzima koji djeluju kao a-sekretaze. Ujedno se nakon
dugotrajne primjene huprina X smanjila razina netopljivog B-amiloida. Takoder je za oba
lijeka utvrden poveéan omjer fosforilirane i nefosforilirane glikogen sintaze kinaze 3 beta, Sto
je znacajno jer je fosforiliani oblik enzima inaktiviran i njegovo poviSenje upucuje na moguéu
redukciju fosforilacije T proteina i njegovo smanjeno vezanje na mikrotubule (Ratia i sur.,
2013).

Slika 5. Struktura huprina X

(preuzeto s https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.4. Nove formulacije huperzina A i njegovih derivata

4.4.1. Transdermalni sustav huperzina A baziran na mikroemulziji

Najzastupljeniji farmaceutski oblici huperzina A danas na trzistu su oralni oblici poput
tableta i kapsula. S obzirom da se huperzin A mora oralno primijeniti barem dva puta dnevno
te da je takav nacin primjene Cesto otezan kod pacijenata koji boluju od razli¢itih oblika
demencije, novija su istrazivanja usmjerena prema transdermalnim sustavima kao mogucim
novim terapijskim oblicima. Transdermalni terapijski sustavi omogucuju izbjegavanje
metabolizma lijeka pri prvom prolasku kroz jetru, odrzavanje njegove relativno stabilne
koncentracije u krvnoj plazmi i smanjenje intervala doziranja. Zadnjih godina mnogo paznje
posveceno je mikroemulzijama koje pokazuju mnogo prednosti pred ostalim ljekovitim
oblicima, poput povecane topljivosti lijeka, odgovarajuce termodinamicke stabilnosti i
povecane permeabilnosti lijeka kroz tkiva. Ipak, transdermalna primjena mikroemulzija nije
sasvim odgovaraju¢a, prvenstveno zbog nemoguénosti preciznog doziranja lijeka i
nepoznatog vremena kontakta s ljekovitom tvari, §to se pokuSava nadi¢i primjenom
transdermalnih naljepaka. U ovdje navedenom sustavu rije¢ je o kombinaciji huperzina A s
ligustrazin-fosfatom (LP). Ligustrazin je alkaloid izoliran iz biljne vrste Ligusticum striatum
(DC.) koji pokazuje snazno antioksidativno djelovanje, blokira pretjeran utok kalcijevih iona
u stanicu i smanjuje agregaciju trombocita. Biljka se u tradicionalnoj kineskoj medicini koristi
u lijecenju kardiovaskularnih bolesti. Ovdje su kombinirani u obliku mikroemulzije kako bi se
ispitalo sinergisticko djelovanje na prevenciju oSte¢enja kolinergickog sustava i sprjecavanje
oStecenja uzrokovanih oksidativnim stresom kod $takora kod kojih je amnezija uzrokovana
primjenom skopolamina. Ovaj terapijski sustav inovativan je jer jo§ ne postoji mnogo
literaturnih podataka o transdermalnoj primjeni navedenih tvari ili o njihovom sinergistickom
antiamnesti¢ckom djelovanju, a nije potpuno razjasnjena ni njihova farmakodinamika.

Prvo je ispitana permeacija lijeka in vitro kroz membranu te kroz kozu. U tu je svrhu
koriStena abdominalna koza Stakora s koje su odstranjene dlake. Naljepci nisu bili
autoadhezivni u suhom stanju pa je koza prvo navlaZzena vodom. Promatrana je permeacija
svake tvari posebno kroz kozu te ukupna permeacija ljekovitih tvari iz naljepka kroz
membranu. Opazeno je da je protok ljekovitih tvari iz mikroemulzija tijekom 12 sati u svim
sustavima bio vec¢i od kontrolnog i da je oslobadanje obje tvari iz sustava povezano s
difuzijom. Takoder je nadeno da se huperzin A oslobada sporije nego LP jer je lipofilan pa se

nalazi ve¢inom u unutarnjoj fazi, a LP se kao hidrofilan spoj nalazi u vanjskoj.

27



Farmakodinamika je istrazena primjenom naljepaka s razli¢itim omjerima huperzina A i
ligustrazina. Takoder su pracene razine acetilkolinesteraze te antioksidativnih parametara
(superoksid dismutaze i glutationa) u mozgu zrtvovanih Stakora, kao i iritacija koze u obliku
eritema nakon primjene naljepka. Naljepci su bili predvideni za klini¢ku primjenu od
najmanje tri dana. Kao animalni model koriSteni su Stakori sa skopolaminom-induciranom
amnezijom. Za prvotni probir pokusne zivotinje su podijeljeni u 8 skupina prema naljepcima s
razli¢itim omjerima tvari od kojih je prva skupina dobila naljepak bez huperzina A i LP.
Naljepci su aplicirani na abdominalnu regiju svaka tri dana te su svi Stakori nakon devet dana
primili 1,5 mg/kg skopolamin-klorida i.p. za induciranje amnezije. Kod skupine koje je nakon
skopolamina dobila naljepak koji je sadrzavao samo huperzin A aktivnost acetilkolinesteraze
se znatno smanjila, a aktivnost superoksid dismutaze povecala, dok je razina glutationa blago
promijenjena. Kod Stakora koji su primili samo LP aktivnost acetilkolinesteraze se blago
promijenila, dok su razine superoksid dismutaze i glutationa znacajno porasle. Kombinacije
huperzina A i LP u razli¢itim omjerima pokazale su razli¢ite u¢inke na aktivnosti navedenih
enzima, no kod svih je Zivotinja uocCena povecana kolinergi¢ka aktivnosti i smanjen
oksidativni stres uzrokovan slobodnim radikalima.

Istrazivanje je nastavljeno na pedeset eksperimentalnih Zivotinja podijeljenih u pet
skupina. Prva skupina je dobila naljepke bez ispitivanih tvari. Druga grupa sluzila je kao
pozitivna kontrola i intragastri¢no je primala otopine huperzina A i LP u fizioloskoj otopini
jednom dnevno tijekom devet uzastopnih dana. Ostalim skupinama aplicirani su naljepci s
razli¢itim omjerima tvari svakog treceg dana. Nakon devet dana Stakori su primili 1,5 mg/kg
skopolamin-hidroklorida i.p. za poticanje amnezije. U svim skupinama osim prve uocena je
smanjena aktivnost acetilkolinesteraze te povecane razine superoksid dismutaze i glutationa, a
ucinak je bio ovisan o koncentraciji ispitivanih tvari u naljepku. Nadalje, srednje i visoke doze
tvari pokazale su gotovo jednako djelovanje na aktivnosti enzima zbog ¢ega su za daljnja
istrazivanja odabrane srednje doze tvari kako bi se smanjila potencijalna toksi¢nost.

Testovi iritacije koze nisu pokazali nikakve ocite znakove iritacije na kozi (Shi i sur.,
2011).
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4.4.2. Gel za intranazalnu primjenu huperzina A

Novija istrazivanja pokazala su da bi gel za intranazalnu primjenu huperzina A mogao
biti prikladan sustav za dostavu tog lijeka do mozga i tako postati dobar izbor kod dugotrajne
terapije Alzheimerove bolesti. U usporedbi s intravenskom i peroralnom primjenom lijeka
kod kroni¢ne bolesti, intranazalna je primjena znatno jednostavnija. Takoder, na lijek ne
utjee apsorpcija u gastrointestinalnom traktu kao ni metabolizam prvog prolaza kroz jetru.
Huperzin A moze nazalnim putem do¢i do mozga jer je rije¢ o lipofilnoj molekuli male
molekulske mase (242,32). Istrazivanja su pokazala da huperzin A dobru difundira iz gela te
prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru, te da istovremeno ne uzrokuje nikakva oSte¢enja

nosnog epitela i cilija (Wang i sur., 2011).

4.4.3. Potkozni implantati ZT-1

Molekulu ZT-1, prolijek huperzina A, potencijalni je novi lijek kojeg Svicarska tvrtka
Debiopharm razvija pod novim nazivom Debio 9902. U tu je svrhu ZT-1 oblikovan u
sporooslobadajuce implantate koji se insertiraju supkutano. Lijek se iz implantata oslobada do
28 dana te je kod zdravih dobrovoljaca pokazao poboljsani profil nuspojava. Kontinuirano
oslobadanje tog potentnog inhibitora acetilkolinesteraze predstavlja terapijsku opciju s
mogué¢om boljom podnosljivosti kroz napredno i kontinuirano oslobadanje djelatne tvari te
snaznijom ucinkovitosti u odnosu na svakodnevnu primjenu oralnih oblika.

U novije vrijeme provedena je randomizirana, dvostruko slijepa, oralnim donepezilom
kontrolirana studija s ciljem ispitivanja sigurnosti i djelotvornosti ponovljenih mjese¢nih
supkutanih injekcija implantata s kontinuiranim oslobadanjem Debio 9902 u pacijenata s
umjernim oblikom Alzheimerove bolesti. Dostupni preliminarni rezultati su vrlo obec¢avajuci
te ukazuju na potencijal ovog inovativnhog oblika da posluzi kao alternativa dostupnim
oralnim inhibitorima acetilkolinesteraze koji se trenutno koriste u lije¢enju Alzheimerove
bolesti (Zangara, 2013).
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5. ZAKLJUCCI
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Huperzin A je alkaloid izoliran iz kineske huperzije (Huperzia serrata (Thunb.) Trevis.),
ljekovite biljke s dugom tradicijom primjene u kineskoj medicini. Dosadasnja pretklinic¢ka i
klini¢ka istrazivanja potvrduju da se huperzin A moze ubrojiti medu najpotentnije inhibitore
acetilkolinesteraze te da pokazuje znatno bolja farmakokineticka svojstva poput vece
bioraspolozivosti nakon peroralne primjene, boljeg prolaza kroz krvno-mozdanu barijeru te
manjeg utjecaja prvog prolaza kroz jetru na plazmatsku koncentraciju lijeka u odnosu na
druge inhibitore koji se trenutno koriste u terapiji Alzheimerove bolesti. Zbog slabije i
kratkotrajnije inhibicije butirilkolinesteraze, takoder se odlikuje i boljim profilom nuspojava
te su kod manjeg broja pacijenata uocene uglavnom samo blage kolinergicke nuspojave
(dijareja, mucnina, povracanje, glavobolja). Takoder je ustanovljeno da bi huperzin A mogao
djelovati na smanjenje nakupljanja amiloidnih plakova preko Wnt/B-katenin signalnog puta te
posljedi¢no smanjiti njihovu neurotoksi¢nost kao i neurotoksi¢nost uzrokovanu glutamatom.
U prilog njegovom neuroprotektivnom djelovanju govore i podaci o antioksidativnim
svojstvima. Znacajan broj klinickih studija potvrduju povoljan ucinak huperzina A na
poboljsanje kognitivnih funkcija i svakodnevnih zivotnih aktivnosti kod oboljelih od
Alzheimerove bolesti. lako obecavajuci, neke od rezultata potrebno je uzeti s oprezom zbog
metodoloskih nedostataka pojedinih studija.

U novije vrijeme razvijeni su polusintetski i sintetski derivati huperzina A, ZT-1, B12H i
huprin X, koji pokazuju jo§ potentnije antiacetilkolinesterazno djelovanje i imaju slabije
izrazene nuspojave, a duzi intervali doziranja pacijentima olakSavaju primjenu i povecavaju
adherenciju.

Korak dalje u istrazivanjima ucinjen je razvijanjem inovativnih parenteralnih formulacija
ovih potencijalnih novih lijekova koji pacijentima olakSavaju primjenu, omoguéuju
prilagodbu intervala doziranja te primjene nizih doza lijekova zaobilaskom prvog prolaza kroz
jetru ili formulacijama s prilagodenim otpustanjem lijeka. Do danas su razvijeni transdermalni
naljepak i intranazalni gel huperzina A te potkozni implantat njegovog derivata ZT-1, koji su
se pokazali sigurnim za primjenu te znatno pojednostavljuju rezim doziranja, $to je pozeljno
kod pacijenata koji boluju od demencije pracene psiholoskim poremecajima i otezanim
gutanjem.

Iz svega navedenog moze se zakljuéiti da huperzin A i njegov prolijek ZT-1 pokazuju
izuzetan terapijski potencijal za primjenu kod Alzheimerove bolesti, jer su u¢inkoviti i dobro
podnosljivi te posjeduju i dodatna neuroprotektivna svojstva. Medutim, potrebna su daljnja,
rigoroznija i veca klinicka istrazivanja koja ¢e pruziti dodatne, ¢vrs¢e dokaze potrebne da bi

neka od ovih molekula postala novi lijek za Alzheimerovu bolest u zapadnim zemljama.
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7. SAZETAK / SUMMARY
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Cilj ovog diplomskog rada bio je prikupiti, sistematizirati i prikazati dosadasnje
znanstvene spoznaje o pretklinickim i1 klinickim dokazima djelotvornosti huperzina A i
njegovih derivata. Huperzin A je alkaloid izoliran iz kineske huperzije (Huperzia serrata
(Thunb .) Trevis.), ljekovite biljke s dugom tradicijom primjene u kineskoj medicini. Rezultati
dosadasnjih pretklinickih i klini¢kih istrazivanja potvrduju da se moze ubrojiti medu
najpotentnije inhibitore acetilkolinesteraze uz znatno bolja farmakokineticka svojstva i profil
nuspojava u odnosu na druge inhibitore koji se trenutno koriste u terapiji Alzheimerove
bolesti. Takoder postoje dokazi o njegovom neuroprotektivnom djelovanju. Noviji derivati
huperzina A, posebice molekula ZT-1 koja se smatra prolijekom huperzina A, pokazuju jos$
potentnije antiacetilkolinesterazno djelovanje i slabije izraZzene nuspojave, a inovativne
parenteralne formulacije olakSavaju primjenu ovih potencijalnih novih lijekova kod pacijenata
koji boluju od demencije. lako znacajan broj klinic¢kih ispitivanja potvrduje povoljan ucinak
huperzina A na kognitivne funkcije i svakodnevne Zivotne aktivnosti kod oboljelih, potrebna
su daljnja, rigoroznija i veéa klini¢ka istrazivanja koja ¢e pruziti dodatne, dovoljno ¢vrste

dokaze potrebne da bi huperzin A ili njegov derivat postao novi lijek za Alzheimerovu bolest.

The objective of this study was to collect, systematize and provide recent scientific
knowledge on preclinical and clinical evidence of the efficacy of huperzine A and its
derivatives. Huperzin A is an alkaloid isolated from Huperzia serrata (Thunb.) Trevis., the
Chinese medicinal herb with a long tradition of use in Chinese medicine. The results of
available preclinical and clinical studies confirm that it can be counted among the most potent
acetylcholinesterase inhibitors with significantly better pharmacokinetic properties and side
effects profile compared to other inhibitors currently used in Alzheimer's disease therapy.
There is also evidence of its neuroprotective action. Newer derivatives of huperzine A,
especially the ZT-1 molecule that is considered a prodrug of huperzine A, showed even more
potent antiacetylcholinesterase activity and weaker side effects, and innovative parenteral
formulations facilitate the application of these potential new drugs in patients suffering from
dementia. Although a significant number of clinical trials confirm the beneficial effect of
huperzine A on cognitive functions and daily life activities in patients, further, more rigorous
and larger clinical studies are needed to provide additional, sufficiently solid evidence

necessary to make huperzine A or its derivative a new drug for Alzheimer's disease.
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