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1. UVOD A CIL PRACE

Senilni demence Alzheimerova typu (SDAT) je zavaznym organickym
postizenim mozku, které tvori nejméné 50 % vsech demenci. Etiologie této nemoci
neni dosud zndma, vi se vsak, Ze ma multifaktorovy charakter a na jejim vzniku se
podileji jak negenetické tak 1 nckteré genetické faktory. Je to choroba zejména
pokrocilého stafi a proto jsou ji nejvice ohrozeny vyspélé spolecnosti s prodluzujici se
délkou Zivota a v tomto sméru také vice zeny neZ muzi. SDAT postihuje vice ¢i méné
vSechny mediatorove systémy mozku, rozhodujici pro postupnou ztratu intelektu jsou
vSak naruSené cholinergni funkce mozku v piimé souvislosti s degenerativnimi
zménami v cholinergnich neuronech nékterych struktur, zejména pak nucleus basalis
Meynerti. Byl to pravé zjistény cholinergni deficit, ktery podnitil ivahy o moZnosti
terapeutického ovlivnéni cholinergnich funkci. Pfiblizné od poloviny sedmdesatych let
20. stoleti pak probihad v tomto sméru cileny vyzkum a vyvoj parasympatomimetickych
latek s potencialnim terapeutickym ucinkem.

Prvnim lékem s prokazatelnym klinickym efektem u mirnych forem SDAT byl
tacrin, uvedeny pocatkem devadesatych let minulého stoleti do Sir§iho klinického
pouZiti v USA. V zemich EU tento 1€k nedoznal §ir§iho uplatnéni pro pomérné vyrazny
hepatotoxicky efekt. O néco pozdé&ji vsak zde byla do klinické praxe uvedena dalSi
lé¢iva a to donepezil, rivastigmin a galantamin (GAL). GAL je fazen mezi inhibitory
acetylcholinesterazy (AChE) s dualnim ucinkem a to proto, ze — vedle nepfimého
parasympatomimetickeho efektu — ma i pfimé ptisobeni na acetylcholinové receptory
(nAChRs), zejména pak na receptory nikotinové.

L-carnitin (L-CAR) je zase znamy tim, ze zvySuje transport nékterych latek pies
bunéné membrany, navic ma i slabou cholinergni aktivitu. Z téchto divoda je L-CAR
pokladan za vhodného kandidata pokust o cilenou biodistribuci 1é¢iv do centralniho
nervového systému (CNS).

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda preventivni podani L-CAR ovlivni efekt
GAL. Jako ukazatel efektu bylo zvoleno stanoveni aktivity AChE ve vybranych ¢astech
mozku a hypofyzy laboratornich potkant. Pracovni hypotéza vychazela z piedpokladu

zesileni inhibi¢niho u¢inku GAL po ptedchozim podani L-CAR.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Cholinergni systém

2.1.1 Vyznam a syntéza acetylcholinu (Ach)

Ach je hlavnim neurotransmiterem ve vegetativnim nervovém systému a
zaroven dulezitym mediatorem centralniho nervového systému.

Prekurzorem Ach je cholin, ktery je transportovan z krevniho fe¢isté¢ do neuronu.
V téle neuronu cholin reaguje s acetylCoA za vzniku Ach, tuto reakci katalyzuje enzym
cholinacetyltransferaza (ChAT). Syntetizovany Ach je shromazdovan v synaptickych
vezikulech. Po stimulaci nervového zakonceni vezikula splynou s presynaptickou
membranou a exocytézou se Ach uvoliuje do synaptické Sterbiny, kde interaguje
s postsynaptickymi muskarinovymi nebo nikotinovymi receptory a poté je za ucasti
enzymu AChE rozlozen na cholin a acetat. Pfi SDAT bylo v kife mozkové a
hipokampu post mortem nalezeno vyrazné sniZzeni mnozstvi ChAT-tedy dochazi
k vyraznému sniZeni syntézy Ach, coZz se projevi poklesem koncentrace Ach

v synaptickych vezikulech a cholinergni neuron je tak de facto vyfazen z Cinnosti 12,
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H,C— C—O—CH,—CH,—N—(CHy), + HS—CoA
Acetylcholin

Obr.1 Syntéza acetylcholinu



2.1.2 Acetylcholinové receptory (AChRs)

AChRs rozdélujeme na dva typy: muskarinové a nikotinové podle schopnosti
piirodnich alkaloidii muskarinu a nikotinu napodobit u¢inky Ach. S iontovym kanalem
spojeny AChR, ktery zprostfedkovava rychlé, excitaéni pusobeni Ach se nazyva
nikotinovy AChR ( nAChR ). Metabotropni AChR, ktery zprostiedkovdva pomalé
pusobeni acetylcholinu, se nazyvad muskarinovy AChR ( mAChR ). Tento receptor

muze byt jak excita¢niho, tak inhibi¢niho typu 8,

2.1.2.1 Nikotinové receptory (nAChRs)

2.1.2.1.1 Klasifikace nAChRs

Existuji nejméné tfi podtypy nikotinovych receptorii: neuromuskularni nAChRs,
které se nachazeji na nervosvalove ploténce, ganglionarni nAChRs v gangliich
vegetativniho nervového systému a neuronalni nAChRs, které se nachazi v nervovém
systému. Preklinické a klinické studie naznacuji, Ze neurondlni nAChRs mohou
sehravat dilezitou tlohu v zprostfedkovani antinocicepce a kognitivnich funkci, navic

se ziejme uplatituji jako modulatory uvoliiovani nékterych dalSich neurotransmiterti 8

2.1.2.1.2 Charakteristika neuronalnich nAChRs

Neuronalni nAChRs se skladaji pouze z o a B podjednotek se specifickymi
strukturalnimi, funkénimi a farmakologickymi vlastnostmi. Ugastni se fyziologickych
ucinkit Ach na chovéni a zprostfedkovavaji odpovédi CNS na nikotin. Jsou spojeny
s dal$imi pfenaseCovymi systémy a jejich exprese se méni béhem vyvoje a starnuti
stejné tak 1 u nemoci jako autismus, SDAT, Parkinsonova choroba a Lewyho demence.

Na zakladé vazebnych studii s a-bungarotoxinem (a-BgT) byly v lidském mozku
identifikovany dva podtypy neuronalnich nAChRs a to vysokoafinitni a-BgT receptory
s nizkou afinitou k nikotinu a naopak nAChRs s nizkou afinitou k a-BgT, ale s vysokou

afinitou nejen k nikotinu, ale i k Ach, karbamylcholinu a cytizinu.
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Kazdd znAChR podjednotek vykazuje charakteristické fenotypové a
strukturalni znaky a to:
1. velkou hydrofilni doménu vazajici vlastni neurotransmiter,
2. vysoce variabilni C-termindlni doménu ustici do cytoplasmykde muze byt
fosforylovana,
3. serii Ctyf uzavienych transmembranovych domén, oznacovanych M1-M4, kdy M2

doména pravdépodobné tvoii sténu iontového kanalu 8

2.1.2.1.3 Vazebna mista nAChRs

V hydrofilni extracelularni oblasti obou alfa podjednotek existuji vazebna mista
jak pro agonisty, jako je neurotransmiter Ach, tak pro kompetitivni antagonisty, jako je
zatimco kompetitivni antagonisté soutézi o tyto mista a jejich obsazenim tak inhibuji
farmakologicky ucinek agonisty. Hlavnimi c¢astmi vazebnych mist jsou zbytky
aromatickych aminokyselin.

Alfa podjednotky také nesou alosterické vazebné misto pro inhibitory
acetylcholinesteraz jako je fyzostigmin a zfejmé i neurotransmiter 5-hydroxytryptamin
( 5-HT), které snad mohou aktivovat receptor i bez interakce s klasickymi vazebnymi

misty ®.

2.1.2.2 Muskarinové receptory ( mAChRs)

Muskarinové receptory jsou lokalizovany v neuronech centralniho a periferniho
nervového systému, v srde¢nim a hladkém svalstvu a v exokrinnich Zlazach. Existuje
pét podtypt téchto receptoru ( M1-M5 ). Na periférii mMAChRs vyvolavaji kontrakci
hladkych svald, zlazovou sekreci a modulaci srde¢ni frekvence a kontraktilni sily.
V CNS zprostiedkovavaji kontrolu motoriky, regulaci teploty, kardiovaskularni regulaci

a pamét’ 8,

11



2.1.3 Vyznam cholinergniho systému pro pamét’ a uceni

Cholinergni systém vytvaii vlakna projikujici difuzné¢ do mozkové kury
Z nucleus basalis Meynerti, predev§im pak do temporédlni a entorhinalni kary. Mezi
cholinergni spoje patii dale tzv. asociativni vlakna spojujici vzajemné jednotlivé
korové oblasti. Velkd koncentrace cholinergnich vldken se vyskytuje v bazalnich
gangliich, jsou pifitomny i v septu (septo-hipokampove projekce). Centralni cholinergni
systém je dulezity pro pamétové mechanismy a pro udrzeni spravné kvalitativni trovné
védomi. U SDAT je postizen diive nez ostatni medidtorové systémy. Anticholinergni
latky, prochazejici hematoencefalickou bariérou (HEB), mohou blokovat po dobu svého
efektu osvojeni novych pamétovych stop. Diive naucené pamét'ové obsahy se vSak

neméni - ©,

2.1.4 Postizeni cholinergniho systému u SDAT

Specificky byva postizen presynapticky oddil cholinergniho neuronu, zatimco

postsynaptické utvary (muskarinové a nikotinové receptory) zistavaji zachovany L3

V presynaptickém oddilu dochazi ke sniZzeni hladiny enzymu syntetizujiciho
Ach — ChAT. Ach je syntetizovan z cholinu a acetylkoenzymu A. Acetylkoenzym A je
vytvafen v Krebsové cyklu a mimo jiné slouzi k produkci hlavniho zdroje energie, ATP.
Za urcitych podminek, jako je hypoxie, je ATP preferencné vytvaren na ukor Ach, ktery
je pak deficitni. Dal$im limitujicim faktorem je dostate¢ny pfisun cholinu. Tato latka
neni produkovana pfimo v mozku a navic velmi $patné prochazi HEB. V mozku se
ziskava predev§im S$tépenim latek obsahujicich cholin, jako je fosfatidylcholin,
fosfatidylinositol, fosfatidylserin. Po uvolnéni z presynaptického zakonceni se Ach vaze
na své postsynaptické i presynaptické receptory. Dulezité pro pamétové mechanismy
jsou muskarinové receptory typu M1. Stimulace nikotinovych receptori ( nebo
alosterickd modulace) zlepSuje cholinergni pienos a ziejmé vede také k uvolnéni
nervovych ristovych faktort.

V synaptické  Stérbin¢  jsou molekuly Ach odbourdvany enzymy
cholinesterazami. Za normalnich podminek se uplatiiuji AChE. U SDAT se v3ak také
uplatiiuje BuChE. Lidska AChE ma nékolik forem, z nichZ v mozku se vyskytuji
dvé: majoritni forma, oznaCovana jako G4 a minoritni forma, oznacovana jako G1. U

SDAT klesa pocet molekul G4 a stoupa pocet molekul G1. BuChE je novotvoiena
12



v aktivovanych gliovych elementech, tvoficich lem plakd, a rovnéz se Uc€astni na
odbouravani Ach. Uvolnény cholin se pak vstiebava do presynaptického oddilu neuronu
mechanismem, ktery se nazyva vysokoafinitni cholinovy uptake. Tento mechanismus je
Na® -dependetni a probiha pfi neuronalni aktivité (tzv. firingu), tzn. Ze se v priab&hu
nervové aktivity tento uptake cholinu zvysuje.

Bylo prokazano, ze cholinesterazy se podileji na tvorb¢é beta-amyloidu (ApB), a
tak zasahuji ptimo do zakladnich neurodegenerativnich mechanismu SDAT. Inhibice
cholinesteraz tedy ptisobi u SDAT komplexnéji, nez jen pouhym zlepSenim cholinergni

transmise -2 3,
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2.2 Uloha cholinesteraz, zejména AChE, v organismu

2.2.1 Klasifikace, vlastnosti a funkce cholinesteraz

Cholinesterazy tvofi skupinu zivociSnych enzymi ze skupiny serinovych
hydrolaz, jejichz spolecnym rysem je fakt, ze hydrolyzuji estery cholinu a jsou
inhibovany organofosfaty a karbamaty. RozliSujeme dva typy cholinesteraz :

1. Acetylcholinesteraza ( AChE, EC 3.1.1.7 ) , ktera také byva oznacovana jako prava,
specifickd nebo typ 1. Tento enzym se nachazi v erytrocytech, nervosvalové ploténce,
plicich, slezin¢ a ve vSech ¢astech mozku.

2. Butyrylcholinesteraza ( BUCHE, EC 3.1.1.6 ), nazyvana také nepravéa cholinesteraza,
pseudocholinesteraza nebo — vzhledem Kk vysoké aktivit¢é v plazmé - sérova
cholinesteraza. BUChE se dale vyskytuje v jatrech, slinivce bfi$ni, hladkych svalech,
srdci a v bilé hmot& mozku > 2 .

Pfirozenym substratem AChE je Ach, ktery je jejim u¢inkem hydrolyzovan na

cholin a acetat. Také BuChE hydrolyzuje Ach, ale vyrazné¢ pomaleji nez jiné
acylcholiny, zejména butyrylcholin a propionylcholin. Hydrolyzuje vSak celou fadu
vesm&s exogennich substratt, jako napf. sukcinylcholin, heroin, aspirin, kokain,
tetrakain apod. AChE a BUChE maji navzajem odliSnou Kinetiku hydrolyzy ACh i
molekularni strukturu.
Zatimco AChE hraje vyznamnou a nezastupitelnou roli pti pfenosu nervového vzruchu
v CNS, funkce BUChE byla dlouhou dobu nejasna. Jeji funkce byly zEasti objasnény
v posledni dobé. Uastni se napf. metabolismu lipoproteidii, bun&né adheze a
neurogeneze, do ur€ité miry pasobi jako scavanger toxickych molekul a patrné€ se podili
na formovani amyloidového prekurzorového proteinu (APP). V lidském mozku se tento
protein nachazi v neuronech, gangliich, placich a klubkach u SDAT.

Depozita AB a neurofibrilarni klubka vykazuji hromadéni jak BuChE, tak i AChE 8,

14



2.2.2 Molekularni formy cholinesteraz

AChE i BuChE existuji v n¢kolika molekularnich formach, které je mozno
rozdé¢lit na globularni (G) a asymetrické (A). G formy jsou tvoieny jednou (G1), dvéma
(G2) nebo ¢tyimi (Gg4) identickymi katalytickymi subjednotkami. Subjednotky maji
hmotnost 77 kDa a do dimeru se spojuji disulfidovymi mustky. G formy existuji
V solubilni a membranové vazané formé. Membranové vazané formy maji malou
nekatalytickou subjednotku, tzv. kotvu, kterd fixuje enzym v membrané. Asymetrické
formy AChE se skladaji z jednoho (A,), dvou (Ag) nebo tii tetrametrii (A12) spojenych
pomoci peptidickych kolagenu-podobnych fetézcti, tzv.ocaski. Tyto A formy se
nachazeji prevazné na nervosvalovych ploténkach, kde jsou ocaskem zakotveny do
bazalni laminarni membrany.

V mozku savct se vyskytuji ptevazné G formy AChE a to ve formé¢ G4 a Gi.
Zatimco v lidském mozku je z 80% zastoupena G, forma AChE, v erytrocytech
pievlada dimer G,. Distribuce molekularnich forem AChE je rozdilna i na synapsich.
G4 formy jsou piitomny piedev§im v presynaptické oblasti, zatimco G; formy jsou
postsynaptické. V krevni plasmé a v mozkomi$nim moku byly identifikovany hlavné G4
formy AChE. Pies tuto multiplicitu maji vS§echny molekularni formy AChE ekvivalentni

katalytickou aktivitu *°.

2.2.3 Charakteristika lidské AChE

Biologickou roli AChE je ukonceni pienosu v cholinergnich synapsich
nervového systému rychlou hydrolyzou neurotransmiteru Ach.

Molekula AChE je tvofena dvéma peptidovymi fetézci aaf. -fetézec
obsahuje tzv. B-anionické misto a oblast hydrofobnich interakci (takéy -anionické
misto). Aktivni — katalytické — centrum enzymu, na némz dochazi k rozkladu Ach, je
lokalizovano na a-fetézci.

Hlavni doménou enzymu tedy je katalytické aktivni misto sloZzené ze dvou subjednotek
pfedstavovanych aktivnim esteratickym mistem umisténym v centralni kavité¢ a
perifernim o-anionickym mistem. Esteraticka ¢ast obsahuje katalytickou triadu vazajici
karboxylovou skupinu Ach , zatimco anionickd Cast vdze kladnou kvarterni cCast

molekuly Ach. Esteraticka Cast obsahuje katalytickou triadu Ser 200, His 440 a
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Glu 327. Anionicka ¢ast je urcena Trp 84, Phe 330 a Phe 331. Jeji roli je spravné
orientovat nabitou ¢ast substratu, kterd vstupuje do aktivniho centra. Aktivni centrum
toho enzymu je umisténo v kavité pronikajici hluboko do stiedu globule, kdy vlastni
katalytické centrum tvofené hydroxylovou skupinou serinu se nachazi na samém dné
této kavity.

Periferni vazebnd mista enzymu lokalizovana fla -fetézci jsou pokladana za
mista alostericka at’ jiz ve vztahu k inhibi¢nim, tak i aktivaénim dé&um. Napf. po
navazani n¢kterych modulatord naf -anionické misto mize dojit k urychleni hydrolyzy
Ach.

Samotny enzym je syntetizovan v télech neuronti a do distalni ¢asti jejich axont

a do synapsi je aktivné transportovan axoplazmatickym tokem %8

2.2.3.1 Hydrolyza Ach

K hydrolyze Ach uc¢inkem AChE dochazi tak, ze se molekula substratu pfimkne
k aktivnimu centru enzymu. Kli¢ové misto dale ptedstavuje hydroxylova skupina
serinu, ktera uskutecniuje nukleofilni atak na eletrofilni uhlikovy atom substratu, v tomto
piipadé esterové spojeni mezi cholinem a acylovou skupinou. Dochézi k doCasné vazbé
mezi enzymem (s OH skupinou serinu) a substratem. Tak se stdva enzym neaktivnim.
Poté dojde k hydrolyze této vazby za vzniku cholinu a zbytku kyseliny octové
(tj. acetylu) za soucasného ,,0dkryti* esterového mista a tedy i k obnoveni aktivity

enzymu ®,

0
|

H,C— C—O—CH,—CH,—N—(CH;), +  H,0

Acetylcholin
AChE
I
Hsc—c—of + HO—CH,—CH,—N—(CH,),
Acetat Cholin

Obr.2 Rozklad acetylcholinu
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2.2.4 Charakteristika lidské BUChE

BuChE je glykoprotein slozeny ze CcCtyf identickych subjednotek. Kazda
subjednotka je tvofena peptidickym fetézcem slozenym z 574 aminokyselin a z 9
cukernych zbytkli. Sérova BuChE je syntetizovadna v jatrech a jeji polocas je 12 dni.
Jeji koncentrace je 5 mg/l séra a je vyznamnym detoxikaénim enzymem pro
karbamatova a organofosfatova insekticida a transforma¢nim enzymem pro néktera

léciva > 8.

2.2.5 Neenzymové funkce cholinesteraz

Pfitomnost cholinesteraz v riznych bunkach a tkanich vedla jiz diive k Gvaham
o jejich dalSich nez vyluéné enzymatickych funkcich. Vyznamné bylo zjisténi, ze AChE
podporuje rist axond a formovani synapsi a plisobi také jako ,,morfogenni molekula“.
Morfogennich proteini je dnes znamo vice druhid, napt. glutactin, gliotaktin,
neurotaktin a neuroligin, a neni bez zajimavosti, Zze vSechny maji — podobn¢ jako
cholinesterdzy - ve své aminokyselinové sekvenci zabudovanu serinovou esterazovou
doménu. Tyto morfogenni proteiny nemaji vlastni enzymovou aktivitu, ale funguji jako
adhezivni latky v interakcich bunka-buiika a serinova esterazova doména pii tom hraje
vyznamnou ulohu. To je zfejmé davod, pro¢ podobné¢ morfogenni ucinek vykazuje i
AChE a také BuChE, tedy proteiny s podobnou strukturou. Bylo prokéazano,Ze serinova
ester&zovd doména v cholinester&zach ma podobné adhezivni vlastnosti jako
napf. neurotactin. Prvni experimentalni dikazy o morfogennim u¢inku AChE byly
podany v roce 1993, kdy bylo zjisténo, Ze exprese AChE vede K potlaceni ristu neuritl
v tkanovych kulturdch neuronii. K podobnym zavérim vedly 1 dal§i prace, které
prokazaly, Ze diferenciaci neuriti je moZno modulovat zvySenou expresi AChE.
Cholinergni regulace ristu neuritll, ddvanéd do souvislosti s ukladanim pamét'ové stopy,
je pravdépodobné jednim z divodd, proC anticholinerni latky (parasympatolytika)

zhorSuji pamét’ °,
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2.3 Lécebne¢ vyuziti reverzibilnich inhibitordt AChE

2.3.1 Inhibitory AChE (IAChE) v terapii SDAT

Hlavnim [é¢ebnym vyuzitim IAChE je terapie SDAT, piipadné i dalSich poruch
paméti. Za nejcastéjsi priCinu téchto onemocnéni je vSeobecné povazovan deficit
v cholinergnim nervovém systému, piedevs§im pak mizeni presynaptickych receptort a
snizeni syntézy Ach. VySe uvedeny cholinergni deficit pak vede k poruSe kognitivnich
funkci. Mezi kognitivni funkce patii pamét, intelekt, pozornost,schopnost uceni,
vnimani a exekutivni (tzn. vykonné) funkce, tzn. motivace, schopnost naplanovat
jednotlivé ukony, sefadit jednotlivé dil¢i tkony pii provadéni komplexngjsich ukont
spravné za sebou aj. IAChE patii do kognitiv, coz je skupina léCiv, kterd se pouziva
k 1é¢b¢é poruch kognitivnich funkei prostiednictvim pozitivniho ovlivnéni pienosu
signélu v centralnim acetylcholinergnim systému. Podavani IAChE tak ptedstavuje
v souasnosti nejvyuzivan&jsi cestu ke zvyseni dostupnosti Ach *®.

Tyto inhibitory musi prochdzet HEB a vzhledem k nutnosti dlouhodobého
podavani pokud mozno specificky inhibovat AChE v CNS, nikoli pfedevsim periferné

distribuovanou BuChE a AChE, aby nezadouci ucinky byly co nejnizsi 51

2.3.2 Uloha cholinergnich mechanismii p¥i vzniku SDAT

Na SDAT je mozno pohlizet — alespon na pocatku onemocnéni - jako na
cholinergni poruchu CNS, vyvolanou sniZzenim aktivity ChAT s naslednym
nedostatkem Ach zabezpecujiciho nejrizné€jsi funkce CNS (viz kap.2.1.4).V pribéhu
SDAT je tézce - jiz vrannych stadiich - poskozena entorhinalni kira. Na rozdil od
normalniho stadrnuti jsou zfetelné¢ postizeny 1 pyramidové neurony hipokampalniho
sektoru CA1l. Pii SDAT numericky rovnéz atrofuji cholinergni neurony bazalniho
telencefala, cemuz odpovida jak pokles AChE, tak ChAT v ktife velkého mozku.

Na patogenezi SDAT se podili tvorba a ukladani patologickych proteint a to AP
a t-proteinu. AP je patologicky protein, ktery v agregované podobé tvoii zaklad
senilnich plaki. Je tvofen z APP, coz je latka télu vlastni, kterd ma sama i1 urcité
neuroprotektivni G¢inky. APP je St€pen na kratSi fragmenty enzymem y-sekretazou.
Fragmenty $tépeni APP jsou za normalnich podminek solubilni. Pfi SDAT vsak dochazi
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Kk poruse stépeni APP, pii kterém vznika pievaha nesolubilnich fragmenti, pfedevsim
abnormalniho fragmentu s dlouhym fetézcem. Tyto fragmenty nastartuji kaskadu déju,
ktera vede k jejich agregaci a tedy i tvorbé senilnich plak. Na periférii vyzralych plaki
vznikaji dystrofické neurity. V amyloidovych depozitech mozku byly nalezeny jak
AChHE tak BuChE. Pfedpoklada se,ze cholinesterazy by mohly piisobit jako patologicky
chaperon, ktery indukuje konformacni zmény -amyloidového proteinu.

T- protein tvoii soucast mikrotubulii a to hlavné axonovych, kde se vaze na tubulin.
U SDAT dochazi kabnormalni fosforylack -proteinu, vznikaji parova helikalni
filamenta, ktera jsou podstatou tzv. ,tangles” (neurofibril&rni klubka). Takto postiZzené
neurony pozdgji zanikaji 1'% * &%,

S SDAT ma ziejmé souvislost i K varianta BuChE spojena s vyskytem alely pro
apolipoprotein E4 (ApoE,), ktery je vyznamnym rizikovym faktorem vzniku pozdni
formy nemoci. Soubé&zné s blizSim poznanim vyznamu mozkové BUChE pro funkci
CNS jsou jako 1é¢iva SDAT vyvijeny 1 specifické inhibitory pravé tohoto enzymu 513

V prub¢hu starnuti byl u krys pozorovan ibytek membranoveé vazané G4 formy a
zvyseni relativniho podilu rozpustné G; a G, formy. Stejné zmény byly zaznamenany
ve frontalnim a parietalnim kortexu, v hipokampu a v cholinergnich projekénich jadrech
Vv mozcich pacienti s SDAT. ProtoZze postsynapticky lokalizované G; zulstavaji
zachovany, lze predpokladat ze terapeutickou implikaci by dale mohly byt selektivni
inhibitory G »°.

Ach je také dllezity pro tcinky nervového riistového faktoru (NGF). NGF patti
do skupiny trofickych faktort. Existuji trofické faktory nespecifické ( sem patii skupina
gangliosidi) a specifické- sem patii NGF. Rreceptory NGF se nachazeji v mozku i
v periférii. Ve starnoucim mozku dochazi k poklesu denzity NGF receptorti. Podavani
acetyl-L-carnitinu (ALC) starym krysam tomuto poklesu ¢aste¢né zabranuje. Pusobeni
NGF bylo prokazano jak v periférii, tak i v CNS. Pfiznivé pisobi na regeneraci nervové
tkdn€ a chrani neurony pted bunécnou smrti béhem jejich vyvoje. Dale bylo zjisténo, ze
cholinergni neurony in vitro reaguji na pfitomnost NGF zvySenim aktivity ChAT.
Gangliosidy samotné neovliviiyji aktivitu tohoto enzymu, ale zesiluji u¢inek NGF na
tento enzym. In vivo bylo nalezeno analogické pisobeni, kdy po opakovaném
intraventrikularnim podavani NGF doSlo ke zvySeni aktivity ChAT v prub&hu
ontogeneze krys v hippokampu, kortexu a septalni oblasti. Navic byla prokazana
existence NGF receptoru, které jsou spojeny s cholinergnimi systémy. Tato receptorova

mista jsou jak vysokoafinitni, tak i nizkoafinitni.
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Podavani latek, které ptiznivé plsobi na cholinergni systém, miize tedy omezit

bytek neuronti a prodlouzit jejich Zivot a tim také zamezit rozvoji demenci 2.

2.3.3 Strategie 1é¢by SDAT

Soucasna strategie terapiec SDAT spociva ve snaze zvysit hladinu mozkového
Ach podavanim IAChE ¢i inhibitord BuChE nékdy i v kombinaci s podavanim
prekurzorit Ach. Samotné podavani prekurzorG Ach, aniz by bylo omezeno jeho
odbouravani, neni totiz pfili§ uc¢inné.
Terapeuticky uc¢inek IAChE byl klinicky objektivné prokazén alesponn v ptipadé
mirnych az stfednich forem SDAT. Tento efekt spocivd piedev§Sim ve zpomaleni
progrese demence a Vv prodlouZeni sobéstacnosti pacientti. Krom¢ kognitivnich funkci

ovlivituji IAChE pfiznivé i nekognitivni funkce a aktivity denniho Zivota % **,

2.3.4 Mozné mechanismy terapeutického u¢inku

Hlavnim mechanismem u¢inkt inhibitort AChE je inhibice centralni AChE a
nasledné snizeni odbourdvani Ach, kterého je pii SDAT nedostatek. Na vlastnim efektu
se tedy mohou — vedle pifimého receptorového ucinku - podilet i tzv. necholinergni
(¢inky IAChE »2 78

2.3.4.1 Uéinek na cholinesterizy

IAChE kompetuji na molekule AChE s Ach. Existuji tfi zptusoby inhibice
AChE:

e Reverzibilni — inhibitor vytvoti s molekulou AChE reverzibilni komplex, ktery
trva po dobu, po kterou je aktivni latka piitomna v mozkove tkani.

e Ireverzibilni — inhibitor vytvoii s molekulou AChE komplex, ktery je trvaly a
molekula AChE je tak vyfazena z ¢innosti. Tento zpusob inhibice se v terapii
SDAT nepouziva. Takto ptsobici slouceniny se pouzivaji jako chemické bojoveé

latky.
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e Pseudoireverzibilni — inhibitor kompetitivn¢ vytésni z molekuly AChE Ach a je
pak sam AChE odbouravan. Po jeho odbourani se molekula AChE funkcéné

obnovi. Piisobent latky trva déle ne je jeji pritomnost v plazm& * ® 7.

2.3.4.2 U¢inky na cholinergni receptory

Galantamin (GAL) je alostricky modulator nikotinovych receptort. Alostericka
modulace presynaptickych receptort vede nejen k zlepSenému uvolniovani Ach, ale také
GABA, glutamétu, 5-HT a noradrenalinu. GAL navozuje zvySeni denzity nikotinovych

receptorti v téch oblastech mozku, které se podileji na paméti a procesu uceni L2

2.3.5 Léciva SDAT ze skupiny inhibitort cholinesteraz

Klinicky se pouZivaji a zkougeji inhibitory z nékolika chemickych skupin °.

2.3.5.1 Akridinové derivaty

Jsou to latky ucinné, ale maji rovnéz vyznamné nezddouci Gc¢inky. Patfi mezi
reverzibilni IAChE. Nejznamé&j$im zastupcem této skupiny je tacrin, ktery byl - i pies
svou nespornou a klinickymi studiemi prokazanou ucinnost - stazen z klinického uZziti

pro hepatotoxicitu * .

2.3.5.2 Karbamétové derivaty

Jsou to latky s pseudoreverzibilnim zpusobem inhibice AChE. Inhibuji AChE
tak, Ze dochazi ke karbamoylaci esteratického mista aktivniho centra tohoto enzymu,
které je tvofena hydroxylovou skupinou serinu. Rychlost dekarbamoylace a s ni spojena
obnova enzymové aktivity je zAvisld& na charakteru alkyld véazanych na dusik
karbamyloveé skupiny. Prvnim zkouSenym farmakem z této skupiny byl fyzostigmin.
Klinicky se vSak nepouziva pro uzké terapeutické okno a také pro mnoZstvi
nezadoucich ucinkd. Rivastigmin je moderni latka v soucasnosti vyuzivana klinicky.
Je to vlastné cholinergni dualista, ktery kromé inhibice obou izoforem AChE inhibuje i

BuChe !,

21



2.3.5.3.Piperidinoveé derivéaty

Vyvolavaji reverzibilni inhibici AChE a — proti rivastigminu - podstatné
neovlivituji BuChE. Ovliviiuji obé mozkové formy ACHE. Mezi nejzndméjsi zastupce
této skupiny patii donepezil. V soucasné dob¢ je nejpouzivangj$im IAChE, ma dlouhy
polocas eliminace (cca 70 hodin) a dva aktivni metabolity prodluzujici jeho tc¢inek.

Donepezil je biotransformovan v jatrech cytochromem P-450, ale nenf hepatotoxicky .

2.3.5.4 Alkaloidy

Pusobi reverzibilni inhibici AChE. Do této skupiny patiéi huperzin A, alkaloid
ziskany z ¢inského raseliniku Huperzia serrata a vyuZivany jiz v tradi¢ni ¢inské
medicingé. Dalsi latkou je GAL, ktery ovlivituje cholinergni systém dudlné. Pasobi
jednak jako reverzibilni IAChE a déle jako alostericky modulator presynaptickych i

postsynaptickych nikotinovych receptori (viz kap.2.4) »% 2" %,

2.3.6 Dalsi mozna lééiva SDAT

2.3.6.1 Prekurzory syntézy acetylcholinu

Pouziti téchto latek ma spiSe doplitkovy vyznam k terapii IAChE. Nejcastéji je
pouzivan sojovy lecitin, ze kterého je pomalu uvolfiovan cholin. Lecitin v§ak malo
prochazi HEB, proto je nezbytné podavani vysokych davek, coz je Casto v praxi

opomijeno *.

2.3.6.2 Latky zlepsujici cholinergni prenos pomoci ovlivnéni jinych medidatorovych

systemit

Tato strategie je také nadéjna, v soucasné dob¢ je klinicky vyuzZivan antagonista
N-methyl-D-aspartatovych receptori memantin.. Nékolik dalSich latek je ve stadiu
klinického zkouSeni. Jedna se napf. o inverzni agonisty GABAergniho systému ze
skupiny B-karbolint zvySujici cholinergni pfenos tim, ze potlaci tlumivy vliv GABA na

cholinergni systém .
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2.3.6.3 Ostatni latky, napr. latky zlepsujici vstup prekurzorit Ach do neuronu

Do této skupiny farmak patii L-CAR a ALC, které timto zplisobem zlepSuje

syntézu Ach %,
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2.4 Galantamin

GAL je alkaloid, ktery byl poprvé izolovan z cibuli snéZenek rodu Galanthus
Woronowi (r.1952), dale byl take nalezen v G.nivalis a dalSich rostlin z ¢eledi
Amaryllidaceae. Bylo zaznamenano, ze GAL je schopen potlacit tubokurarinem
navozenou svalovou paralyzu a potencuje pisobeni Ach na kosterni sval, tyto u¢inky
jsou spojeny se schopnosti inhibovat aktivitu AChE. GAL byl jiz v minulosti v zemich
vychodniho bloku Siroce vyuzivan pfi terapii Myastenie gravis a jako doplikova lécba
pii anestezii, zatimco na zapad¢ pouze na experimentalni Grovni.

GAL je terciarni amin spKa 8,32, jeho lipofilita mu zajist'uje dostatecny a snadny
priichod pies HEB a tedy i centralni G¢inky.

Pusobi i jako antagonista dechového utlumu navozeného opioidy ( morfin, pethidin ).
Ackoli je strukturné velmi podobny kodeinu, nema jeho analgeticky tcinek, ale podléha
stejnym biotransformacnim procesim. V né€kolika klinickych studiich s GAL bylo

prokézano signifikantni zlepSeni kognitivnich symptomi SDAT 12728,

2.4.1 Struktura GAL a jeho derivati

Pro vazebné schopnosti a tedy i biologicky ucinek GAL jsou v jeho molekule
dualezita 4 mista: hydroxylova skupina cyklohexenového kruhu, samotny cyklohexenovy
kruh, terciarni aminoskupina a methoxyskupina.

Obménou methoxyskupiny nebo tercidrni aminoskupiny (napf. na kvarterni
amoniovou stl nebo hydrofilni slouceniny) byly pfipraveny derivaty GAL, které byly
polarngjsi nez plivodni molekula a vykazovaly vétsi inhibici AChE. Jejich polarita vSak
brani priniku do CNS, coz vyrazn¢ limituje jejich lécebné vyuziti.

Dalsi moznosti modifikace molekuly GAL je ptiprava bis- interagujicich ligand
substituci tercidrni aminoskupiny nebo methoxyskupiny, Bylo zjiSténo, ze délka
alkylenového fetézce v téchto derivatech je kli¢ovym faktorem pro zvySovani inhibi¢ni
schopnosti slouceniny, kdy se jako optimalni jevi 8Clenny methylenovy fetézec.
Terminélni ftalimodova nebo amoniova skupina na boc¢nim alkylovém fetézci
umoziiuje interakci slouéeniny jak s Katalytickym, tak i perifernim mistem AChE,

pficemz amoniova skupina je vhodnéjsi pro svoji lepsi vazbu s hydrofobni aromatickou
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kavitou. Z hlediska vazby na AChE jsou n-substituované derivaty ucinnéj$i nez

O-substitované derivaty °.

OH

CH

CH,O

Obr.3 Chemicka struktura galantaminu

2.4.2 Farmakodynamika GAL

GAL pusobi jako acetylcholinovy dualista:
a) kompetitivné a reverzibilné¢ inhibuje AChE a tim zvySuje dostupnost Ach pro
postsynaptické mAChRs,

b) alostericky moduluje nAChRs ®° %,

Alosterické modulatory nAChRs se neucastni synaptického pfenosu p¥mo,
takZe nevyvoldvaji, na rozdil od pfimych agonistii nebo antagonistli, zmény citlivosti ¢i
poctu cholinergnich receptort, které jsou pro jejich opakované podéavani typické. In
vitro se tedy GAL vaZze na misto na nAChR, které je odliSné od vazebného mista
ptirozené¢ho agonisty Ach. Pokud se nAChR navdze GAL soucasn¢ s Ach, receptorova
odpovéd’ se nasobi. Alostericky potencujici ligandy tedy samy o sob& nevyvoléavaji
signifikantni odezvu, v pfitomnosti s pfirozenym mediatorem vSak zvySuji prichodnost
iontovych kanalu, a tak i potencuji submaximalni Ach indukované odpovédi. Aktivace
presynaptickych nAChRs zptisobuje zvySené uvoliiovani Ach , ale i glutamatu, 5-HT a
GABA. Dlouhodobé podavani GAL navozuje zvySeni denzity nAChRs v oblastech
mozku, které se podileji na paméti a procesu uceni. Jedna se zejména o hipokampus,

entorhinalni a frontalni kuru.
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U kompetitivniho inhibitoru nezavisi stupeil inhibice ani tak na jeho absolutni
koncentraci, jako spiSe na poméru koncentrace inhibitoru a substratu, tzn.ze nejucinngjsi
je inhibitor pii nizké koncentraci substratu, jaka je na postsynaptické membrané pii jeho
deficitu, ve srovnani s mnohem vyssi koncentraci Ach na presynaptické membrané pti
fyziologickych pomérech synaptického prenosu. Dale je velmi malo ovlivnéna funkce
negativni zpétné¢ vazby pres presynaptické receptory a tim i eventudlni snizovéani
terapeutického efektu, naopak AChE situovana na postsynaptickém elementu je vyrazné
inhibovéana » % %',

GAL je 50-60x silngjsim inhibitorem AChE nez BuChE a 10x vice inhibuje
AChE v lidskych erytrocytech nez v CNS 2.

GAL se vaze ve spodni ¢asti kavity AChE a interaguje jak s acyl-vazebnou
kapsou (Phe-288, Phe-290) prostiednictvim své methoxyskupiny, tak s

cholin-vazebnym mistem (Trp-84)- prostiednictvim cyklohexenového kruhu °.

2.4.3 Farmakokinetika GAL

Farmakokinetika GAL je linearni 1.fadu a to v Sirokém davkovém rozmezi
(u ¢loveéka 5-35 mg ).

GAL se po p.o. podani snadno absorbuje. Pii studii vlivu jidla na jeho absorpci
bylo zjisténo, ze jidlo sice neovliviiuje celkovou dostupnost, ale zpomaluje a snizuje
maximalni dosaZzenou hladinu GAL v plazmé (C max).

Vazba na plazmatické bilkoviny je slaba (18%). Distribuce GAL z centralniho
kompartmentu do tkdni a organi probiha pasivni difuzi slabé baze s pKa 8,32. V plazm¢
a mozku mysi byl ve sledovaném rozmezi davek (4-8 mg/kg i.v.) prokazan linearni
vztah mezi pouzitou davkou a zjiSt€nou koncentraci. Déle byla zjiSténa intracelularni
kumulace, protoze v bunkach a erytrocytech je sice jen mirng, ale pro samotnou
kumulaci dostate¢né nizs§i pH nez v plazmé (7,0 a 7,2 vs 7,4). Kumulac¢ni faktory byly
zjistény u mysi 1,34 pro erytrocyty, 2,10 pro mozek, 3,13 pro svalové buiniky branice,
2,28 pro plice, téméf 10 pro ledviny a téméf 5 pro jatra. Koncentrace GAL v mozku
mysi kopirovala koncentraci v krvi, ale byla o 2,1 vy38i z davodu pasivni difuze ptes
HEB fizené pH gradientem mezi vnitinim a vnéjSim prostfedim neurond. Protoze HEB
nijak nelimituje volnou difuzi GAL, je jeho koncentrace v cerebrospinalni tekutiné a
krevni plazmé téméf stejna a muize odpovidat i koncentraci inhibitoru v synaptické
Stérbing.
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Biologicka dostupnost GAL po podani tablet a roztoku byla minimalné 85%.
Z velmi vysoké biologické dostupnosti lze vyvodit, Ze ,first-pass” efekt nehraje
dulezitou roli.

Pti studiu biotransformace GAL u zdravych muzi bylo zjisténo, ze 25% davky
se vyluCuje nezménéno moci, téméf 20% davky bylo vylouceno ve formé
O-demethylgalantamin glukuronidu, 5% jako N-demethylgalantamin a méné nez 2%
jako epigalantamin, ktery vznika redukci intermediatu galantaminonu. V moc¢i ani
plazmé nebyl detekovan neglukuronidovany O-demethylgalantamin, coz naznacuje, ze
glukuronid je tvofen pfimo v cytozolu bunék, v jejichZz endoplazmatickém retikuku
probihd demethylace. Hlavnimi metabolickymi cestami tedy jsou N-oxidace,
N-demetylace, O-demetylace, glukuronidace a epimerace. Vytvareji se tak metabolity
O-demethylgalantamin, O-demethyl-norgalantamin, epigalantamin, galantaminon a
norgalantamin (jediny biologicky aktivni metabolit). Biologicky polocas ¢ini 7-8 hodin.

GAL je substratem cytochromu P450 2D6 a 3A4 * %',

2.4.4 Utinky GAL

2.4.4.1 Reverzni neuromuskularni blokada

GAL byl testovan u 40 pacienti pro jeho schopnost zvratit neuromuskularni
blokadu, ktera byla navozena podanim periferné pusobicich
myorelaxancii — alcuronium, pancuronium, gallamin a tubukurarin. GAL hydrobromid
byl podan i.v. v5 mg davkach do celkové davky 20 mg. Svalova paralyza navozena
vSemi Ctyfmi myorelaxancii byla Gspé$né potlacena. V piipadé podani neostigminu
byla svalova paralyza odstraiiovana sice nizsi davkou nez po GAL, ale po delsi latenci.
U pacienti byl dale pozorovan maly pokles srde¢niho pulzu a u 40% pacienti byla
pozorovana zvysend salivace.

Pfi vzajemném srovnani byl tedy GAL piiblizné 20x slabSi neZ neostigmin. Aby
doSlo Kk odvraceni svalové paralyzy, ktera nastala po podani pancuronia potkanim,
musel byt podan GAL v davce 600 ug/ kg a neostigmin v davce 18 ng/ kg. Vyse
uvedené zjisténi, Ze paralyza byla po podani neostigminu odvracena pomaleji, neZ po

podéani GAL, nazna¢ilo moznost odlisného pisobeni GAL 2" %,

27



2.4.4.2 Centralni mechanismy Fizeni dychani

Podle ruskych a bulharskych udaji byl GAL efektivn€jsi nez neostigmin pfi
postanestetické tupraveé védomi. Tento ucinek byl ptisuzovan jak centralné stimulac¢nimu
pusobeni, tak jeho schopnosti antagonizovat plsobeni analgetik morfiového typu
(viz vyse).

Schopnost GAL odvratit respiraéni Utlum navozeny dextromoramidem byl
studovan u kralika v anestézii. GAL vdavce 3 mg/kg indukoval rychly zvrat
k normalnimu dychéni. Morfiovy dualista nalorphin vSak vykazal rychlejSi obnoveni
respirace. PouZziti GAL bylo spojeno s typickymi parasympatolytickymi nezadoucimi
Gginky, zejména slinénim, mocenim a defekaci. U¢inky GAL, fyzostigminu, naloxonu a
dvou aminopyridini na Gtlum dychéni navozeného morfinem byly také testovany u
kralikti bez pouziti anestézie. GAL v davce 4 mg/kg i.v. ¢astécné obnovil dychaci
frekvenci a normalizoval zmény kysliku a oxidu uhli¢itého v krvi, aniz by doslo

k ovlivnéni analgetickych t¢inkt morfinu 28,

2.4.4.3 Uceni, pamét’ a dalsi ovlivnéni chovani

Preklinické studie

Bylo provedeno nékolik experimentdlnich studii, které zkoumaly G¢inky GAL
na pamét mysi a krys. Amnézie u téchto zvitfat byla navozena injekci centralné
plisobicim antagonistou muskarinovych receptorti, skopolaminem. Vykony zvitat byly
méieny testem pasivniho vyhnuti se, v T-bludiSti a ve vodnim Morrisové bludisti.
Intraperitonealni injekce GAL znateln¢ zvysila vykon téchto zvifat. GAL tedy odvratil
skopolaminem navozeny cholinergni deficit téchto zvifat **"%,

V dalsi studii GAL zlepSil vykon postizenych mysi, u kterych byl cholinergni
deficit navozen podanin neurotoxinu, ibotniova kyselina, v pasivnim testu vyhnuti se.
Nejefektivnéjsi davka byla 3 mg/kg, davka 4 mg/kg déavala niz§i odezvu. Tato
experimentalni studie ukazala, Ze opakované davky GAL zistavaji U€inné a Ze zvitata
se nestavaji tolerantni k u¢inku 1éku %.

V jiné studii se uvadi, Ze po intracerebroventrikularnim podani GAL v davce
1,0 pg/kg se signifikantné snizil pocet nutnych tréninkovych sérii pro osvojeni

aktivniho 1 pasivniho vyhybani se aversnimu podnétu u potkanti. Tuto nabytou
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dovednost si GAL ovlivnéna zvifata pak udrzela po delsi dobu nez zvifata kontrolni.
Prokazatélné zde bylo ovlivnéno pamétové upevnéni. Davka 0,5 pg/kg tento efekt

neméla ¥ %,

2.4.4.4 Utinky GAL u neurologickych poruch

GAL byl pouzit pii studiu vlivu centrdlnich cholinergnich drah na
znovuobnoveni funkénich spojeni po poskozeni uréitych oblasti motorické kury. Bylo
sledovano za jak dlouho se obnovi pohyb koncetin kocek s lokalizovanym poskozenim
motorické kiry. U zvifat S podanim centralné pusobiciho antagonisty NAChRs obnova
pohybu trvala 10-16 dni, zatimco u zvitat injikovanych stejnym antagonistou nAChRs
v kombinaci s GAL (2,5 mg/kg) k obnové dochazelo za 5-10 dni. V kombinaci
s centraln¢ plisobicim muskarivovym antagonistou GAL vyznamné prodlouzil cas
potiebny k obnové pohybi. Autoii usoudili, Ze kortikalni mozkova plasticita vedouci
k funkénimu obnoveni muze byt prodlouzena cholinergnim pfenosem, ktery zahrnuje

mAChRs %.

2.4.4.5 U¢inky u manie a schizofrenie

.Tyto nemoci jsou spojeny S nerovnovahou neurotransmiterd. Deprese je
spojovana s nizkou hladinou monoaminti. Manie mutze zahrnovat sniZzenou aktivitu
cholinergniho pienosu, a tato hypotéza vedla k podavani GAL u manickych pacient.

U GAL bylo zjisténo, Ze zptsobil rapidni zlepseni symptomi %,

2.4.4.6 Endokrinni uc¢inky

Dalsi ucinek GAL, ktery byl prvné zaznamendn béhem vyzkumu jeho pouziti
v anestezii, je jeho schopnost zvysit hladiny hydrokortisonu v plazmé. Jednotliva davka
20 mg GAL ( s1,5 mg atropinu) zpusobila dlouhodobé zvyseni plazmatickeho
hydrokortisonu z 0,54 umol/l na 0,8 umol/l. Neostigmin nevyvolal podobny ucinek,
mechanismus tohoto efektu GAL vSak nebyl vysvétlen. V dalSi provedené studii bylo
zaznamenano, Zze GAL (0,3 mg/kg i.v.) vyvolal vzestup plazmatickych hladin
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH ) ve skupiné¢ 8 pacientd, ktefi podstoupili

operaci. Neostigmin vSak tento ucinek nevyvolal. Z tohoto zji§téni autofi usoudili, Ze
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GAL stimuluje uvoliovani ACTH centralnim pisobenim a ze ACTH potom stimuluje
uvolnéni hydrokortisonu. Je v3ak nejasné, zda tento G¢inek GAL je spojen s jeho

anticholinesterazovym ucinkem 28,

2.4.4.7 Utinky GAL ve vztahu k SDAT

Experimentalni studie

Studie provedené na kralicich vykazaly komplexni interakci mezi nAChRs, AB a

AChE. A inhibuje uvolnéni Ach a reuptake cholinu. Navic dochazi ke zySenému
influxu Ca®* iontd do buiiky a naslednému zéniku neuroné. AChEs byly nalezeny
v centru amyloidovych plaku a takto vznikly komplex je pak daleko toxictéjsi nez
amyloidove plaky samotné. Bylo ukédzano, Ze nikotin a aktivace jak nAChRs o7 tak
a4f2 maji neuroprotektivni uginky ** 2.
Jako alostericky potencujici ligand GAL zlepSuje funkci nAChRs, zvysuje afinitu Ach
navazat se na receptory a zvySuje uvoliiovani dalSich neurotransmitert, které jsou
spojeny sucenim, paméti a kognici, jako napf. glutamatu a noradrenalinu. Tyto
neurotransmitery, véetné Ach, zvySuji excitabilitu hipokampalnich neuronu. Z vyse
uvedenych vysledkt vyplyva, ze GAL vyznamné zvySuje excitabilitu hipokampalnich
neuront diky jeho inhibi¢nimu pisobeni na AChE, ¢imz zlepSuje i cholinergni pfenos
pies mAChRs. Toto kombinované pusobeni jak na muskarinovou tak nikotinovou
transmisi vede obecné ke zlepSeni schopnosti starych lidi ucit se novym ukolim a
pochopitelng i ke zlep$eni projevii pacienti trpicich SDAT %,

Experimenty na kortikalnich neuronech ukéazaly, Ze GAL chrani tyto neurony
pted AP indukovanou glutamatovou toxicitou. Mecamylamin, antagonista nAChRs,
neinhiboval ten to GAL vyvolany neuroprotektivni u¢inek, stejné tak ani atropin,
antagonista mAChRs.

Také o-BgT (1,0nM), antagonista a7 nAChRs, zcela nepotla¢il GAL vyvolanou
neuroprotekci.  Dihydro-B-erytroidin -~ (100,0nM), pusobici jako antagonista
o4PB2 nAChRs, také neinhiboval GAL vyvolanou neuroprotekci. VySe uvedené latky
vSak vyznamné inhibovaly neuroprotekci indukovanou samotnym nikotinem. Z téchto
dat vyplyva, ze nikotin uplatituje svlij neuroprotektivni ucinek pouze pies nAChRs, kdy

se vaze na stejné vazebné misto jako Ach, zatimco mozny ucinek GAL je
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zprosttedkovan ~ pfes alostericky modulujici misto NAChRs a zfejmé¢ i dalsi
mechanismy.

Pii vzijemné kombinaci bylo zjisténo, ze GAL zvySuje nikotinem vyvolany
neuroprotektivni ucinek. Soucasné podani téchto latek mélo v tomto sméru aditivni
charakter. Nové bylo prokazano, Ze stimulace a7 nAChRs ma neuroprotektivni uc¢inek
zprostfedkovan pres PI3K kaskddu a Akt, kterd je cilem PI3K a je fosforylovana
nikotinem. Predlécba GAL zvysila nikotinem-indukovanou Akt fosforylaci, coz
indikovalo, Ze GAL bud mize modulovat nAChRs, ¢imzZ se stavaji citlivéjSimi ke
stimulaci nikotinem, nebo GAL miiZe pfimo indukovat ochranny signal. Tohoto déje se
ucastni a7 nAChRs, nebot’ jejich cilend redukce v bunéénych kulturach vyustila ve
vyznamnou redukci fosforylace Akt indukované GAL.

Je tfeba dalSich testd k objasnéni, zda G¢inek GAL vazany na fosforylaci Akt je
produkovén piimou aktivaci nAChRs, kooperativnim ucinkem s pfirozenymi agonisty
v médiu nebo konforma¢ni zménou vyvolanou GAL, kterda mize piimo regulovat

protein-kinazy asociované s AChRs *°.

Klinické studie

GAL byl srovnavan s placebem v 1écbé lehké az stiedné tézké SDAT v 7
kontrolovanych  studiich zahrnujicich celkem 3955 nemocnych. Denni davky
testované¢ho 1éku cinily 8-40 mg a byly podavany po dobu 12-29 tydni. GAL byl
vyznamné ucinnéjsi nez placebo v redukci nejen kognitivnich dysfunkci, ale i BPSD
(nekognitivnich, tzn. behavioralnich a psychickych piiznaku SDAT) a zlepSoval denni
aktivity nemocnych.

Klinicky relevantni zlepSeni kognitivnich funkci, zména ADAS-cog (jedenactislozkovy
test k méfeni kognitivnich funkci) primérné o 4 body, byly pozorovany u 41 %
lé¢enych a velmi vyrazné zlepSeni, tj. zména ADAS-cog prumérné o 7 bodd, u 18 %
nemocnych. Pokud vezmeme v tivahu skute¢nost, ze SDAT je progresivni onemocnéni
a terapeutickym uspéchem je jiz dalSi nezhorSeni kognitivniho deficitu, pak 1é¢ebna
uspésnost GAL byla pozorovana u 63 % léCenych. Nejvyssi terapeutickou ucinnost
CIBIC-plus ( sedmistupniova metoda zalozena na rozhovorech s pacienty a pecovateli)

ucinnost dennich davek stoupala od 8 do 32 mg, pfi¢emz 8 mg GAL nebylo u¢inngjsi
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nez placebo. Niz§i vyskyt nezddoucich Gc€inkli byl zaznamendn pii pomalejsi titraci

davek 16, 19, 27

2.4.5 Dlouhodobé podavani GAL

Po Sesti mési¢nim dvojité slepém podavani GAL ¢i placeba 636 nemocnym
s SDAT bylo testované kognitivum dale podavano oteviené v davce 24 mg/den dalSich
18 mésict, tedy celkem 2 roky. Po 1. roce terapie GAL se terapie kognitivnich funkci

(ADAS-cog) a dennich aktivit (DAD) signifikantn¢ nelisila od inicialnich hodnot.

vvvvvv

( podle ADAS-cog) nez by ¢&inil predpokladany pokles u neléenych pacientd 8 81927,

2.4.6 Toxicita GAL

GAL je jen mirné toxicky. LDso pro potkana p.o. je 83,6 mg/kg.

Déle byla sledovana Sestimési¢ni chronicka toxicita u dospélych potkant. Pfi
podavani perordlnich dévek, ekvivalentnim terapeutickym dennim davkam u lidi,
nebyly zaznamenadny Zadné odchylky od biometrickych, hematologickych a

morfologickych parametri. Nasledna gravidita i porod probihaly normalns °.

2.4.7 Nezadouci u¢inky GAL

Nezadouci ucinky GAL vyplyvaji sjeho cholinomimetického pusobeni.
Nejcastéjsimi jsou nauzea, vomitus, prijem, flatulence, bolesti bficha, nechutenstvi a
snizeni té€lesné hmotnosti. Dostavuji se nejcastéji v obdobi titrace 1éku a vétSinou jsou
ptechodného charakteru, napt. nauzea v priméru vymizi do 5-7 dnu. Pti pomalé titraci
davek, tj. pfi zvySovani denni davky GAL jen o 8 mg kazdé 4 tydny, byly pozorovany
uvedené gastrointestinalni ptiznaky méné casto. Cholinomimetika zvySuji zalude¢ni
sekreci, proto musi byt pacienti pouceni a sledovani pro mozné krvaceni do
gastrointestinalniho traktu, které zvlasté hrozi nemocnym s gastroduodendlnim
viedem "% %,

Inhibitory cholinesterdz se vyznacuji také vagotonickym pusobenim a mohou
vest k bradykardii, eventualné k sinokomorovému bloku. Nékteré z téchto uéinku byly
zaznamenany u lidi pii pouzivani GAL b&éhem anestezie. Cileny vyzkum byl proveden

32



na 14 operovanych pacientech. Pozornost byla kladena na stabilizaci hladin krevnich
plyni a zmény v srde¢nim rytmu. GAL v denni davce 20 mg vyvolaval velmi mirnou
bradykardii (71tept/min k 69 tepti/min) a m¢l zanedbatelny ucinek na krevni tlak.
Vyskytly se vSak interindividualni rozdily: u 6 pacientu srde¢ni frekvence klesla
K 55 tepu/min, coz bylo spojeno s menSimi arytmiemi. Obdobné skupiné pacientt byl
GAL podavan spoleéné satropinem (0,5 mg). Celkové i zde byla také mirna
bradykardie, ale pouze u 2 z 15 pacienti byl zaznamenan vysSim pokles srdecni
frekvence. Autofi proto Vvtéchto piipadech doporucuji kombinaci GAL
s atropinem 2" %,

Dal$imi nezddoucimi ucinky byly insomnie (5% lécenych), unavnost (5%),

synkopa(2%) ?’.

33



2.5. Farmakologie L-carnitinu

2.5.1 Endogenni a exogenni piivod carnitinu v téle

L-CAR je ze 30% syntetizovan vtéle =ze dvou esencidlnich
aminokyselin — lyzinu a methioninu a zbytek je dodavan potravou. L-CAR je
syntetizovan u vétSiny eukaryotickych organismt, u c¢lovéka je produkovan pouze
V jatrech, ledvinach a mozku, ackoli jeho prekurzor 7y - butyrobetain je syntetizovan ve
véech tkanich. Enzym, ktery konvertuje y - butyrobetain na L-CAR se nazyva
butyrobetain hydroxylaza. Koncentrace L-CAR v mozku je nizka, jen asi 10% toho co
v srdci, svalech a jatrech. Tyto rozdily v distribuci potvrzuji ztizeny prinik ptes HEB,
piipadné i existenci aktivniho transportniho systému. K tvorbé L-CAR je zapotiebi
pritomnost vitaminu C, pyridoxinu (vitamin Bg), niacinu a Zeleza *> .

Pii primyslové vyrobé vznikd L- i D- forma L-CAR. V pfirod¢ se vsak
vyskytuje jen L- forma a jen ta je biologicky aktivni. D- carnitin, pravoto¢iva, neu¢inna
a toxicka forma, kompetuje s L- CAR o transportni proteiny a muze tak vyvolat

priznaky jeho nedostatku B

H,C
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HSC—/N —CH, —CH—CH,—CO0 —
H,C |
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Obr.4 Chemicka struktura carnitinu

U savcu je carnitinova zasoba tvofena z neesterifikovaného L-CAR a mnoha
acylcarnitinovych esterti. Z téchto esterti je nejvyznamnéjsi ALC. Hladina L-CAR je
udrzovana absorbci z potravy, z mens$i Casti piimou syntézou v organismu a renalni
reabsorbci. Absorpce L- CAR se uskuteCtiuje Castecné pies transportérovy pienasec,
asteéné i pasivni difuzi. Aktivni transport je zavisly na teplotg, pritomnosti Na* iontii a
ATP. Vstiebavani negativné ovliviiuje nedostatek Na" iontli, piitomnost D- carnitinu a
ALC %,
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Po oréalnich davkach 0,5-6,0 g cisttho L-CAR je absolutni biologicka
dostupnost L-CAR 5-18%. Biologicka dostupnost L-CAR obsaZeného v potravé je
naopak vysoka, kolem 75 %. Tedy farmakologické davky L-CAR jsou absorbovany
méné ucinnéji nez relativni mala mnozstvi L-CAR ptitomného v potrave. Cirkulujici
L-CAR je distribuovan do dvou kineticky definovanych kompartmentii: jeden vétsi a
pomalo-obratovy je pfedstavovan kosternim svalstvem a myokardem a druhy mensi a
rychlo-obratovy je piedstavovan ptredevsim jatry a ledvinami. L-CAR a jeho estery
s kratkym fetézcem se nevazi na plazmatické bilkoviny.

L- CAR je ztéla eliminovan hlavné ledvinami. Za normalnich podminek je
hodnota rendlni clearance pouhych 1-3 ml/min, coz zna¢i velmi vysokou tubularni
reabsorbci (98-99%) %% %,

2.5.2.Biologicky vyznam carnitinu

L- CAR hraje dulezitou roli v bunééném metabolismu. Jeho ukolem je zajistit
adekvatni saturaci Krebsova cyklu acetyl-CoA a to jak z pyruvatdehydrogenazoveho
systému, tak predeviim z B-oxidace mastnych kyselin *.

L-CAR je n @bytny pro p £n o smastnych kyselin s dlouhym fetézcem do
mitochondrialni matrix, kde dochazi k jejich B-oxidaci. PfenaseCovy systém je tvoien
nékolika enzymy: carnitinpalmitoyltransferdizou I na vné&j$im povrchu vnitini
mitochondrialni membrany a carnitintranslokazou a carnitinpalmitoyltransferazou Il na
jejim vnitinim povrchu
Aby mohly byt mastné kyseliny pfeneseny do mitochondrie, musi byt aktivovany reakci

s CoA, vysledkem je pfislusny acyl-CoA. Tato reakce probiha dle rovnice:
Acyl-CoA + CAR < acyl-carnitin + Co-A

Tato aktivace probihda vcytozolu. A jak se tedy acyl-CoA dostane pfes vnitini
mitochondrialni membréanu dovnitt mitochondrie? Nejprve je acylova skupina
cytosolového acyl-CoA pienesena na carnitin za soucasného uvolnéni CoA do jeho
cytosolové rezervy. Vysledny acylkarnitin je transportnim systémem pienesen do
mitochondridlni matrix. Acylova skupina je pfenesena na molekulu CoA

z mitochondrialni rezervy. Uvolnény carnitin je opét vracen do cytosolu 20.30
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Peroxisomy takeé obsahuji carnitinacyltransferazy a enzymaticky systém pro [-oxidaci.
Tento systém se Caste¢né uplatituje pii zkracovani mastnych kyselin s velmi dlouhym
fetézcem 2.

Dalsi funkci L-CAR je odstranovani toxickych acylovych skupin
Z mitochondridlni matrix do cytosolu a dale do krevniho fecist€¢ prostiednictvim
acyl-carnitinu.

L-CAR ovliviiyje také oxidaci glukozy. Ta je primarné zavisla na poméru mezi
acyl-Coa a CoA uvniti mitochondrii. Pravé tento pomér je regulovan L-CAR, ktery tak
rozhoduje, bude-li pfednostné¢ podporovana [-oxidace tukd nebo naopak oxidace
gluk6zy. SniZzenim poméru acyl-CoA/CoA v mitochondriich je zvySena aktivita
pyruvatdehydrogenazového systému a energie se pak ziskava alternativni cestou
z glykogenu nebo piimo z glukézy.

Nejsou-li pfi nedostatku L-CAR mastné kyseliny dostatecné odbouravany,
zvySuje se Vcytosolu jejich koncentrace, coz pusobi toxicky. Snizuje se hladina
K* iontii a zvySuje se hladina Na* a Ca®* jontll. Nasledn& se rozviji edém, dochazi
k poruse poméru ATP/ADP, vznikaji produkty oxidace a peroxidace lipidi, coz muze

vést a7 k nekroze buiiky >,

2.5.3 Vyznam carnitinu v CNS

Pfirozena soucdast sav¢i tkané L-CAR je znamy tim, ze zvySuje prinik nékterych
latek nebo chemickych skupin biologickymi bariérami. Z tohoto divodu je pokladan za
vhodného kandidata pokust o cilenou biodistribuci farmak do CNS. Na druhé strané
nebylo dosud prokdzéano, ze by L-CAR byl pfimym neurotransmiterem. Zaznamenana
vsak byla jeho slaba cholinomimeticka aktivita, ktera snad alesponn z&asti souvisi se
stimulacnim pusobenim L-CAR na aktivitu ChAT. S&m L-CAR nema piimy vliv na
AChE aktivitu. Mozek je energeticky zavisly na glukoze a ketolatkach a to vice nez na
mitochondrialni oxidaci mastnych kyselin s dlouhymi fetézci. Funkce L-CAR spociva

ve stimulaci glykolyzy a nepiimém ovlivnéni excita¢nich funkei .
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2.5.4 Acetyl-L-carnitin

ALC je ester L-CAR a kyselinu octové. Je rovnéz pfirozenou komponentou
savCi tkané. Snadno pronikd pies HEB do mozkomisniho moku a ovliviluje
hypotalamo-hypofyzarni-adrenokortikalni osu. Zaznamenané neurobiologické Uc¢inky
ALC zahrnuji modulaci:

1. mozkového energetického a fosfolipidového metabolismu,

2. bunécnych makromolekul, zahrnujici neurotrofické faktory a neurohormony,
3. synaptickou plasticitu,
4

synapticky prenos 17,

2.5.4.1 Neuroprotektivni uc¢inky ALC

Inhibice mitochondrialniho dychaciho fetézce snizuje produkci ATP. ALC
ovlivituje udrzeni kli¢ovych mitochondriadlnich proteini pro maximalni energetickou
produkci a mtze také hrat za urcitych okolnosti jistou neuroprotektivni ulohu. Ve studii
modelu ischemického poskozeni na izolovaném preparatu kortikostriatalnich neuront
krys byla sledovana ALC zprostfedkovand neuroprotekce. Samotna ischémie byla
navozena roztokem, ve kterém nebyla pfitomna glukédza a kyslik byl vyménén za dusik.
Ptedlécba ALC snizila nékteré¢ dusledky ischémie. Tento neuroprotektivni ucinek byl
specificky , nebot’ predlécba dvéma jinymi slouceninami odvozenych od carnitinu tento
ucinek neméla. Popsany neuroprotektivni ucinek je zavisly na vysokoafinitnim systému
vychytavajicim cholin a také na aktivaci muskarinovych M2 receptori %,

V dal$i studii bylo sledovano, zda L-CAR jako potencialni antioxidant, je
schopny ochrénit neurony pfed neurotoxickym efektem glutamatu a kainatu.
Glutamatem navozené intracelularni kumulace Ca** iontd a tvorba volnych radikéaki je
faktorem pfispivajicim k bunétné smrti u hypoxicko-ischemického poSkozeni mozku.
Glutamat (107 M) a jeden z jeho receptorovych agonistii kainatova kyselina (10 M)
byly piidavany do prostredi kultur sav¢ich neuronti. Na tomto modelu pak byl méfen
neuroprotektivni G&inek ALC, ktery byl v davkach 10° ,10°,10%10° M aplikovan
bunéénym  kultiram. L-CAR v davkach 10* M a 10° M vyznamng blokoval
glutamatem indikovanou neurotoxicitu. L-CAR také blokoval kainatem indukovanou
neurotoxicitu, ale pouze v davce 10 M. Na jinych experimentalnich modelech bylo
pozorovano, ze ALC zvysuje hladiny a utilizaci NGF a zvy3uje aktivitu ChAT. ZvySeni
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hladin NGF v CNS bylo dosazeno po opakovaném podavani ALC zvifatim rtizného
véku, coz indikuje piimy ucinek latky na NGF systém, ktery je nezavisly na stafi a
piipadnych degenerativnich zménach neuront. Dlouhodobé podavani ALC kompletné
zabranuje poklesu aktivity ChAT.

Mozny neuroprotektivni efekt ALC a L-CAR se tedy muze zakladat na zabranovani ¢i

alespoii oddaleni na starnuti zavislém poklesu NGF a ChAT 2% 2431,
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Usporadani pokusu

Schéma kontrolnich skupin laboratornich potkanii:

Ovlivnéni anticholinesterazové aktivity GAL L-CAR

3x voda p.o., 3.den fyziologicky roztok i.m.
3x voda p.o., 3.den GAL (2,5 mg/kg i.m.)
3x voda p.o., 3.den GAL (10 mg/kg i.m.)

Schéma pokusnych skupin
3x denné¢ L-CAR 250 mg/kg p.o.,3. den GAL 2,5 mg/kg i.m.
3x denn¢ L-CAR 250 mg/kg p.o., 3.den GAL 10 mg/kg i.m.

Poté byli potkani usmrceni a byly méfeny zmény AChE aktivity v hypofyze a v mozku

(frontalni ktira, hipokampus, medialni septum a bazalni ganglia).
3.2 Stanoveni aktivity acetylcholinesterazy
3.2.1 Princip metody

Aktivita cholinesteraz byla méfena kolorimetricky Ellmanovou metodou za
pomoci 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) modifikovanym postupem
podle Bajgara. Jako substrat byl pouzit ester thiocholinu, acetylthiocholin jodid, ktery je
acetylcholinesterazou S§tépen na thiocholin a kyselinu octovou. Stanovuje se
SH-  skupina  thiocholinu, kter& se navdZe na DTNB, a jeji
zbytek- 5-  merkapto-2-nitrobenzeoova  kyselina byl méfen fotometricky

pii vlnové délce A = 412 nm 4%,
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3.2.2 Pouzité chemikalie a roztoky

e 0,2 M TRIS-HCI pufr:
24,2 g 1,1,1-tris-(hydroxymethyl) aminomethan (Lachema Brno, CR) se rozpusti
v 1000 ml destilované vody. 50 ml tohoto roztoku se smicha s 38,4 ml 0,2 M
HCI, doplni se destilovanou vodou na 200 ml a pH se upravi na 7,6.
e DNTB- ¢inidlo na SH- skupiny:
0,1 g DNTB (Serva Heidelberg, SRN) se rozpusti v 50 ml 0,2 M TRIS pufru
e Substrét:
0,029 acetylcholin jodidu (Lachema Brno) se rozpusti v 10 ml destilované vody
e Kalibracni roztok:
Vodny roztok cystein-HCI (Koch-Light lab.,GB) v koncentracich od 1x10™ M
do 5x10° M.
e Vzorek pro méteni:

1 mg homogenatu mozkové tkané/1 ml destilované vody 12.33

3.2.3 Pouzité pristroje

Spektrofotometr UVIKON 942 (firmy Kontron Instruments), sklenéné kyvety
(1=0,999)
Torzni vahy (Meopta Praha)

Homogenizator Ultra Turrax (firmy Janke Kunkel, Svycarsko) 2

3.2.4 Pracovni postup

Ztezii mozkové tkan¢ laboratorniho potkana se pfipravi homogenat
(1 mg mozkové tkan¢/ 1 ml destilované vody).

Do kyvety se k1 ml homogenatu pfida 0,4 ml DTNB a 0,4 ml TRIS pufru.
Reakce je zahajena ptidanim 0,2 ml substratu. Fotometruje se pti A= 412 nm a registruje
se zména absorbance. Pro kalibraci se misto homogenatu do kyvety pipetuje roztok
riznych koncentraci cysteinu. Fotometruje se proti slepému vzorku, ktery je zpracovan

stejné, jen misto cysteinu je pridavana destilovana voda.
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Z hodnot absorbance jsme odecitali a zaznamenavali odpovidajici mnozstvi

SH- skupin v nmolech v reakéni smési %2,
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4\VYSLEDKY

Jednorazové dodani nizs§i davky GAL (2,5 mg/kg) nemélo ve srovnani
s kontrolou statisticky vyznamny efekt na aktivitu AChE ve frontalni ke, hipokampu,
septu a bazalnich gangliich. Pouze v hypofyze doslo ke statisticky vyznamnému snizeni
aktivity AChE o 33,7% ( 1,22 nmol/min/100mg tkén¢) proti kontrolni skupiné
( 1,84 nmol/min/100mg tkan¢). Piedlééba L-CAR v davce 250 mg/kg p.o. po 3 dny a
nasledné podani GAL 2,5 mg/kg i.m. vedla opét pouze v hypofyze ke statisticky
vyznamnému zesileni inhibice AChE aktivity, a to o 10% vic¢i samotnému podani
GAL.

Po podani vyssi ddvky GAL 10 mg/kg doSlo ke statisticky vyznamnému
zvyseni inhibice AChE aktivity ve frontalni kife, hipokampu a v hypofyze. V ¢elni
ktte byla aktivita AChE o 9,1% (300 nmol/min/100mg tkan€) sniZena proti aktivité
AChE u zvifat kontrolni skupiny (330 nmol/min/100mg tkan¢). V hipokampu byla
AChE aktivita snizena o 14,8% (230 nmol/min/100mg tkén¢) proti kontrolni skupiné
(270 nmol/min/100mg tkané&). V hypofyze byla aktivita AChE snizena o 47,8%
(0,96 nmol/min/100mg tkan€) proti kontrolni skupin¢ (1,84 nmol/min/100mg tkang).
V bazalnich gangliich byla aktivita AChE dokonce nepatrné zvysSena o 2% proti
kontrolni skupiné.

Premedikace L-CAR vedla ke statisticky vyznamnému zesileni inhibi¢niho efektu
GAL vV hipokampu. Ve frontalni ke a v hypofyze bylo toto zesileni na hranicich
statistické vyznamnosti.
V celni kiife byla aktivita AChE 290 nmol/min/100mg tkané (snizeni o 12,2 % oproti
zvifatim kontrolni skupiny -330 nmol/min/100 mg tkang), proti aktivit¢ AChE zvitat
S podanim samotného GAL (300 nmol/min/100 mg tkan&) byla sniZena o 3,1 %.
Aktivita AChE v hipokampu byla 130 nmol/min/100mg tkané a doslo tedy ke snizeni
o 51,85 % ve srovnani s aktivitou AChE zvifat kontrolni skupiny
(270 nmol/min/100 mg tkané) a o 36 % proti skupin¢ s poddnim samotného GAL
(230 nmol/min/100 mg tkang).
Aktivita AChE v hypofyze (0,91 nmol/min/100 mg tkan¢) byla snizena o 51% ve
srovnani s kontrolni skupinou (1,84 nmol/min/100 mg tkané) a o 3 % ve srovnani

s podanim samotného GAL.
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5. DISKUSE

5.1 Vyhody pouZziti Ellmanovy metody pro stanoveni aktivity AChE

Aktivitu AChE lze stanovit fadou metod. V této praci byla pouzita modifikace
Ellmanovy metody, jejiz vyhodou je rychlost provedeni samotného méfeni, specifika a
zejména vysoka citlivost.

Uvadi se, Ze citlivosti tato metoda pred¢i vSechny doposud pouzivané metody
pro stanoveni aktivity AChE. Napi. kalorimetrickd metoda na automatickém
kalorimetru (Auto-Analyzer) podle Wintera, kdy je detekovana zména pH fenolCerveni
jako indikatorem, je asi 160x mén¢ citliva a klasicka pH-metrickd metoda podle
Michaela asi 40x méné citliva.

Vysoka citlivost této metody skutecné dovoluje zaznamenat i minimalni zmény
aktivity enzymu ve studovanych ¢astech mozku laboratorniho potkana, coz je obecné
materiél s velmi nizkou aktivitou AChE ( u lidi je normalni aktivita AChE tadové
v jednotkach pmolu/min/ml krve, tzn. 100-150 pkat/l zatimco nami zmétené hodnoty
jsou pfiblizné ve stovkdch nmolu/min/100 mg mozkové tkang).

Metodu je mozno pouzit také pro meéteni aktivity AChE v erytrocytech ¢i
plazmé, coz ma i klinicky vyznam, napfi. pii diagnostice otrav organofosfaty. Stejné je
moZné vyuZiti této metody pro stanoveni aktivity BUChE ** %,

Pii stanoveni aktivity AChE velmi zéalezi na odbéru, zplsobu skladovani a
zpracovani biologického materidlu ( v nasem pfipadé mozku laboratorniho potkana).
Tento biologicky material musi byt skladovan pfi nizkych teplotach, tj.okolo -20°C a
ihned po vyjmuti z mraziciho boxu zpracovan. V neposledni fadé zalezi na zpusobu
zhotoveni fezlli mozku; pfesné provedeni fezll je nezbytnym piedpokladem uspéchu
experimentu a hlavné ziskani ptesnych a spravnych vysledkt. Nevyhodou je moznost

interference s vinovou délkou hemoglobinu 3.
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5.2 Efekt L-CAR na AChE aktivitu GAL

Ptestoze GAL dobie piechazi ptes HEB, pfesto je opodstatnéna snaha o zvyseni
jeho penetrace a tim i1 zvySeni dostupnosti pro nervovou tkan. ZvySend prostupnost
predpoklada redukei terapeutickych davek a soucasné¢ zamezeni nebo alespon snizeni
potenciélnich klinickych komplikaci, plynoucich z periferniho
parasympatomimetického ucinku. Vyhodou muize byt 1 vlastni (byt slaba)
parasympatomimeticka aktivita L-CAR.

Na zéakladé¢ této myslenky je stavéna i tato prace, zda lze L-CAR pouZit
K usnadnéni priniku GAL do CNS a zda je schopen ptimo ovlivnit AChE aktivitu GAL.
Ke sledovani u¢inku samotného GAL a GAL s L-CAR na aktivitu AChE byly zvoleny
bazalni ganglia, septum, frontalni kira a hipokampus, nebot’ jsou to struktury, kde se
nachazi velké nakupeni cholinergnich vldken, kterd jsou postizena u SDAT. K terapii
SDAT jsou jako léky prvni volby pouzivany pravé IAChE, mezi které patii i sledovany
GAL.

V diplomové praci Mgr. Daniely Prokopové ** je zkousen efekt L-CAR na
AChE aktivitu 7-methoxytakrinu ( 7-MEOTA). Samotny p.o. podany L-CAR v davce
250 mg/kg statisticky vyznamné nezménil AChE aktivitu v sledovanych strukturach,
kterymi byly frontalni kura, hipokampus, septum a bazalni ganglia. Opakované podani
L-CAR v davce 100 a 250 mg/kg po 3 dny prohloubilo inhibi¢ni efekt 7-MEOTA na
AChE aktivitu, a to predevS§im v Celni klife, septu a bazalnich gangliich. Vyraznéjsi
efekt byl pozorovan po vyssi davce L-CAR (250 mg/kg) 2. V této praci se proto jiz
nesrovnaval efekt riznych davek L-CAR na AChE aktivitu. Pouzil se L-CAR v jediné
davce (davka 250 mg/kg se ukazala v citované praci jako optimalni) a srovnaval se jeji
ucinek na AChE aktivitu GAL proti podani samotného GAL, t¢inek byl navic sledovan
také v hypofyze %,

Dosazené vysledky ukazuji, Ze premedikace L-CAR, nasledovana podanim GAL
ve vysSi davce ukazala vyssi inhibici AChE ve srovnani s podanim samotného GAL.
Avsak statisticky vyznamny rozdil byl pro toto zesileni pozorovan pouze v hipokampu.
Ve frontalni kufe a v hypofyze bylo toto zesileni na hranicich statistické vyznamnosti.
Byla tedy dok&zana schopnost L-CAR zesilit inhibi¢ni silu systémové podaného
GAL *. Predlécba L-CAR a nasledujici podani 7- MEOTA vedlo k nejvyrazngjsimu
snizeni aktivity AChE ve frontalni kuafe, septu a bazalnich ganglii. Tyto rozdilné
vysledky naznacuji, Ze zesileni inhibi¢niho u¢inku L-CAR nemusi byt vyvolano tim, Ze
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L-CAR zvySuje prostupnost latek pies HEB. V préci D.Prokopové po opakovaném
podani L-CAR doslo sice ke zvy3eni hladiny 7-MEOTA v mozku, $lo viak o zvySeni
statisticky nevyznamné **. Zda se tedy, Ze sniZeni aktivity AChE v mozku je déno
interakci GAL a L-CAR na aktivnich centrech enzymu.

Rozdily v inhibici AChE mezi jednotlivymi strukturami mozku a hypofyze
mohou znamenat jejich rozdilny vyznam v pisobeni GAL A L-CAR *,

Je také znamo, Ze GAL a L-CAR maji pozitivni vliv na zvyseni aktivity ChAT.
Byl tedy pozorovan jejich spole¢ny ucinek na aktivitu ChAT 29,
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6. ZAVER

Samotny, i.m. podany GAL (2,5 mg/kg), zpisobil statisticky vyznamné snizeni
AChE aktivity pouze v hypofyze. Stejné tak predlécba L-CAR a nésledné podani GAL
vedla ke statisticky vyznamnému snizeni AChE aktivity opét pouze v hypofyze.
Samotné podani GAL (10 mg/kg) nejvyraznéji snizilo AChE aktivitu ve frontalni kufe,
hipokampu a hypofyze. Premedikace L-CAR a nasledné podani GAL prohloubila
inhibi¢ni efekt GAL na AChE aktivitu, tento efekt byl nejvyraznéjsi v hipokampu.

GAL jako alostericky potencujici ligand zvySuje afinitu Ach navazat se
nAChRs a zvySuje uvolovéani dal$ich neurotransmiterti, které jsou spojeny s ucenim,
paméti a kognici. Tyto neurotransmitery, vcetné¢ Ach zvySuji excitabilitu
hipokampélnich neuront. Tento uc¢inek spolu s inhibi¢nim ptsobenim na aktivitu
AChE, ktery byl nejvyraznéjsi pravé v hipokampu, miize tedy zlepSit cholinergni
transmisi u pacientd s SDAT.

Z vySe uvedenych vysledkl vidime, Ze nejvyrazngjsi sniZeni aktivity AChE
nastalo po predlécbé L-CAR v kombinaci s vysSi davkou GAL v hipokampu. Zesileni
inhibi¢niho efektu GAL ve frontalni kife a v hypofyze bylo méné vyrazné. Byla
potvrzena hypotéza o zvySené dostupnosti Ach pro mozkové mAChRs a nAChRs.
Dosazené vysledky maji prakticky vyznam pro vyuZiti kombinované terapie L-CAR
S GAL u pacienta s SDAT, kde lze ocekavat dalSi terapeuticky benefit alespon u

nekterych projevu tohoto zdvazného onemocnéni.
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7. SOUHRN

Cilem préce bylo zjistit, zda preventivni podani L-CAR ovlivni farmakologicky efekt
GAL. Jako sledovany ukazatel efektu testovanych latek bylo zvoleno stanoveni aktivity
AChE. Z metod pro stanoveni cholinesteraz byla zvolena kalorimetrickd metoda podle
Ellmana. Aktivita AChE byla méfena v hypofyze a ve vybranych ¢astech mozku (¢elni
kira, hipokampus, septum a bazalni ganglia) laboratorniho potkana. L-CAR
signifikantn¢ zesiloval inhibi¢ni efekt vyssi davky GAL v hipokampu, v ¢elni kife bylo
toto zesileni na hranicich statistické vyznamnosti. Kombinace L-CAR a GAL muze tedy

byt prospésna u pacient s SDAT.

Summary

The aim of this work was to find whether prevent administration of L-CAR affect
pharmacological effect of GAL. As a marker of the effect of tested drugs was chosen
determination of activity of AChE. Calorimetric method according to Ellman for
determination of cholinesterases was chosen. Activity of AChE was measured in the
hypophysis and brain parts (the frontal cortex, hippocampus, medial septum and basal
ganglia) of laboratory rat. L-CAR significantly increased inhibitory effect of higher
dose of GAL in hippocampus. In the frontal cortex this increasing was on the limit of
statistical significance. The results obtained suggest the benefit of L-CAR and GAL

combination in patients with SDAT.
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