Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
katedra biologickych a lékaiskych véd

Efekt L-karnitinu na anticholinesterazovou aktivitu

galantaminu

RIGOROZNi PRACE

HRADEC KRALOVE, 2009 STANISLAVA FABIANOVA




Dékuji svému konzuitantovi Doc. MUDr. Josefu Herinkovi, DrSc. za odborné
vedeni v pribéhu rigorézni prace a za cenné rady a pfipominky, které mi pfi pinéni
Zzadané prace poskytl.



Prohlasuji, Ze jsem rigorézni praci vypracovala samostatné pod vedenim pana
Doc. MUDr. Josefa Herinka, DrSc. Veskeré zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani

Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouZité literatury v zavéru prace.

V Hradci Krdlové dne .72 2229 fatalons !

Stanislava Fabianova



Seznam zkratek

AB beta-peptidy

Ach acetylcholin

AChE acetylcholinesteraza

APH1 anterior pharynx-defective phenotype 1
APOE apolipoprotein E

APP amyloidni prekurzorovy protein

ATP adenosintrifosfat

A2M a2-makroglobulin

BuChE butyrylcholinesteraza

CaM kinaza Il kinaza |l zavisla na kalmodulinu

CAT cholinacetyltransferaza

CBD kortikobazalni degenerace

CK-1 kaseinkinaza 1

CDK5 cyklin-dependentni kinaza 5

DAT demence Alzheimerova typu

DLB demence s Lewyho télisky

DTNB 5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
FAD familiarni autozomaln& dominantni forma demence Alzheimerova

typu s &asnym nastupem
FTLD frontotemporalni lobarni degenerace

GAL galantamin



y-BB
GSK-3
HTML
IChE
IDE
L-CAR
LTP
mAChR
MAP
MND
nAChR
NCT

NMDA

NRF
PEN 2
PHF
PKA, PKC
PND
PSEN 1
PSEN 2

PSP

y-butyrobetain

glykogen syntaza kinaza-3
B-hydroxytrimethyllysin

inhibitory cholinesteraz

inzulin degradujici enzym

L-karnitin

dlouhodoba potenciace
muskarinové acetylcholinové receptory
proteiny asociované s mikrotubuly
motor neuron disease

nikotinové acetyicholinové receptory
nikastrin

excitacni receptor N-methyl-D-aspartatové kyseliny glutamatového

typu

nervovy rustovy faktor
presenilinovy enhancer 2
parova helikalni filamenta
proteinkinaza A, C
Parkinsonova nemoc s demenci
presenilin 1

presenilin 2

progresivni supranuklearni paralyza



SD

SNP

TMABA

T™L

VaD

smiSena demence
jednonukleotidovy polymorfizmus
y-trimethylaminobutyraldehyd
e-N-trimethyllysin

vaskularni demence
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1. Uvod a cil prace

Demence je progresivni aireverzibilni Kklinicky syndrom zplsobeny
neurodegenerativnim poskozenim mozku. Se vzristajicim vékem stoupa jeji vyskyt.
Ve vékové kategorii nad nad 85 let trpi demenci pfiblizné 30 - 50% osob. Demence
vyrazné postihuje jedince v psychice i v jeho socidlnich funkcich. Navic vyrazné
oviiviiuje okoli nemocného. Nejcastéjsi formou demence je demence Alzheimerova
typu (DAT, asi 50 — 65%). Ta se fadi k nejzavaZn&jSim onemocnénim, a také
k nejnakladnéjSim na lécbu. Zavaznost spoiva v ¢etnosti, mife postizeni kvality
Zivota nemocnych i v tom, Zze DAT piedstavuje jednu z nejéastéjgich primarnich
pfi¢in smrti. V mozku pacientl s DAT dochéazi k postiZzeni v§ech oddil( cholinergniho
systému. Ten je poruden i u dalSich typl demenci, napf. u parkinsonskych
&i ischemicko-vaskularmich. Komplexni etiologie DAT v souasnosti neni piesné
znama, proto l{ééba tohoto onemocnéni neni kauzalni, ale pouze symptomaticka.
Hlavnim cilem soucasné lééby je tedy oddaleni progrese symptomd nemoci.
Vyuzivaji se postupy, které ovliviiuji znamé patogenetické procesy. V souéasné dobé
jsou u alzheimerovskych demenci pouzivany dva typy farmakoterapie: inhibitory
cholinesteraz (IChE) a parcialni nekompetitivni inhibitory NMDA receptor(l (excitaéni
receptory N-methyl-D-aspartatové kyseliny) - memantin.

UzZiti IChE je nejuzivané&jsi postup v terapii DAT, pfedevSim lehkych az stfednich
forem. Tyto latky patfi do skupiny kognitiv (l€ky ovliviivjici pfiznivé centralni
cholinergni transmisi). V klinické praxi jsou pouzivany tii zastupci této skupiny —

donepezil, rivastigmin a galantamin (GAL).

GAL vedle inhibice acetylcholinesterdzy (AChE) také alostericky moduluje
presynaptické i postsynaptické nikotinové acetylcholinové receptory (hnAChR). GAL
se vaze na jiné vazebné misto receptoru nez acetylcholin (Ach), éimzZ zesiluje jeho
pusobeni. Presynapticky to vede k ovlivnéni vyplavovani Ach i jinych
neurotransmiterl. Postsynapticka modulace potom zvy$uje cholinergni transmisi

v pfisludnych Eastech mozku.

L-karnitin (L-CAR) je pfirodni latka vyskytujici se ve tkanich savci. L-CAR
je nepostradatelny pro produkci energie ve tkanich, které jsou zavislé na beta-oxidaci
mastnych kyselin. Zprostfedkovava transport mastnych kyselin s del§im fetézcem
pfes mitochondrialni membranu do mitochondrialni matrix, kde probiha jejich oxidace



a zajistuje i zpétny transport toxickych zbytkd beta-oxidace. Je znamo, ze L-CAR
zvysuje prestup nékterych chemickych latek pfes biologické membrany.

Cilem této rigorézni prace bylo zjistit, zda preventivni podani L-CAR miZe zvysit
antiacetylcholinesterazovou aktivitu GAL cilenou na centraini nervovy systém mozku
laboratorniho potkana. Jako ukazatel efektu bylo zvoleno stanoveni aktivity AChE
ve frontalni kife, hipokampu, septu, bazalnich gangliich a hypofyze. Bylo
predpokladano, Ze pfedlétba L-CAR zesili inhibi&ni efekt GAL.



2. Klasifikace demenci

Diagnostika a lé¢ba onemocnéni s progredujicim kognitivnim deficitem, zejména
DAT a daldich onemocnéni vedoucich k demenci, je zavaZnym medicinskym
a socialnim problémem vyssiho stiedniho véku. Pocet lidi star§ich 60 let celosvétové
vyrazné nartsta zejména v primyslové rozvinutych zemich (Jirak a Lafikova, 2007).

Demence je progresivni a ireverzibilni Kklinicky syndrom zplsobeny
neurodegenerativnim poskozenim mozku. Je charakterizovana multifokalnim nebo
globalnim pogkozenim vy&Sich korovych funkci zahrnujicich pamét, mysleni,
orientaci, chapani, pocitani, exekutivni funkce (= vykonné funkce; organizované
dus$evni pochody, které vedou k realizaci cileného chovani, zaji$tuji samostatné
a Ucelné jednani clovéka), schopnost uceni, schopnost fedi a Usudek, pfitom védomi
nebyva zastiené. Sekundarné dochazi i k postiZeni nekognitivnich funkci, zejména
k porucham chovani (behavioralni symptomy), ke ztraté sobéstaénosti a v koneéném
disledku ke smrti.

Demence mizZe byt rozdélena podle klinickych pfiznak(i, neuropatologie a/nebo
etiologie (Grossman a spol., 2006; Jirak a Lafikova, 2007; Pidrman, 2007).

2.1 Epidemiologie

Demence je globalnim problémem a piestava se tykat pouze tzv. vyspélych zemi.
Vzestupna incidence souvisi s prodluzovanim délky Zivota, a stim souvisejicim
obecnym starnutim populace. Celkova prevalence demence predstavuje asi 1%
a stoupa svékem. Ve véku nad 65 let &ini 4 - 7% a po kazdych péti letech
se zdvojnasobuje. Ve véku nad 85 let trpi demenci 30 - 50% osob, Zeny Castéji nez
muZi (Jirdk a Lankova, 2007; Pidrman, 2007).

2.2 Etiologie
Demence Ize rozdélit do dvou skupin:
1. primémi. demence atroficko — degenerativniho pluvodu

2. sekundami. demence symptomaticke, kde se etiologicky uplatriuji systémové
choroby, vaskularni postizeni, infekce, intoxikace, Urazy a dalSi léze
postihujici mozek
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Nejvétdi podil vSech demenci tedy tvofi atroficko - degenerativni demence.
Nejéasté&jsi z nich je pak DAT (asi 50 - 65%). Druhou nej¢ast&jsi degenerativni
demenci je demence s Lewyho télisky (DLB, 10 - 15%), vzacné&jsi je skupina
frontotemporalni demence (novéji frontotemporalni lobarni degenerace, FTLD,
pfiblizné 5%). Vaskularni demence (VaD) tvofi odhadem 10 - 15% v§ech demenci.
Rada pacientll s DAT, DLB a FTLD ma soucasné pfitomnou ivaskularni sloZku,
jednd se pak o tzv. ,smiSené demence® (SD). Zbyvajicich necelych 10% tvofi
demence jine etiologie (Pidrman, 2003; Jirak a Larikova, 2007).

Etiologicka klasifikace demenci
o primarni degenerativni demence

» frontotemporalni postizeni: ,Pickliv komplex"
» parietotemporalni postizeni: DAT
» subkortikalni postizeni: napf. Huntingtonova nemoc, Parkinsonova

nemoc s demenci (PND)

o vaskularmi demence: napf. multiinfarktova demence, strategicky umisténé
infarkty, ischemicko - hypoxicka demence, jiné mechanismy - kombinace
nékolika faktord

o sekundarni demence: metabolické poruchy, poruchy vyZivy, intoxikace, zanéty
CNS, infekce aj.

o ostatni: pfi soucasném vyskytu rlznych etiologickych faktorl u jednoho
nemocného hovoiime o SD (Jirak a Lankova, 2007).

2.3 Rizikové faktory vzniku demence
o neovilivnitené faktory. vék, genetické faktory, napf. familiarni autozomalné
dominantni forma demence Alzheimerova typu s &asnym nastupem (FAD,
klinické pfiznaky se objevu;ji jiZ po 45. roce véku) nebo FTLD

o oviivnitelné faktory. vaskulami faktory (koufeni, obezita, diabetes, hypertenze
a zvySeny cholesterol), nadmérné piti alkoholu a drazy hlavy (Jirak a Lafikova,
2007).
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2.4 Klinické pfiznaky demence
Existuji tfi zakladni okruhy postiZzeni u demenci:

1. oblast kognitivnich (poznavacich) funkci: pamét, pozornost, motivace,

vnimani, intelekt, exekutivni funkce aj.

2. behavioralni a psychické symptomy demence: poruchy chovani, nalady,

emotivity, spanku apod., vyskytuji se u 70 - 90% pacientl s demenci

3. oblast aktivit denniho Zivota: zahrnuje celou $kalu bézZnych dinnosti
nemocného, nejprve jsou poruseny slozité profesni aktivity, pozdéji s progresi
demence dochazi k postiZzeni i bazalnich aktivit, jako je péfe o sebe sama,
osobni hygieny, oblékani apod.

Vétsina demenci, u nichZ je postizeni kortikalni nebo kortiko - subkortikalni (napf.
DAT), zadina poruchami paméti a dal8ich kognitivnich funke¢i. U tzv. podkorovych
demenci (PND, vaskularni pfevazné subkortikalni demence a dalSi) se nejdfive
vyskytuje tzv. dysexekutivni syndrom (porucha vykonnych funkeci - neschopnost byt
podukolli spravné za sebou, provedeni akce a spravné zhodnoceni. (Jirak
a Lankova, 2007).

Diagnézu demence lze stanovit na zakladé klinického obrazu — psychiatrického
a psychologického vySetieni. K jejimu ureni nestaCi pouze patologicky nalez
zobrazovacich technik, nebot mira atrofie & funkéniho postizeni nemusi zakonité
korespondovat se stupném demence (Pidrman, 2007).

Aby mohla byt stanovena diagnéza syndromu demence, musi kognitivni deficit
ovliviiovat socialni nebo pracovni statut pacienta a musi byt vylouena jina,

nedegenerativni pfi¢ina symptom( demence (Jirak a Lafkova, 2007).

Terapie demence =zahrnuje nejen Iéébu samotné kognitivni poruchy,
ale i behavioralnich a psychickych symptoml demence. Létba by méla vést
primarné ke zlepsSeni kvality Zivota pacienta a nasledné také ke zlepSeni kvality
Zivota jeho pecovatele (Jirak a Larikova, 2007).
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2.5 Demence Alzheimerova typu

DAT je nejCastéjsi demenci v populaci. Jedna se o primarnf degenerativni
onemocnéni mozku neznameé etiologie s charakteristickym neuropatologickym
a neurochemickym obrazem. Zacina obvykle plizivé, rozviji se pomalu b&hem let
a trvale progreduje. Onemocnéni v pruméru trva 9 let. Mezi &asné pfiznaky patfi
poruchy pameéti — vétipivosti i vybavnosti, porusena je zejména kratkodoba (pracovni)
pamét, star§i vzpominky byvaji zpo€atku dobfe zachovany. Proto se DAT nékdy fika
,amnestickd demence®. Rozvijeji se poruchy vizuoprostorovych funkci - vyrazné
je postizena orientace, nemocni &asto bloudi, dale dochazi k poruse exekutivnich
(frontalnich) funkci - porucha abstrakiniho mysleni, snizena pozornost, schopnost
planovani a organizace, schopnost provadét ve spravném pofadi i velmi jednoduché
¢innosti. Postupné dochazi k deterioraci v8ech symbolickych funkci (fatickych,
praktickych, gnostickych). Re& ztraci svoji plynulost, je obsahové prazdna, pacienti
¢asto hledaji slova. Rozvijeji se behaviordini a psychické symptomy demence.
V pozdnich stadiich onemocnéni pacienti prestavaji byt schopni komunikovat
s okolim, byvaji apatiéti, nepoznavaji své blizké, postupné s nimi ztraceji i oéni
kontakt, jsou inkontinentni. Celkova doba pieZiti kolisa od 5 do 19 let od po&atku
vzniku prvnich pfiznakl. V souasné dobé je DAT ireverzibilnim onemocnénim
(Pidrman, 2003; Grossman a spol., 2006; Jirak a Lankova, 2007; Pidrman, 2007).

2.6 Vaskularni demence
VaD patii vedle DAT a DLB mezi nejtastéjsi priciny demence ve stafi. Priblizné
10 - 15% vSech demenci je vaskularniho puvodu (Rusina a Maté&j, 2007).

VaD se li8i od DAT zatatkem, klinickymi rysy i pozdé&jSim prib&hem onemocnéni.
Pro anamnézu jsou typické ischemické ataky prfechodného razu s kratce narusenym
védomim, pfechodnymi parézami nebo ztratou vidéni. Demence mlZe také
nasledovat po nékolika akutnich cerebrovaskularnich piihodach nebo po jednom
vétSim zachvatu (méné &asto). Patologické kognitivni a dal$i symptomy se objevuji
nahle a ¢asto fluktuuji (Jirdk a Laitkova, 2007; Pidrman; 2007).

Ke stanoveni diagnézy VaD se vyZaduje: pfitomnost demence, cerebrovaskularni
onemocnéni prokazatelné klinicky a zobrazovacimi metodami a jejich vzajemna
souvislost. Ta je definovana bud €asovou navaznosti (1j. rozvoj demence do 3 - 6
mésicl po probé&hlém iktu) nebo vlastnim prib&hem kognitivnich poruch (nahly vznik
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a/nebo kolisavy priilbéh a schodovité zhorSeni). Pozornost musi byt vénovana
i topografii a velikosti vaskularnich loZisek v mozkové tkani. Uvedena diagnosticka
kritéria maji sva omezeni- 2adné z nich spolehlivé nerozli§i VaD a SD, rovnéz
nezohlediiuji v&asna stadia onemocnéni (Rusina a Matégj, 2007).

Typy vaskularnich demenci a jejich klinicky obraz:

Existuje nékolik forem cerebrovaskularniho postizeni, které mohou vést
ke vzniku demence — postizeni dilezité (z hlediska kognice strategické) oblasti
mozkového parenchymu, vicecetna loZiska (multiinfarktovd demence) a posléze
rozsahla, ¢asto splyvajici loziska v bilé hmoté hemisfér vedouci k subkortikalnimu
typu deteriorace. Samostatnou kapitolu tvofi demence rozvijejici se po iktu,
kdy se nemusi jednat vidy jen o &ist€ VaD, ale iktus nékdy miZe demaskovat
demenci dosud probihajici klinicky n&mé&. Casté jsou i SD, vétSinou se jedna
o kombinaci VaD a DAT. Vzacné se mohou vyskytnout i dédiéné podminéné VaD
(Whalley a Murray, 2003; Rusina a Maté&j, 2007).

o Strategicky infarkt — jednd se o postizeni rozsahlej§i a pro kognici
vyznamné oblasti mozkové tkané& krvacenim nebo ischemii, které mize
zpUsobit téZkou kognitivni alteraci, jejiz klinicky obraz bude odpovidat
lokalizaci Iéze. Pfedpoklada se, Zze takovéto izolované postizeni mize samo
o sobé& vysvétlit demenci, aniz by byla nutna pfitomnost dal§iho etiologického
faktoru (napf. komorbidita s nékterym neurodegenerativnim onemocnénim).
Typickym pfikladem strategicky uloZzeného subkortikainiho infarktu
je oboustranna thalamicka |éze zpUsobujici tézky dysexekutivni syndrom
a osobnostni zmény vlivem pferuseni subkortikalnich okruhli a spojt.
Prikladem korovych |ézi a odpovidajiciho klinického obrazu mize
byt poskozeni frontalniho laloku s rozvojem afazie, apraxie, dezinhibice nebo
apatie (Rusina a Matéj, 2007).

o Multiinfarktovd demence - vznikd nasledkem opakovanych iktl v klfe
a podkorovych oblastech s drobné&j§im nebo i rozsahlej§im mozkovym
postizenim. Jedna se o nejCast&j§i VaD. Kognitivni postizeni se li§i podle
lokalizace a rozsahu loZisek. Multiinfarktova demence se zpravidla projevuje
skokovym zhor$ovanim kognice i loZiskovych neurologickych projevi
u pacientl s anamnézou opakovanych drobnych ikth. Plynula progrese
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onemocnéni je mnohem vzacnéj$i. Vétsina pacientl ma sougasné hypertenzi,
diabetes mellitus, dyslipidémii. Schodovity raz progrese tak odpovida
postupné se objevujicim novym drobnym iktim, z nichZ kazdy ,pfilozi* dal$i
symptomy a v kone¢ném disledku se objevi obraz nepochybné kognitivni
alterace. U vétSiny pacientll se multiinfarktovd demence postupn& zhorsi
do obrazu tézké subkortikalni demence (Pidrman, 2007; Rusina a Matéj,

2007).

Subkortikalni ischemicka Ileukoencefalopatie - toto onemocnéni
je vysledkem postizeni cév malého kalibru, nej¢astgji v disledku
aterosklerotickych nebo hypertonickych cévnich zmén. Typické jsou rozsahlé
a Casto splyvajici ischemické zény v bilé hmot& mozkovych hemisfér. Tyto
zény odpovidaji oblastem demyelinizace subkortikalnich struktur a jsou €asto
provazeny i lakunarnimi infarkty (hlavnimi rizikovymi faktory jsou i zde
hypertenze a diabetes). Primarné zde tedy dochazi k po$kozeni podkorovych
struktur, proto i klinicky obraz odpovida subkortikalni demenci. Kognitivni
poruchy se projevuji pfedevsim bradypsychizmem, apatii, poruchou paméti
zejména ve vybavnosti (na rozdil od hipokampaini amnézie u DAT, pro niz
je typickd porucha nejen vybavnosti, ale zejména vstipivosti). Casta
je porucha soustfedéni a pracovni paméti. Vyznamné naruSeny jsou
i exekutivni funkce (planovani a organizovani, feSeni problému, schopnosti
abstraktnitho mysleni, zahajeni a pferuseni komplexnich pochodl) a dochazi
k porucham nalady, osobnosti a socialni integrace (Rusina a Maté&j, 2007).

Zmény v bilé hmoté bez projevii demence a rizikové faktory vaskulami
demence — na moznost subkortikalni ischemické leukoencefalopatie by mélo
byt pomysleno u star§ich pacientd s rozvijejicimi se poruchami chovani
ve smyslu dysexekutivniho syndromu, zejména pokud maji v anamnéze
hypertenzi, diabetes, koufeni nebo syndrom spankové apnoe. V poslednich
letech se vénuje vétsi pozornost ischemické chorobé srdeéni jako rizikovému
faktoru cerebrovaskularniho postizeni nejen pro moznost kardioembolizacni
mozkové cévni piihody, ale rovnéz pro rozvo] kognitivni deteriorace
ve vy§sim véku (Whalley a Murray, 2003; Rusina a Matéj, 2007).

U Fady star$ich lidi jsou pfitomny zmény v bilé hmoté, které maji ischemicko —
vaskularni charakter. Ve vétsiné téchto pfipadl Ize identifikovat pfitomnost
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vice vaskularnich rizikovych faktori soufasné. Léze vbilé hmoté& zvysuji
riziko rozvoje kognitivni deteriorace a mohou mit klinicky dopad i tam, kde
jesté nebyla spinéna kritéria pro demenci. Casto se totiz v téchto pfipadech
vyskytuje deprese a mirné motorické postizeni (Rusina a Matgj, 2007).

« Demence rozvijejici se po iktu - az u tietiny pacientl hospitalizovanych
s cévni mozkovou piihodou se do nékolika mésicl objevi pfiznaky demence,
piicemZ tato tendence stoupa s rostoucim vékem. Z etiopatogenetického
hlediska se jedna o znaéné heterogenni skupinu onemocnéni - od
multinfarktové demence pies nasledky strategického korového infarktu
po dekompenzaci subkortikalni leukoencefalopatie, casta je i SD (Rusina
a Matéj, 2007).

¢ Hereditarni vaskuldmi demence - nejtastéjsi formou hereditarni VaD
je CADASIL (autozomalné dominantné dé&diéna mozkova angiopatie
se subkortikalnimi infarkty a leukoencefalopatii), jejimz podkladem je mutace
vgenu Nofch3 na 19. chromozomu. Onemocnéni probiha pod obrazem
progredujici VaD, pfevazné subkortikalniho charakteru, s prvnimi projevy
tasto vmladS$im véku (5. - 6. decenium). Opakované ikty a tranzitorni
ischemické ataky postihuji aZz 80% pacientd. Bolesti hlavy vétinou charakteru
migrény byvaji az ve 40% pripadl. Nékdy se pfidruzuji psychiatrické projevy
a vzacnéji epilepsie (Rusina a Matéj, 2007).

V soucasné dobé kauzalni terapie rozvinuté VaD neexistuje. Je tedy nezbytné
vénovat pozornost primarni a sekundarni prevenci cerebrovaskularnich
onemocnéni. Prevence iktl zahrnuje $iroké spektrum mozZnosti, napf. Upravu
Zivotospravy, 1é€bu hypertenze, diabetu a dyslipidémie. Déle je nezbytné vénovat
pozornost nejen v&asné a uinné |&Ebé samotného iktu, ale i vSem dostupnym
mozZnostem prevence recidivy cévni mozkové piihody (napi. antiagregaéni lécba,
vindikovanych pfipadech warfarinizace, kompenzace hypertenze aj.). K ovlivnéni
VaD je podavéana fada latek z riznych Iékovych skupin. Jedna se napf. o vasoaktivni
substance, neuroprotektiva, nootropika a kognitiva. Z vysledkli metaanalyz vyplyva,
Ze vétsina téchto Iékli nema prokazatelny efekt na kognitivni vykonnost nebo dalsi
progresi VaD. Nejvice podkladll je pro podavani pentoxifyllinu a extraktl ginkgo
biloba. Oba léky maji mirny pfinos ve srovnani s kontrolni skupinou, ktera byla
léCena placebem. V poslednich letech se objevily vét$i randomizované studie
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prokazujici efekt podavani IChE a memantinu u pacienti sVaD nebo SD.
U pacientl s VaD se pfedpoklada cholinergni deficit v souvislosti s postizenim
cholinergnich drah v podkofi a lézi cholinergnich jader ve frontobazalni krajiné
najedné strané a glutamatové navozené neurotoxicity ischemickych loZisek
na strané druhé. PfestoZe existuje fada dostupnych (daji o Gginnosti a dobré
toleranci kognitiv u VaD, jejich podavani v soudasné dobé neni véeobecné pfijimano
a vfadé zemi (v&etn& CR) neni schvalena jejich thrada v této indikaci (Rusina
a Maté&j, 2007, Sheardova a spol., 2007).

kognitivhi funkce

N—

Alzheimerova demence === vaskularni demence tas

Obrazek 1: Klinicky prubéh vaskularni demence a demence Alzheimerova typu (upraveno
podle: Pidrman, 2007).

2.7 Demence s Lewyho télisky a demence pfi Parkinsonové nemoci

DLB a PND patii mezi tzv. synukleinopatie, tj. proteinopatie, které se vyznacuji
patologickym ukladanim proteinu a-synukleinu v neuronech a glii ve specifickych
oblastech kiry a podkofi. Mezi synukleinopatie se dale fadi: multisystémova atrofie
a onemocnéni Hallervorden-Spatz. Protein a-synuklein je u téchto onemocnéni
obsaZen v Lewyho téliskach - patologickém markeru pro diagnézu PND a DLB, dale
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v dystrofickych Lewyho neuritech a/nebo neuronalnich a gliovych inkluzich. Lewyho
téliska jsou tedy inkluze tvofené abnormalné fosforylovanymi neurofilamentovymi
proteiny agregovanymi s ubiquitinem a a-synukleinem (McKeith, 2002; Rektorova,
2004).

DLB a PND sdileji spoletné klinické symptomy a patologicky substrat. Lisi
se pfedevsim Casovou posloupnosti rozvoje jednotlivych charakteristickych pfiznak(
a lokalizaci patologickych lézi. Proto néktefi autofi povaZuji PND a DLB za rlzné
klinické projevy tehoZz onemocnéni s patognomickou pfitomnosti variabilniho
mnoZstvi Lewyho télisek v mozkovém kmeni (PND) a kortexu (DLB). Hlavni rozdil
mezi obéma jednotkami je tedy v Casovém rozvoji jednotlivych symptoml (demence
je pozdnim projevem PND, zatimco u DLB piedchazi projevim parkinsonizmu nebo
se projevi do 12 mésicl po nastupu parkinsonské symptomatiky (Rektorova, 2004;
Grossman a spol., 2006; Jirak a Laiikova, 2007).

Pfi¢inou parkinsonizmu u pacientll s PND a DLB je deficit dopaminu. Pfipadny
cholinergni deficit se jevi jako hlavni pfi€ina kognitivni dysfunkce a psychotickych
symptomu (Aarsland a spol., 2004; Rektorova, 2004).

U vSech pacientt sPND dochazi kdegeneraci dopaminergnich bunék
v substantia nigra pars compacta (buné&ny komplex A 9), ktera je u vétSiny pacientl
v mensim rozsahu kombinovana s degeneraci dopaminergnich bunék ve ventralnim
tegmentu (bunéény komplex A 10) a s degeneraci bun&k noradrenergnich (locus
coeruleus), cholinergnich (nucieus basalis Meynerti) a serotoninergnich (nuclei
dorsales rapheae). Jestlize dojde k zaniku bunék pouze v komplexu A 9, klinické
symptomy jsou pfevainé motorické, avSak zarovefi se mohou objevit i drobné
kognitivni poruchy, které jsou obvykle lehkého stupné. Jedna se o tzv. poruchu
exekutivnich funkci, které se uplathuji pfi Ukonech sméfujicim k uréitému cili
(naplanovani, iniciace, zaméfeni a udrZeni pozornosti, motivace k dosaZeni
specifického cile, Rektorova, 2004).

Kognitivni poruchy mohou progredovat do demence az u 20 - 40% pacientu.
Rozvoj PND sniZuje kvalitu Zivota, zvySuje stres petovatele, zkracuje dobu setrvani
pacienta v kruhu rodiny a urychluje jeho umisténi do ustavu s oSetfovatelskou pééi.
Demence vyznamné& zkracuje dobu preZiti pacientd s PND. Patofyziologicky
se zigjmé uplatiiuje jednak soudasny Ubytek buné&k v buné&tném komplexu A10
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ajednak rozsahlej§i degenerativni procesy, v&etné =zaniku cholinergnich,
ale i adrenergnich a serotoninergnich bunék a pferueni jejich vzestupnych drah.
Neuropsychologicky profil PND je charakterizovan progresivnim ,dysexekutivnim®
syndromem s pamétovym deficitem a poruchou abstraktniho mysleni. | kdyZ
u vétdiny pacientt s PND jsou zarovei pfitomny Lewyho téliska v kortexu
a patologicky nalez charakteristicky pro DAT (neuritické plaky a neurofibrilarni
smotky), pouze nanejvy$ tfetina pacientl s PND spliiuje klinickd a kvantitativni
patologicka kritéria pro koexistenci DAT nebo DLB (Rektorova, 2004).

DLB sdili klinické a patologicke rysy DAT a PND. Vzajemné odlideni &ini
problémy — kde zacinaji a kon&i hranice t&chto tfi poruch (McKeith, 2002; Konrad,
2004).

Pro DLB je typické kolisani kognitivnich funkci, spontanni pfiznaky parkinsonizmu
a vizualni halucinace. Jestlize se objevi parkinsonsky syndrom jako prvni pfiznak
demence, dochazi k pinému rozvoji onemocnéni maximalné do dvou let. Diagn6zu
DLB podporuje senzitivita na antipsychotika (jejich podani by vedlo k rozvoji tézkého
zivot ohroZujiciho stavu - wvyraznému zhorSeni parkinsonského syndromu),
prechodné poruchy védomi, opakované pady, synkopy, bludy a halucinace v jinych
nez vizualnich modalitach. Na rozdil od PND jsou uvadény tézsi éasné poruchy
vizuopercepénich,  vizuokonstruktivnich a  vizuoprostorovych  schopnosti.
Morfologicky se u DLB nachazeji Lewyho téliska pfevazné v limbickém kortexu,
ale i v podkorovych strukturach (McKeith, 2002; Aarsland a spol., 2004; Rektorova,
2004; Pidrman, 2007).

Cista“ DLB se vyskytuje zfidka, aZ v 90% jsou nachazeny zmény typické pro
DAT (neuritické plaky a tauopatie — ,fangles). Neurochemicky a z hlediska lé¢ebné
strategie je vyznamné sniZeni cholinergni aktivity, které je vyraznéj$i nez u DAT. Jde
o nasledek degenerace cholinergnich projekénich presynaptickych neuron(
v mozkovém kmeni a bazalnich oblastech hemisfér (nucleus basalis Meynerti)
podobné jako u DAT. Deficit kortikalni AChE koreluje s tizi kognitivniho deficitu
a vizudlnich halucinaci (McKeith, 2002; Konrad, 2004, Rektorova, 2004).

DLB je nemoci pozdniho véku s primérnym vékem podatku nemoci 75 - 80 let.
Pfi znalosti diagnézy se Ize vyhnout iatrogennimu poskozeni klasickymi neuroleptiky

(napf. levopromazinu, haloperidolu, perfenazinu) a zvolit vhodnou farmakoterapii.
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V soudasnosti se |i zdaji byt pfedev&im IChE, po kterych byla dokonce pozorovana

wew s

pidrman, 2007).

2.8 Frontotemporalni lobarni degenerace

Toto onemocnéni zadina relativné Casné, obvykle pired 65. rokem véku
a ve srovnani s DAT maji nemocni s FTLD krat$i dobu pfeziti a rychlej&i progresi
poruch kognitivnich funkci a funk&niho deficitu. Pozitivni rodinna anamnéza
je popisovana u 30 - 50% pfipadu, pfiblizné v 10 - 40% se jedna o autozomalné
dominantni pfenos. Incidence u muzi a Zen je srovnatelna (Snowden a spol., 2002;
Rektorova, 2006).

Z klinického hiediska lze hovofit o tfech hlavnich formach FTLD:

1) behavioralné — dysexekutivni varianta s postupnym progresivnim narlstem

behavioralnich projevl
2) progresivni non — fluentni afazie
3) sémanticka demence

Klinické projevy téchto tfi variant se mohou v pribéhu progrese onemocnéni
navzajem kombinovat (Snowden a spol., 2002; Rektorova, 2006).

.Pickllv komplex" je jednotka, kterA podle nékterych autorli zahrnuje celé
heterogenni spektrum FTLD, jak po strance patologické, tak i klinické. Projevy
se mohou navzajem kombinovat a zahrnuji progresivni afazii, behavioralni pfiznaky,
dysexekutivni syndrom, parkinsonizmus, apraxii a tzv. postizeni centralniho
motoneuronu (jednotka s ubiquitin pozitivnimi a tau negativnhimi inkluzemi,
Rektorova, 2006).

Pfed vice nez sto lety Arnold Pick poprvé popsal demenci s frontotemporalini
atrofii, ale teprve o nékolik let pozdéji popsal Alois Alzheimer tzv. Pickovy burky
(balonovité zdufelé achromatické neurony) a Pickova téliska (argyrofilni
intraneuronalni cytoplazmatické inkluze obsahujici tau-protein), kieré se objevuji
nejvice v limbickych a paralimbickych strukturach frontalnich a temporalnich lalok
a jsou patognomickym néalezem pro Pickovu nemoc. V 80. a 90. {etech minulého
stoleti nékolik skupin vé&dcl popsalo fadu pacientl, jejichz klinicky obraz sice
pfipominal Pickovu nemoc, ale ktefi neméli typicky histologicky nalez a Iligili
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se i z hlediska klasické lobdarni atrofie. Tato onemocnéni dostavala postupné celou
fadu jmen: napf. frontotemporalni demence, frontalni degenerace non -
Alzheimerovského typu, primarni progresivni afdzie, sémantickd demence atd.
(Snowden a spol., 2002; Rektorova, 2006).

Klinické projevy jednotlivych forem FTLD:

e behaviorainé - dysexekutivni varianta — plizivy poCatek a pomala progrese,
¢asna deteriorace spolecenskych aktivit, Easna zména chovani a neschopnost
regulovat své chovani, mentalni rigidita, zmé&ny pfijmu potravy, stereotypni

re¢, mluveni bez prestavek aj.

e progresivni non - fluentni afazie — plizivy potatek a pomala progrese, hlavnim
pfiznakem je progresivni expresivni afazie (charakterizovana predevsim
fonologickymi a gramatickymi chybami a potizemi s vybavovanim slov),
problémy se ¢tenim a psanim, porozuméni vyznamu slov a vét zlstava

relativné zachovano a;.

e sémanticka demence - plizivy polatek a pomala progrese, nemocny
ma problém s pojmenovanim a porozuménim vyznamu slov a vét, feCovy
projev je plynuly a gramaticky spravny, relativné zachovana je téz schopnost
opakovani slov a hlasitého ¢teni a psani ¢asto uzivanych slov, je pfitomna
zrakova asociaéni agnézie (nemocny ma problém rozpoznat/identifikovat
vidéné objekly), sémantické postizeni je tedy jak ve sloZzce verbalni,
tak i neverbalni, toto postizeni je vkontrastu s usetfenim zrakové
prostorovych funkci a recentni autobiografické paméti (Rektorova, 2006).

Do spektra FTLD (Pickova komplexu) jsou nékterymi autory fazeny progresivni

supranuklearni paralyza (PSP) a kortikobazalni degenerace (CBD).

V pfipadé PSP je parkinsonsky syndrom doprovazen parézou sdruZzeného
vertikalniho pohledu (zejména sméru dollr) v ramci kortiko/bulbarni poruchy, ktera
se projevuje rovnéz poruchou polykani, dale je typicka ¢asna porucha stoje a chluze
s pady nazad a postupné se rozvijejici demence.

CBD je vzacné neurodegenerativni onemocnéni s extrapyramidovymi symptomy
(hypokinetické — hypokineze, akineze, rigidita, hyperkinetické — tremor, chorea, tik
aj.), sprojevy lozZiskovych neokortikalnich lézi a demenci. CBD se projevuje
kombinaci asymetrického syndromu akineticko-rigidniho s ideomotorickou apraxii,
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astereognozii (chybné rozpoznavani pfedmétl hmatem pii zavienych ogich)
a poruchou &iti pfedevsim ve formé grafestezie (porucha prostorového a ploSného
vnimani dotykovych podnétl) a diskriminaéniho &iti na jedné horni konéetiné. Dale
jsou pritomny napf. centralni pyramidova symptomatika (porucha hybnosti, postiZzeni
svalového tonu, hemiparézy, hemiplegie), poruchy chlize, amyotroficky syndrom (=
kombinace postiZeni centralniho a periferniho motoneuronu projevujici se napr.
smigenou parézou, poruchou motoriky, svalovou atrofii, poruchou hybnosti,
pulbarnimi pfiznaky — porucha polykani aj.) a pozdni kognitivni deficit, ktery
progreduje do demence. Obvykle se onemocné&ni objevuje v pozdné dospélém véku,
nastup pfiznaku je pozvolny, ale rychle progredujici. Doba preZiti je 5 - 7 let, pacienti
zpravidla umiraji na interkurentni onemocnéni (Rektorova, 2006).

Vedle klinického déleni existuje z neuropatologického pohledu komplikované
a stale se vyvijejici déleni FTLD podle imunohistochemického obrazu a charakteru

intracelularnich inkluzi.
Jedna se o:

> tauopatie: Pickova nemoc, frontotemporalni demence vazana na chromozom
17, CBD, PSP, DAT, demence s argyrofilnimi zrny. Tau-protein se podili
na stavbé a stabilité mikrotubull. V lidském dospélém mozku Ize nalézt
6 izoforem tau-proteinu, kiteré se lisi zastoupenim aminokyselinovych repetic
v oblastech vazebnych zakon&eni. V elektronovém mikroskopu lze rozeznat
tzv. ,3 - R a ,4 - R" izoformy tau proteinu, jejichZ rozli§eni mize pomoci
v pfesnégjsi patologické diagnostice, napf. PSP a CBD patii mezi tauopatie
s pfitomnosti depozit 4-R izoforem tau proteinu, zatimco Pickova nemoc

se vyznacuje pfitomnosti 3 - R izoforem

» ubiquitinopatie (= proteinopatie vyznacujici se patologickym ukladanim
ubiquitinu) - ubiquitin pozitivni a tau negativni FTLD: FTLD - MND (,mofor
neuron disease”), tedy s projevy syndromu amyotrofické lateralni skler6zy
nebo FTLD - U s ubiquitin pozitivnimi neurity a/nebo intraneuronalnimi
inkluzemi ve frontalnich/temporalnich lalocich a/nebo v gyrus dentatus, avdak
bez pfitomnosti MND inkluzi v kmenovych motoneuronech a bez pfitomnosti

projevi MND.
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» FTLD bez specifického histologického obrazu, ale s typickym klinickym
obrazem a frontotemporalini atrofii mozku

U pacientdt s FTLD byl opakované prokazan deficit v serotoninovém
a dopaminovém neurotransmiterovém systému, zatimco cholinergni systém z(stava
relativné intakini. Farmaka pouzivana pfi IéEb& DAT tedy nejsou efektivni v 1éEbé
FTLD. Naopak se zda, Zze néktera |éiva pUsobici na serotoninovy systém (napf.
inhibitory zpétného vychytavani serotoninu) mohou zlepSit nejen depresi, ale i dalsi
patologické behavioralni projevy. Pfesto nebylo zaznamenéno zlepSeni samotnych
kognitivnich funkci, navic se jednalo 0 malé oteviené studie nebo kazuistiky.
Doposud tedy neni dostatedné mnoZstvi diikazi o efektivité jakékoliv I&é€by FTLD
(Snowden a spol., 2002; Rektorova, 2006).

2.9 Smisené demence

U fady nemocnych s demenci je, jak jiz bylo fe€eno, mozek sou€asné postizen
vice typy chorobnych procest. Tato komorbidita je vyznamna zejména u DAT.
Asi nejcastéj$i je kombinace DAT a VaD. Vzhledem kvyznamnym vzajemnym
pfesahim obou nemoci je rozliSeni mezi ob&ma poruchami mnohdy nesnadné.
Podle nékterych autorl az u 60% pacientd s DAT lze nalézt vice nebo méné
pokro&ilé cerebrovaskularni zmény. Na druhou stranu ischemické postizeni vnitfni
temporalni krajiny a frontobazalni oblasti miize vyvolat klinicky obraz podobny DAT.
Mezi DAT a cerebrovaskularnimi zménami existuje silnd vazba a synergické efekty.
Pro pfitomnost VaD svédé&i schodovité horSeni, kolisavy pribéh, pfitomnost
vyznamnych vaskularnich rizikovych faktorll (diabetes, hypertenze, iktus
v anamnéze) a loziskovy nalez pfi klinickém vysetfeni. Smérem k DAT naopak bude
smeéfovat anamnesticky Udaj poruchy paméti a postupného zhorSovani kognitivni
vykonnosti patrny jizZ pfed iktem. V posledni dobé se ukazuje, Zze nékteré vaskularni
rizikové faktory mohou pfispivat k rozvoji nejen VaD, ale i DAT. Jedna se napf.
o hypertenzi, hypercholesterolemii, hyperhomocysteinémii. Velka pozornost
je vénovana i genotypu apolipoproteinu E (APO E, viz nize). K odli§eni VaD od DAT
pomUiZe neuropsychologické vySetfeni a zobrazovaci metody (CT a pfedeviim MRI).
Neuropsychologické vySetieni nachazi u VaD i postizeni exekutivnich funkci
a pozornosti, pamét je naruSena vice v sémantické oblasti. U DAT naopak dochazi
k vét§imu postizeni anterogradni epizodické paméti. Pfiznacna je porucha ukladani
novych informaci do dlouhodobé paméti. Rovnéz dochazi k oslabovani pamétovych
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stop, coZ |ze ovéit nalezem zhorSené v&tipivosti i vybavnosti verbalniho i vizualniho

materialu.

Soutasné se dale vyskytuje DAT a synukleinopatie (napf. DLB) a dalsi
kombinace postiZzeni mozku. Prevalence SD v populaci neni znama (Whalley
a Murray, 2003; Konrad, 2007; Rusina a Matéj, 2007).

/ RIZIKOVE FAKTORY

-

stémutf,
genatické dispozice,
hypercholesterolé mic I
2 -~
mozkové infarkty =
AN PATOLOGIE . L P
e, VASKULARNE PATOLOGIE
| b status lacunaris, _—
Kze bilé hmoty
- = oterosklerdza, makro-,
: i e kroangiopatic,
plaky, tangles mnohofemd mikroinforkty o i
zirdty synapsi, ztrdty neuroni, = sniEend perfuze,
idovd anaiopati mozkovd otrofie
CLIEE Ty | sniZeni glukézového metabolizmu
v :
kognitimi deficit
‘ demence

l Obrazek 2: Patogenetické faktory ve vyvoji smisené demence (podle Jellingera,
! upraveno podle: Konrad, 2007).
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3. Demence Alzheimerova typu — etiopatogeneze, klinicky
obraz, diagnostika a souCasné moznosti lé¢by

DAT vpatfi mezi na véku =zavisla neurodegenerativni onemocnéni
s charakteristickymi neuropatologickymi zmé&nami, které jsou spoleéné pro v8echny
postizené. Demence je organické onemocnéni mozku vedouci k ubytku kognitivnich
funkci a pozdéji i ke zménam chovani a uplné degradaci osobnosti. Etiologie tohoto
onemocnéni neni znama, vi se v8ak, Zze ma multifaktoriaini charakter a na jejim
vzniku se podili genetické i negenetickeé faktory. U DAT existuje interindividualni
variabilita, co se tyée doby vzniku, rychlosti progrese i nékterych dalSich klinickych
odchylek. Znaéné se mohou li§it genetické predispozice jednotlivych pacientt
a mnoZstvi a druh nejriznéjSich faktori, které ovliviiuji rozvoj a pribéh choroby
(Kupka a spol., 2000; Fabianova 2008; Jirak, 2008; Stastny, 2008).

DAT je jednou z hlavnich primarnich pfi¢in smrti. V soucasné dobé neni DAT
vyléitelnym onemocnénim, da se vSak pfiznivé ovlivnit tak, Ze dojde k oddaleni
tézkych stadii. Jsou vSak jiz vyvijeny terapeutické pfistupy, které pravdépodobné
povedou kvylégeni nebo alespofi k zastaveni progrese tohoto zhoubného
onemocnéni (Fabianova 2008; Jirak, 2008).

Ve véku nad 65 let trpi klinicky vyjadifenou formou demence asi 4 — 7% populace
(jednotlivé statistiky se vyrazné li§i) a minimalné polovina znich trpi DAT.
V prumyslové vyspélych zemich je DAT jednou z nejrozsifenéj§ich nemoci vibec.
Odhaduje se, Zze v Ceské republice je minimalng 70 000 pacientl s klinicky
vyjadienou DAT, ale pravdépodobné jich bude vice. Vzhiedem k tomu, ze demence
u nas nejsou spravné diagnostikovany — dochazi k nadhodnocovani diagnézy VaD,
nebo ziistavaji nerozpoznany (Jirak, 2008; Stastny, 2008).
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3.1 Etiopatogeneze demence Alzheimerova typu

U pacientl s DAT jsou pfitomny vyznamné neuropatologické nalezy. U vétiny
z nich lze prokazat kortikosubkortikalni atrofii mozku. Stupefi atrofie obvykle
odpovida stupni postizeni kognitivnich funkci, ne v8ak ve v8ech pfipadech. Pii DAT
dochazi kdegeneraci urditych mozkovych proteini a ke tvorb& proteinl
patologickych (Jirak, 2008).

Zékladni neuropatologické nalezy u demence Alzheimerova typu:

s atrofie mozku

¢ naru$ena cholinergni neurotransmise

e tvorba insolubilniho beta-amyloidu, formace plak(

o sterilni zanét

¢ amyloidova angiopatie

e degenerace intraneuronainiho tau-proteinu, tvorba neurofibrilarnich smotk(

» pusobeni volnych kyslikovych radikald

¢ excitotoxicita (nadmérné uvoliiovani excitacnich aminokyselin — glutamatu
a aspartatu) — zvySend stimulace receptorl pro glutamat a aspartdt —
nadmérny influx kalciovych iontd do neuroni — naruSeni dlouhodobé
potenciace (long - term potentiation, LTP) a zvy$ena apopt6za neuronl

+ vysoky obsah monoaminooxidazy B

e snizené mnoZstvi nervovych rustovych faktorti (NRF; Jirak, 2008)
Vysvétleni molekularnich mechanizmu vzniku DAT nabizeji dvé hlavni hypotézy:

1. hypotéza kaskady amyloidovych proteinti

2. hypotéza degenerace cytoskeletu

Obé se opiraji o jiné, irdi patogenetické koncepce, zejména teorii kalciového
signalu a teorii volnych radikali (Vesely a spol., 2002).

V mozkové tkani pacientl trpicich DAT se hromadi nadmérné fosforylované
slozky cytoskeletu nervovych bunék. V téchto fosforylacnich dé&jich hraji vyznamnou
ulohu enzymy glykogen syntaza kinaza-3 (GSK-3) a cyklin-dependentni kinaza
5 (CDK5). Tyto enzymy fosforyluji klitové aminokyseliny bilkoviny zvané amyloidni
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prekurzorovy protein (APP) a tau-proteinu. Poruchy regulace aktivity t&chto enzymd
se objevuji jiz v Casnych stadiich vyvoje DAT, ktery pokraduje masivnim zanikem
neuronl a rozkladem kognitivnich funkci pacientd (Vesely a spol., 2002; Igbal
a Grundke-lqbal, 2008).

Dé&je v buiikach ovladaji mechanizmy zpracovani signaiG. Signalni kaskady
kontroluji hlavné rovnovahu mezi fosforylaci proteinl, kterou zajistuji kinazy
a defosforylaci, jiz obstaravaji fosfatazy. Enzymy GSK-3 a CDK5 jsou &leny dvou
blizkych rodin. Oba enzymy fosforyluji aminokyseliny serin nebo threonin obsaZené
v sekvencich Lys-Ser/Thr-Pro a patfi k enzymim navadénym na své substraty
prolinem (prolin-dependentni kinazy). GSK-3 je konstitutivné aktivni enzym, ktery
je vmozku pfitomen ve dvou izoformach, GSK-3a a GSK-3b. lzoformy vznikaji
odlisnym sestfihem produkiu jediného genu. Rodina cyklin-dependentnich kinaz
zahrnuje celkem devét &lenti oznatovanych CDK1-9. Vétsina z nich zaujima kliGové
pozice v kontrolnich bodech buné&éného déleni. CDK5 je vyjimeéna tim, Ze buriky,
v nichZ je jeji aktivita nejvyssi, jsou nedélici se pre-terminalné anebo terminainé
diferencované neurony. Druhou zvlastnosti CDKS je, Ze jeji regulaéni podjednotkou
neni cyklin, jako u vétsiny ostatnich CDK, ale aktivaéni protein p35 nebo protein p39
(Vesely a spol., 2002).

3.1.1 Extracelularni depozita — kaskada amyloidovych proteinu

Primarnim zdrojem beta—amyloidu je APP. Zraly APP je integralnim
glykoproteinem povrchové membrany nervovych bunék, ktery hraje roli v buné&éné
adhezi a membranové integrité. APP se vyskytuje v nékolika izoformach.
V endoplazmatickém retikulu a v cis-Golgiho cisternach Ize prokazat pfitomnost
nezralé, N-glykosylované formy APP, zatimco zralda N- a O-glykosylovana
transmembranova forma APP je v trans-Golgiho cisternach a v plazmatické
membrané. Jak cytoplazmaticka, tak extracelularni doména zralého APP mohou byt
fosforylovany.

Bylo zjisténo, Ze piiblizné 90% APP 35tépi enzym a-sekretdza. Tento enzym
Zmembrany uvoliuje rozpustny fragment (saAPP) s pfedpokladanou
neuroprotektivni  funkci. V membrané zUstavda mensi fragment tvofeny
83 aminokyselinami (C83), ktery ovliviiuje aktivitu nékterych genl. Tento fragment
se poté §tépi pfimo v membrané y-sekretazou. Z fragmentu C83 vznika peptid p3 (Mr
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~ 3000). Enzymova aktivita a-sekretdzy vSak po 45. roce véku klesa a postupné
je nahrazovana B-sekretazou, proamyloidnim enzymem, kiery $tépi APP v jiném
misté neZ a-sekretaza. Pfitom se uvoliiuje mensi fragment (sBAPP) a v mebrané
zustava zakotveny fetézec 99 aminokyselin (C99). Z ného y-sekretdza, enzymovy
komplex obsahujici presenilin a tfi dal§i intramembranové proteiny, nikastrin (NCT),
,anterior pharynx-defective phenotype 1" (APH1) a presenilinovy enhancer 2 (PEN
2), uvolfiuje méné specifickym zplsobem peptidy tvofené 37 - 43 aminokyselinami
(AB; viz obr. 3). Ztéchto peptidl je nejvice zastoupen polypeptid tvofeny 40
aminokyselinami  (AB40), ktery je pomé&mé dobfe rozpustny, zatimco
o 2 aminokyseliny del8i peptid AB42 je zastoupen jen 5 - 10%. Pfi DAT je viak tvorba
produktl posunuta ve prospéch silné amyloidogenniho a neurotoxického peptidu
AB42. Takto vznikle delsi beta-peptidy nejprve oligomeruji, tzn. spojuji se dvé astice
mezi sebou (oligomerizace AB peptidd vyznamné zvy$uje jejich neurotoxicitu),
nasledné pak dochazi ke koagulaci téchto peptidii v extracelularnim prostoru, a tim
ke vzniku patologického proteinu beta-amyloidu. Na tomto procesu se vyznamné
podili presenilin 1 (PSEN 1) a presenilin 2 (PSEN 2) - proteiny tvofici ¢ast y-
sekretazového komplexu. Agregaci beta-amyloidu pak nasledné vznikaji senilni
plaky. Amyloidové plaky se tedy hromadi vné bunék a byvajl zviasté hojné
v hipokampu a v pfilehlé kife (Felician a Sandson, 1999; Vesely a spol., 2002,
Nussbaum a Ellis, 2003; Rosenthal a Khotianov, 2003; Klafki a spol., 2006; Barto$§ a
Ripova, 2007; Jirak, 2008; Stastny, 2008).

inhibitory agregace

SBAPP
lumen l J_
I AB40 (>80%)
AB42 (>2095)
cytoplazma
Ialky selektivné sniZujici Ap42
CTFB CTFy
inhibitory p-sekretazy inhibitory y.sekterazy

Obrazek 3: Tvorba beta-amyloidu a mista moZného terapeutického Uéinku (upraveno podie:
Golde, 2003).
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3.1.2 Intracelularni depozita — degenerace neurocytoskeletu

Zatimco beta-amyloid se uklada intersticiaing, neurofibrilary smotky (tangles),
jejichz hlavni sloZzkou jsou tzv. parova helikalni filamenta (PHF), se v mozcich
pacientl trpicich DAT nachazeji uvnitf nervovych bunék. PHF obsahuji pfedevsim
nadmérné fosforylovany tau-protein (Vesely a spol., 2002).

Fyziologické funkce fau-proteinu: tau-protein je &lenem velké rodiny proteinl
asociovanych s mikrotubuly (MAP), tento fosfoprotein ma dullezitou dGlohu
v axonalnim transportu a je vysoce hydrofiini a tepelné staly. V lidském mozku
se vyskytuje v Sesti hlavnich izoformach. Tyio izoformy obsahuji 352 - 451
aminokyselin kédovanych 11 exony na chromosomu 17, které se pfi sestiihu mRNA
rizné kombinuji. Zmé&né&ny pomér jednotlivych izoforem a zvy$ena fosforylace tau-
proteinu pfi DAT zplsobuji, Ze je tau-protein uvolfiovan z mikrotubulariho aparatu
neurondl, coZ destabilizuje jejich cytoskelet. Tau-protein méa pfirozené denaturovanou
nahodnou strukturu a vyznaéuje se proto mimoradnou prostorovou promeénlivosti.
To ho pieduréuje pro funkci vazebného proteinu. V fetézci tau-proteinu jsou
tfi aZ Ctyfi Useky opakujicich se aminokyselinovych sekvenci, které jsou bohaté
na bazické postranni fetézce a kterymi tau-protein ovliviiuje strukturu a funkci
mikrotubulh. Zaroverl miZe tyto sekvence vyuzit pro vazbu jinych proteinl, napf.
aktinu, kalmodulinu, a-synukleinu, fosfatazy PP 2A a 2B nebo-li kalcineurinu a jinych.
Vaze také kinazu p35/CDKS5, jejimZz je zarover substratem. Oblasti lemuijici
opakované aminokyselinové sekvence tau-proteinu patrné plsobi jako jakési Celisti,
jez uchyti tau-protein ve spravné pozici na mikrotubulech. Samotné opakované
sekvence pak podporuji polymerizaci mikrotubull a stabilizuji je. K produktivni vazbé
tau-proteinu na mikrotubuly, bez niz neni vystavba tubull moZna, stadi jedina
zminéna sekvence. Pro adhezi tau-proteinu na mikrotubuly jsou kritické fosforylace
aminokyselin Thr(231), Ser(235), Ser(262) a Ser(404). Dale se na ni podileji
aminokyseliny Lys(274) a Lys(281). Pro naslednou mikrotubularni agregaéni funkci
tau-proteinu jsou zejména dilezité volné postranni fetézce aminokyselin Ser(202)
a Thr(205). Tau-protein se fyziologicky fosforyluje na 8-10 mistech. Na jeho
fosforylaci se mlZe podilet fada proteinkindz. Pre-fosforylace tau-proteinu
proteinkinazami A nebo C (PKA, PKC), kaseinkinazou 1 (CK-1; casein kinase 1)
anebo kinazou Il zavislou na kalmodulinu (CaM kinazou II; calmodulin-dependent

kinase 1), které nejsou pii navadéni na substrat zavislé na prolinu, vyrazné zesiluje
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naslednou fosforylaci tau-proteinu prolin-dependentnimi kinazami. CDK5 specificky
fosforyluje tau-protein v pozicich Ser(202), Thr(205), Ser(235) a Ser(404), zatimco
GSK-3b modifikuje Ser(199), Thr(231), Ser(396), Ser(413) a slab& Ser(404).
Fosforylace tau-proteinu prostfednictvim CDKS ma dva U&inky: 1. zvySuje aktivitu
GSK-3b viéi tau-proteinu, nebo ji dokonce umoziiuje — zejména fosforylaci Thr(231);
2. inhibuje dal$i fosforylaci tau-proteinu kinazami PKC a CK-1, nikoliv v8ak kinazou
PKA nebo CaM kinazou Il. MAPK/Erk také dovede fosforylovat Ser(235) a vytvaret
tak podminky pro fosforylaci Thr(231). Fosforylované postranni skupiny tau-proteinu
se mohou zbavit fosforeEnych substituentl spole€nym plUsobenim fosfatazy PP-2A,
anebo kalcineurinu (Felician a Sandson, 1999; Vesely a spol, 2002; Barto$
a Ripova, 2007; Igbal a Grundke-Igbal, 2008; Stastny, 2008; Castellani a spol.,
2009).

Patobiochemie tau-proteinu: fosforylace tau-proteinu mize probihat asi na 80
pozicich, vétSina z nich, i kdyZ ne vSechny, jsou motivy Lys-Ser/Thr-Pro. Nejdel$i
izoforma tau-proteinu lidského mozku obsahuje 17 takovych motivi. Pozornost
zasluhuje zjisténi, 2e GSK-3b i CDK5 se hromadi v neurofibrilarnich tangles
uz v ranych stadiich jejich vzniku a Ze vzestup aktivity obou enzymU pfedchazi tvorbu
neurofibrildtnich tangles. Za normalnich okolnosti ziejmé existuje dynamicka
rovnovaha, kdy se ur€itd frakce CDK5 vaze na tau-protein a sekvestruje
se tak v mikrotubularnim kompartmentu. Kindza p35/CDK5 se vaZze na tau-protein
prostifednictvim své katalytické podjednotky. Po fosforylaci se tau-protein z vazby
uvoliuje a komplex p35/CDK5S - tau-protein - mikrotubuly se rozpada.
Hyperfosforylaci tau-proteinu se tedy piestava udrzovat mikrotubulami sit, coz vede
k naruseni axonalniho transportu. Soucasné hyperfosforylované formy tau-proteinu
tvofi neurofibrilarni tangles v bunéénych télech neuron(, zejména ve frontaini,
parietalni a temporalni kife, v hipokampu a amygdale. Takto po&kozené nervové
budky podiéhaji apoptéze. Proces nepoznané (preklinicky) probihajiciho
nitrobunééného a nasledné i mimobunécného hromadéni neurofibrildrniho materialu
je v mozcich osob s genetickym rizikem DAT vyznamné urychlen. Tento material pak
poskozuje synapticka spojeni, coZ souvisi s rozvojem demence a vede k manifestaci
klinickych projevi nemoci (Vesely a spol., 2002; Rosenthal a Khotianov, 2003;
Barto$ a Ripova, 2007; Igbal a Grundke-lqbal, 2008; Jirak, 2008; Stastny, 2008).
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Obrazek 4: Fosforylace tau-proteinu ! (upraveno podle: Rosenthal a Khatianov, 2003).

Prolylizomeraza Pin1. Fosforylace tau-proteinu na Thr(231) kinazou GSK-3b
je nezbytna pro rozpoznani tau-proteinu prolylizomerazou Pin1. Interakce mezi tau-
proteinem a Pin1 je funkéné neobyéejné vyznamna. Hyperfosforylovany tau-protein
se nemuZe vazat na mikrotubuly, ale Pin1 miZe jeho normalni agregaéni
a stabilizatni tubularni funkce obnovit. V mozcich pacientd s DAT je nedostatek
solubilni formy Pin1. Pin1 se v nich hromadi pfevainé v PHF. To znemoZiiuje
normalni regulaci MAP a dalSich fosfoproteinl, za niZ je Pin1 odpovédna.
V koneénych dusledcich tento retézec, ktery zacind fosforylaci tau-poteinu
prostiednictvim CDKS a pokracuje fosforylaci Thr(231) od GSK-3b, spousti
programovanou buné&nou smrt. GSK-3b také fosforyluje, a tim inhibuje klicovy
enzym glykolyzy — pyruvatdehydrogenazu. Nasledné vazne pfeména pyruvatu
na acetyl-CoA, ktery chybi pro syntézu Ach. Nedostatek Ach je pro DAT
charakteristicky. Naproti tomu AChE, enzym odpovédny za $tépeni Ach, se hojné
vyskytuje jak v mezibunédnych depozitech, tak v neurofibrilarnich tangles.
Hyperfosforylace tau-proteinu ma je$té jeden disledek - tau-protein se stava
rezistentnim proti proteolytickému Stépeni. Hromadéni tau-proteinu pak muze ovlivnit
fadu jinych procest duleZitych pro Zivot a funkci bunék, jako jsou ubikvitinace,

' Ulohou tau-proteinu v burice je strukturalni podpora mikrotubulll. Nadmérna fosforylace tau-proteinu
vede ke tvorbé neurofibrilarnich tangles.
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oxidace, glykace nebo vazby glykoprotein, a tak uzavirat bludny kruh vedouci
zaniku bunék (Vesely a spol., 2002).

Demence Altheimerova typu normdalm stav

Obrazek 5: Schematicky mikroskopicky obraz mozku pacienta s demenci Alzheimerova typu
a obraz zdravého &lovéka (upraveno podie: Barto$ a Ripové, 2007).

3.1.3 Apoptéza u demence Alzheimerova typu

V oblasti plakii dochazi ke vzniku sterilniho zanétu s uvolnénim pusobkt akutni
zanétlivé faze (interleukiny, cytokiny a volné kyslikové radikaly) a k aktivaci astrocytu
a mikroglii. Mozek nemocného s DAT je tedy pod viivem tézkého oxidativniho stresu,
vdisledku nadmérné tvorby kyslikovych radikall (peroxidy, hydroxyskupina,
singletovy kyslik, NO) vzniklych vlivem beta-amyloidu, nebo nasledkem dysbalance
vapniku v neuronech a jejich mitochondriich. Dale dochazi k aktivaci zanétlivych
enzymU cyklooxygenaz, k uvolnéni nadmérného mnoZstvi excitadnich aminokyselin
(glutamat, aspartat), které se vazou v CNS na své receptory. Nadmérna stimulace
tzv. ionotropnich receptorh (zejména NMDA) vede k otevieni kalciovych kanal(
a zvy$enému influxu kalcia do neuronli. NMDA receptory se vyskytuji ve velkém
mnozstvi v celém mozku a jsou nezbytné pro jeho normaini ¢innost. Synaptické
NMDA receptory spole¢né s dal§imi typy ionotropnich glutamatovych receporl
zprostiedkovavaji excitaéni synapticky pfenos pfiblizné na poloviné v8ech synapsi
vmozku a miSe. Pfi hyperexcitaci pak na receptorové urovni dochazi k vyskytu
pfenosovych $umu, které znemoZiuji fyziologicky pfenos signali. Tim dochazi
k narueni mechanizmu LTP. Navic nadmé&rnym vstupem iontl kalcia do nervovych
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bunék dochazi k aktivaci peptidazy calpain (kalciem aktivovany enzym podilejici
se na degradaci proteint), ktera pfeménuje aktivacni protein CDK5 p35 na protein
p25. Obecnym rysem, ktery provazi zanik bunék apoptoézou, je zvySeni aktivity
CDKS5. Vzestup aktivity CDKS je dusledkem proteolytické pfemény jejiho aktivaéniho
proteinu p35 na protein p25. Vznik p25 vede k dramatickému pfesunu CDK5
do cytoplazmy neuronl, kde p25/CDK5 zlstava — na rozdil od p35/CDK5 -
dlouhodobé aktivni. Tvorba komplexu p25/CDKS5 ohlasuje vstup bunék na cestu
jejich programované smrti. V mozcich pacientl s DAT jsou pfitomny vysoké
koncentrace p25 (Vesely s spol.,, 2002; Rosenthal a Khotianov, 2003; Petrovic
a spol., 2004; Bartos a Ripova, 2007; Fabianova, 2008; Jirak, 2008:; Stastny, 2008).

U DAT se tedy vyrazné zvySuje apoptéza a v dlsledku toho dochazi ke vzniku
kortikosubkortikalni atrofii mozku. Dale dochazi k ubytku poétu synapsi a ke snizeni
synaptické plasticity, ke snizeni tvorby nékterych NRF a k dal$im degenerativhim
zménam (Patoéka, 2002; Bartod a Ripova, 2007; Jirak, 2008).

3.1.4 Poruchy centralniho cholinergniho systému u demence
Alzheimerova typu

Centralni cholinergni systém je neurotransmiterovy systém mozku, ktery hraje
duleZitou roli v procesech uéeni a paméti a jeho porucha vede pfedev§im k poruse
kratkodobé a stfednédobé paméti (zejména je poruSena konsolidaéni faze pameéti —
vétipeni novych pamétovych obsahil). Tento systém je zvlasté narusen u DAT, déle
pak u DLB, u PND a také u VaD (Fabianova, 2008).

U pacientt s DAT jsou postiZeny v8echny oddily cholinergniho systému,
v éasnych fazich pak predevdim presynaptické ¢Casti cholinergnich neuront
(Fabianova, 2008).
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Obrézek 6: Schématicky obrézek centrainiho cholinergniho systému ? (upraveno podie:
Keverne a Ray, 2008).

Pfi DAT dochazi k naruseni zejména cholinergnich vlaken, ktera difizné projikuji
z nucleus basalis Meynerti do neokortexu, ale i dalSich vlaken, napi. kmenovych,
podilejicich se na regulaci kvalitativni arovné védomi (Felician a Sandson, 1999;
Fabianova, 2008). Dale pifi DAT dochazi kpokiesu hladiny enzymu
cholinacetyltransferazy (CAT), ktery syntetizuje Ach z cholinu a acetyl-koenzymu A.
Ach je neuromediator uvoliiovany cholinergnimi neurony. Jedna se o acetylester
cholinu (Fabianova, 2008)

CHa\

+
CHs ~—-—N\/\ CHs
e, 0
acetylcholin

Obrézek 7: Struktura neuromediatoru acetyicholinu (upraveno podle: Houghton a Howes,
2005).

2 Sagitalni pohled na cholinergni drahy. Neurony jsou oznafeny tedkami, interneurony pak
&arkovanymi Sipkami. Cervené $ipky znazorfiuji projekci cholinergniho systému z nucleus basalis
Meynerti do korovych oblasti a hipokampu, &erné ipky znazoriiuji cholinergni systém mozkového
kmene.
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Obrazek 8: Syntéza neuromedidtoru acetylcholinu z acetyl-CoA a cholinu za katalyzy
enzymu cholinacetyltransferazy. Acelyicholin je uvolfiovan do synaptické Stérbiny a vaZe
se na nikofinové a muskarinové receptory. Enzym acetyicholinesteraza $tépi acetyicholin
na cholin a kyselinu octovou (upraveno podle: Gauthier, 2002).

Acetyl-koenzym A je tvofen v Krebsové cykiu a kromé tvorby Ach je substratem
pro syntézu adenosintrifosfatu (ATP). Za urCitych podminek, jako je hypoxie, jsou
pfednostné produkovany molekuly ATP na Ukor Ach, ktery se tak mizZe stat deficitni.
Cholin obtizné pfechazi pifes hematoencefalickou bariéru. Jeho zdrojem jsou
zejména fosfolipidy, napf. fosfatidylcholin. Do neuronli je pak pfenasen
mechanismem oznafovanym jako vysokoafinitni Na’-dependentni cholinovy
transport (uptake). V pribé&hu nervové aktivity se transport cholinu do nervovych
bunék zvysuje. U DAT je v8ak tento vysokoafinitni cholinovy uptake snizen a klesa
tedy nabidka substratu pro syntézu Ach. Disledkem toho je snizené uvolnéni Ach
na presynaptickych zakonéenich. Po uvolnéni z presynaptickych zakonéeni se Ach
vaze na své postsynaptické receptory - nAChR a muskarinové (mAChR). Pii DAT
dochézi ke snizeni pottu nAChR zejména v kortexu, hipokampu a dal$ich oblastech.
Pocet postsynaptickych mAChR zistava - alespofi v poéateénich fazich nemoci -
relativné nezménén. Na tomto poznatku je zaloZena i sou€asna léCebna strategie
(Fabianova, 2008).
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Obrazek 9: Vazba acetylcholinu na nikotinovy acetylcholinovy receptor ® (upraveno podie:
Houghton a Howes, 2005).

Po uvolnéni z vazby na receptory je Ach odbouravan enzymy cholinesterazami
na kyselinu octovou a cholin. Cholin je poté op&t mechanismem vysokoafinitniho
transportu pfenasen do presynaptického oddilu neuronu. Inhibici cholinesteraz tedy
dojde k prodlouzeni Zivotnosti molekul Ach na synapsich, a ke zvy3eni jeho vazby
na nAChR a mAChR. Za normainich okolnosti se pfi odbouravani Ach uplatfiuje
zejména AChE, u DAT a u DLB navic i butyrylcholinesteraza (BuChE). Ve zdravém
mozku se AChE vyskytuje v neuronech aaxonech a BuChE v oblastech glie
a v endotelovych bufikach. Molekuly BuChE jsou u DAT tvofeny transformovanymi
gliovymi elementy v oblasti plakl. Déle se cholinesterazy u této nemoci podileji
na tvorb& nerozpustného beta-amyloidu, proto inhibice cholinesteraz pfiznivé
zasahuje i do zakladnich mechanisml neurodegenerace (Klafki a spol., 2006;
Fabianova, 2008).

* Dolezitou &asti molekuly Ach je amin, ktery poskytuje pozitivni naboj a vaZe se na aspartat
receptoru. Cést molekuly Ach vytvali vodikové vazby s asparaginem receptoru a malé skupiny
umoziuiji vazat se na hydrofobni mista blizko aspartatu.
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Obrézek 10: Interakce mezi acetylcholinem a aktivnim mistem acetyicholinesterazy *

(upraveno podle: Houghton a Howes, 2005).

Jiz v casném stadiu DAT dochéazi k znaénému deficitu Ach v entorhinalni kafe,
hipokampu a pfilehlych oblastech temporaini kury. Postupné dochazi k cholinergni
denervaci vtemporalnich lalocich av pfilehlych limbickych a paralimbickych
oblastech. Cholinergni inervace thalamu, striata, a také cholinergni systém
mozkového kmene zlstavaji relativné neporusené. Cholinergni léze u DAT tedy neni
generalizovana. V pribéhu nemoci v8ak dochazi k postupné degeneraci i ostatnich
neurotransmiterovych  systémli a také kvzajemné potenciaci rlznych
neurodegenerativnich mechanisml (Fabianova, 2008).

U DAT je tedy centralni cholinergni systém postizen primarné, narusSeny jsou
viak i ostatni mediatorové systémy mozku, napf. glutamatergni (Fabianova, 2008).

4 Obrazek ilustruje jednotlivé aminokyselinové zbytky AChE, které jsou povaZovany za nejdllezitéjsi
v procesu vazby Ach. Zejména se jevi dlleZitou vazba dusiku s pozitivnim nabojem molekuly Ach
na aspartat AChE. Pozitivné nabity dusik je béZnou ¢asti mnoha alkaloidl, proto neni pfekvapenim,
2e mnoho Ucéinnych IChE je pravé ze skupiny alkaloidl.

37



gus
cinguli :

| shizené mnozstvi acetylcholinu

\I

Meynerti {28 R poruchy kognitiviich funkci
- \ \ natuseni kazdodennich aktivit
poruchy chovani

Obrazek 11: Cholinergni deficit u demence Alzheimerova typu (upraveno podle: Brunovsky,
2006).

3.1.5 Geneticka podstata demence Alzheimerova typu

DAT wvykazuje znaénou genetickou heterogenitu, presto existuji genetické
determinanty hlavnich forem této nemoci. Vyzkum v oblasti genetiky vztahujici
se k DAT pfinesl objev 3 genli (APP, PSEN 1 a PSEN 2), které odpovidaji za FAD
a pouze jediny kandidatni gen (APOE) pro DAT. V soucasnosti existuji i vyznamné
doklady o existenci dalSich geni majici vztah k obéma hlavnim formam DAT
(Stastny, 2008).

Prehled rizikovych gentt u preseniini familiarni formy demence Alzheimerova
typu:

Studie z pocatku 90. let 20. stoleti prokazaly vazbu FAD s genetickymi mutacemi
nejen na chromozomu 21 (APP gen), ale i na chromozomech 19, 14 a 1, kde jsou
lokalizovany geny, které maji vztah ke y-sekretazovému komplexu (Stastny, 2008).

Chromozom 21 (oblast 21q21.2-3 pro APP gen)

Lidsky APP gen koéduje syntézu membranového proteinu typu |, jehoZ funkce
muzZe byt troficka, adhezni nebo receptorova. APP je exprimovan v riiznych tkanich
s nejvySSi expresi v nervovych buikach CNS. Z vice nez 10 jeho izoforem, které
vznikaji sestfihem genu majiciho 19 exonu, pfevazuji v mozku transkripty APP 695,
APP 751 a APP 770. V soucasnosti je znamo 23 jednonukleotidovych polymorfizmi
(SNP) tohoto genu, z nichZ 19 nepochybné zplisobuje FAD nebo demenci souvisejici
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s mozkovym krvacenim. Mutace APP genu se podileji pfiblizné na 5 - 10% vSech
pripadd FAD. Jedna z mutaci APP genu zvana ,holandska” (E693Q), podmifiuje
ukladani AB peptidii pouze do stény mozkovych cév, takZe jeji nositelé jsou vazné
ohrozeni mozkovym krvacenim. V3echny tyto mutace byly nalezeny v mistech
pusobeni B- a y-sekretazy nebo v jejich blizkosti. Pfitom mutace v misté pusobeni B-
sekretazy &ini z APP leps§i enzymovy substrat, zatimco mutace blizko mista
plsobeni y-sekretdzy zvySuji tvorbu AB42 a soucasné méni pomér AB40/AB42 ve
prospéch vice agregujiciho del$iho polypeptidu. Ackoliv mutace v APP genu jsou
méné &etné nez mutace vgenech pro preseniliny, podporuji pavodni amyloidni
hypotézu DAT. Casto je provazeji drobna, etna krvaceni nalézana piedev&im uvnitf
amyloidnich depozit (Vesely a spol., 2002, Stastny, 2008).

Chromozom 14 (oblast 14q24.3 pro PSEN1 gen)

Rada praci prokazala, Ze mutace APP genu mohou vysvétlit jen malou &ast
pfipadi FAD a Ze hlavni misto pro tuto formu demence lezi na chromozomu 14.
Dal$i studie prokazaly, Ze na tomto chromozomu existuje vice neZ 140 mutaci, at jiz
jako SNP nebo jako mikrodelece &i mikroinzerce. PfestoZe tyto mutace postihuji 1/3
z celkového podétu 467 aminokyselin tvoficich protein PSEN 1, jejich biochemicky a
klinicky dUsledek byl objasnén jen ¢&astecné. Bylo zjist&no, Ze inkorporaci
mutovaného proteinu do y-sekretdzového komplexu provazel zvySeny podil AB42
na pomé&ru mezi hladinami AB40 a AB42. Ten v8ak byl v nékterych pfipadech
podminén sniZzenou tvorbou AB40 bez zvySeni celkového mnoZstvi AB peptidi. Tato
skute¢nost miiZe podmifiovat neurotoxicitu podobnou té, ktera provazi mutace genu
APP. Zvysena toxicita a pamétovy deficit v3ak byly pozorovany téméi vyhradné
v animalnich modelech DAT, takZe zbyva dolozit skutec¢ny vyznam téchto SNP
uosob s FAD. V soucasnosti vime, ze PSEN 1 je katalytickou podjednotkou y-
sekretazového komplexu odpovédného za Stépeni APP fragmentu C99, a proto
je na n&j zamé&fen intenzivni farmakologicky vyzkum (Stastny, 2008).
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Obrazek 12: Zménéné aminokyselinoveé zbytky v blizkosti transmembréanové domény APP
vzniklé nasledkem missense mutaci zapfidifiujicich presenilni familiarni formu demence
Alzheimerova typu ° (upraveno podie: Nussbaum a Ellis, 2003).

Chromozom 19 (oblast pro PEN2 gen)

PEN 2 protein, tvofeny 101 aminokyselinami, je spolu s proteinem APH1 souéasti
komplexu, jehoZ funkci je stabilizace a funk&ni aktivita y-sekretazy. ZvySena exprese
tohoto genu zvy$uje enzymovou aktivitu komplexu a v koneéném dusledku zvySuje
tvorbu AB42. Nedavna studie prokazala v tomto genu pfitomnost vyznamné mutace
(D90ON) s vazbou do mista nachazejiciho se proximalné od genu APOE, ktery

® Aminokyseliny jsou na obrazku oznadeny jednopismennymi zkratkami. Cisla oznaéuji pozice
zaménénych aminokyselin. Zménéné aminokyselinové zbytky jsou v blizkosti mist, ktera jsou stépena
a- B- a y-sekretdzami, jak oznacuji Cervené trojuhelniky. Normalni aminokyselinové zbytky jsou
v zelenych koletkach, zatimco zamé&néné aminokyselinové zbytky missense mutacemi jsou ve Zlutych
rameé&cich, Missense mutace jsou tedy mutace vedouci k zaméné aminokyselin v polypeptidovém
fetézci. Tyto mutace vedou ke zvySené akumulaci toxického Ap42.
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je spole€né s PEN 2 lokalizovan na chromozomu 19 (Stastny, 2008).
Chromozom 7 ( oblast 7 q36 pro PAXIP1 gen)

Ve 1270 nizozemskych rodinach byla zjisténa mutace Ala626 v genu, ktery
kéduje protein interagujici s PAX aktivaéni doménou. Tato mutace nebyla prokazana
ve skupiné 320 kontrolnich osob. Pokud vSak nebude pfesvédCivé prokazano,
Ze PAXIP1 ma funkéni vyznam pro vznik nemoci v t&chto rodinach, jeho dllezitost
pro FAD bude mala nebo Zzadna (Stastny, 2008).

Chromozom 1 (oblast 1q42.1 pro PSENZ2 gen a oblast 1q23 pro NCT gen).

Molekulu PSEN 2 tvofi 448 aminokyselinovych zbytkl, které vykazuji 67%
sekvencni shodu s PSEN 1 a zastupuji jeho enzymovou aktivitu v y-sekretazovem
komplexu. V fetézci PSEN 2 bylo identifikovano jen 10 mutaci, 4 z nich nemély vliv
na pomér hladin AB40/AB42. PfestoZe zbyvajici SNP vPSEN 2 genu byly
asociovany s FAD, jejich vyznam pro vznik nemoci je stdle pfedmétem diskuse
(Stastny, 2008).

Na stejném chromozomu je i genovy lokus pro NCT, ktery ma v y-sekretazovém
komplexu funkci substratového receptoru. Je jeho nejvétsi podjednotkou tvoienou
709 aminokyselinami. Mutace nebo delece postihujici 5 aminokyselin v pozici 336-
340, podle nichz ma genovy lokus oznaceni DYIGS motiv, vedou ke zméné tvorby
AB peptidd (Stastny, 2008).

Tauopatie, demence Alzheimerova typu a frontotemporalni lobarni degenerace

Pfitomnost neurofibrilarnich klubiéek tvofenych fosforylovanym tau-proteinem
je charakteristickym rysem skupiny poruch oznacovanych jako tauopatie. Studie
australskych a némeckych pracovniki (Laws a spol., 2007) podporuje plvodni
pfedstavu o tom, Ze kromé prokazané vazby MAPT genu (gen kédujici tau-protein)
k FTLD existuje i jeho asociace s DAT (Stastny, 2008).

Tau-protein asociovany s mikrotubuly reprezentuje v mozku 6 izoforem
s fetézcem tvofenych 352 az 441 aminokyselinovymi zbytky, ktery je kédovany
jedinym genem. Na chromozomu 17 tento gen obsahuje 16 exond odpovidajicich
za mRNA, jejiz alternativni sestiizeni v misté exonu 2, 3 a 10 podmifuje vznik
zminénych izoforem. Nejdeldi izoforma tau-proteinu obsahuje 79 zbytkd
aminokyselin serinu (Ser) a threoninu (Thr), které odpovidaji za stupen jeji
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fosforylace. Specifickou fosforylaci zaji$tuje skupina fosfokinaz, z nichz CDK 5
fosforyluje tau-protein specificky v pozicich Ser-202 a Thr-205, Ser-231 a Ser-404,
zatimco GSK-3b tuto reakci zajiStuje pro Ser-199, Thr-231, Ser-396, Ser-413 a pro
ser-404. Casteéné fosforylovany tau-protein vykazuje vysokou vazebnou afinitu
k bunéénym mikrotubuliim, které stabilizuje, a tim zajistuje tvar a funkci bunék.
Naopak hyperfosforylace tohoto proteinu vazbu omezuje, a tim zvySuje koncentraci
tau-proteinu v bunééné cytoplazmé. Hyperfosforylovany tau-protein se soucasné
stdva odolnym vii proteolytické degradaci a jeho hromadéni ovliviiuje transport
riznych molekul, véetné APP, coZ dale zvySuje tvorbu AB42. ZvySena adhezivita
hyperfosforylovaného tau-proteinu podmiriuje jeho agregaci a nasledné i tvorbu
neurofibrilarnich klubiéek uvnitf bunék. Proces akumulace tau-proteinu mize fadu
let pfedchazet zaniku neuronill, ale byvA od potatku provazen progredujicim
kognitivnim deficitem (Stastny, 2008).

V souéasné dobé je znamo piiblizné 40 mutaci v genu MAPT, kiteré podmiriuji
vznik autozomalné dominantni FTLD. VétSina téchto mutaci a jednokodénovych
deleci byla zjiténa v oblasti exonu 9 az 13, j. v té ¢asti molekuly tau-proteinu, ktera
odpovida za jeji vazbu do mikrotubull. DalSi dvé mutace byly zjisté&ny i v exonu 2.
Uvedené mutace mohou vysvétlit sice jen 1/5 v8ech FTLD, ale ve skute&nosti téméf
polovinu pfipadd, kdy osoby trpé&ly familiarni formou nemoci. V protikladu
k ,amyloidnim mutacim“, mutace MAPT genu v8ak nebyly provazeny depozity AB
peptidl, ale vét$inou jen nepravidelnymi shluky tau-proteinu. V souvislosti s tim byla
zvlastni pozornost vénovana mutaci Arg406Trp, ktera zplsobuje dé&diénou tauopatii,
ktera se v8ak klinicky podoba DAT. Pozdé&jSi mapovani mist obsahujicich
polymorfizmy oznacené jako H1 a H2 dale podpofilo asociaci DAT s timto genem.
V fadé pfipadi se vSak asociace netykala FAD, nebot klinické projevy nemoci
se objevovaly aZ po 65. roce véku a u nékterych osob dokonce vykazovaly primarni
vztah ke genu pro APOE (Stastny, 2008).

Kandidatni geny pro senilni formu demence Alzheimerova typu

Pouze nékolik malo mist vykazalo vazbu na DAT. Vyjimkou jsou mutace v genu
pro APOE, ktery vykazuje mohutnou asociaci s uvedenou formou demence
(Stastny, 2008).
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Chromozom 19 (oblast 19q13 pro APOE gen)

Cholesterol transportujici protein APOE je ligandem pro neuronalni lipoproteinové
receptory, na kterych kompetuje o vazbu s reelinem, proteinem, ktery se vyznamné
podili na €asnych fazich vyvoje mozku. Tyto receptory pro vazbu nizkodenzitnich
lipoproteini kontroluji pfedev&im synaptickou funkci a maji zasadni vyznam
pro procesy uceni, paméti a chovani, které GOzce souviseji s DAT. Gen APOE
odpovédny za proteinovou expresi ma 3 alely ozna€ené jako €2, €3 a €4, které jsou
pfevadény do kombinace dvou aminokyselin (cystein, arginin) v pozici 112 a 158
(lokus €2: Cys/Cys; lokus €3: Cys/Arg a lokus €4: Arg/Arg). Nejfrekventovanéjsi
alelou je €3, dale pak €4 a nejméné frekventovanou je €2. Piitom alela ¢4 vyznamné
zvySuje predispozici k DAT, zatimco alela £2 je davana do souvislosti se snizenym
rizikem nemoci. U heterozygotl s APOEe4 je riziko zvySeno asi 3nasobné,
u homozygott s touto alelou je riziko asi 15nasobné vy$si. Souasné se urychluje
i Gasovy nastup pfiznakd demence (Felician a Sandson, 1999; Theuns
a Broeckhoven, 2000; Vesely a spol, 2002; Rosenthal a Khotianov, 2003; Stastny,
2008).

Chromozom 12 (oblast 12p13-p12.3 pro geny A2M a LRP1)

Tento gen je zodpovédny za expresi a2-makroglobulinu (A2M), proteinu, ktery
je podobné jako APOE ligandem receptoru pro nizkodenzitni lipoproteiny. V krevni
cirkulaci na sebe vaze celou fadu proteinl télnich tekutin a v nervové tkani i Ap42.
Komplex a2-makroglobulin — AB42 se transportuje do bunék, kde se degraduje; a2-
makrogloblin tak brani vzniku amyloidovych plakd. V genu A2M existuje vedle SNP
také inzeréni/dele¢ni polymorfizmus v oblasti exontl 17 a 18, ktery v homozygotnim
zastoupeni urychluje pokles schopnosti pozd&jsi figuraini rekognice. Zadné
vyznamné zmeény v dlouhodobé paméti viak nebyly zjistény v pfipadé genu LRP1,
ktery je odpovédny za expresi proteinu vztahujiciho se k vySe uvedené skupiné
receptorli pro nizkodenzitni lipoproteiny. Tento receptor se podili na odstrafiovani
AB peptidi skrze hematoencefalickou bariéru prostfednictvim  APOE,
ale polymorfizmy v jeho genu neprokazaly asociaci s DAT (Vesely a spol.,, 2002,
Stastny, 2008).
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Chromozom 11 (oblast 11q23-q24 pro SORL1 gen)

Geneticka asociace mezi DAT a SNP v genu SORL1 byla prokazana i pro expresi
receptoru  se vztahem ksortilinu, dalimu zastupci skupiny receptori
pro nizkodenzitni lipoproteiny. Tento receptor odpovida za bunécny pienos
a umisténi APP, pokud je jeho exprese snizena, APP je pfesunut do metabolické
drahy, kde se z ného pfednostné uvolfiuji AB peptidy. Studie Rogaeva a spol. (2007)
doklada, Ze zmény v expresi SORL1 Ize pfifadit k pfi€éinam DAT (Stastny, 2008).

Chromozom 10 (oblast 10q23-q25 pro IDE gen)

Jedna se o gen tvoieny 24 exony, které kéduji inzulin degradujici enzym (IDE),
a dlouhymi nepfepisovanymi sekvencemi. Enzym S$té&pi peptidy typu inzulinu,
alei AB peptidy, takZze zvySeni hladiny zejména AR42 v podminkach
hyperinzulinemie vede k ,soutéZeni® obou peptidd o stejny enzym. Proto
hyperinzulinemie u osob trpicich diabetem typu 2, ale prokazovana ¢asto i u osob
s nadvahou nebo srde¢né-cévnimi poruchami, piredstavuje vyznamny rizikovy faktor
pro vznik DAT. Piedpoklada se, Zze gen IDE ma pfiginny vztah k DAT bez zastoupeni
alely €4, zatimco dal§i geny, nachazejici se vtésné blizkosti IDE, mohou
predstavovat rizikovy faktor pro DAT v pfitomnosti této alety (Stastny, 2008).

V soudasnosti Ize potvrdit, Ze 5 - 10% osob trpi FAD, zatimco az 90% nemocnych
trpi multifaktoridiné podminénou formou DAT, kterd vykazuje nemendelovsky typ
dédi¢nosti pfi zcela vyjimeEném postavenim genu APOE. Proti jednoznaéné
genetické determinaci vzniku DAT svédéi jednak skuteCnost, Ze onemocnéni
vznikne soucasné pouze u 40 % jednovajeénych dvojéat a jednak to, Ze u nich
vznikne v rizném véku. Uloha vné&jSich faktord je patrna i ze zji§téni, 2e nemusi vZdy
onemocnét ani osoby, které jsou ApoEgd4 homozygotni (Vesely a spol, 2002;
Stastny, 2008).
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Tabulka 1: Genetické a negenetické faktory majici vztah k predikci demence Alzheimerova
typu (upraveno podle: Stastny, 2008).

Familiarni forma demence Alzheimerova typu Senilni forma demence Alzheimerova typu
genetické riziko ostatni faktory genetickeé riziko ostatni faktory
DM typu2 +
faktor Chr21 | Chr19 | Chr14 | Chr1 prostiedi | Chr19 | Chr12 | Chr11 | Chr10 | kardiovaskul. ch.
! ) i i + i ! ! ) +
APP | PEN2 | PSEN | PSEN MAFPT APOE AZM | SORL IDE vék, vzdélani,
1 2 1 zanét, trauma
produkt ! ! !
zvydend produkce AR peptidd a smotk( zména uvolfiovani, transportu a ukladani AB
peptid{
l
oxidaéni stres, synaplicka dysfunkce, neuroloxicita, smrt neuron(
|
DEMENCE
l
SMRT ORGANISMU

3.2 Klinicky obraz demence Alzheimerova typu

Dulezitou skuteCnosti je fakt, Ze DAT zaéina latentné, a to jiz 10 — 20 let pfed
prvnimi klinickymi pfiznaky. Vzhledem k tomu, Ze etiopatogeneze této nemoci neni
zcela jasna a vzhledem k omezenym diagnostickym moznostem, je DAT rozpoznana
vétSinou aZ v dobé, kdy v mozku jiz probéhly vyznamné a hlavné nevratné zmény.
DAT zacina pomalu, nenapadné. Relativné brzy se objevuji poruchy soudnosti,
logického mysleni, orientace v prostoru a &ase. Dale pak dochazi k porucham paméti
(Jirak, 2008; Stastny, 2008).

Pamét je schopnost ukladat, uchovavat a vybavovat informace vétSinou osvojené
uéenim. V lidském mozku je nékolik pamétovych systémi, které se li§i svym
obsahem, ¢asovym rozpétim, jez pokryvaji a svym anatomickym podkladem.
Vzhiedem k tomu, Ze pamét neni jednotna funkce, nejsou jednotné ani jeji poruchy.
Klinicky obraz dysfunkci jednotlivych typl paméti se tedy lii, vzhledem k riznym
anatomickym substratim jednotlivych typt paméti (Fabianova, 2008).

Pamét Ize délit podle nékolika kritérii. Jedno z nich je na deklarativni (syn.
explicitni) a nedeklarativni (syn. implicitni). Deklarativni pamé&t predstavuje védomé
vybaveni udalosti nebo faktickych znalosti. Ta se dale rozdéluje na pamét
sémantickou (pamét pro fakta, pojmy, vyznamy slov a znalost pfedmétl)
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a epizodickou (pamét pro udalosti a jejich souvislosti vazané na konkrétni &as
a prostor, zachycuje Gasovou posloupnost — pfibéh’). Nedeklarativni pamét
piedstavuje zdanlivé nevédomé vybaveni informaci, které viak byly pfedtim nauceny
nebo podvédomé uloZeny v paméti. Jeji obsahy nelze vyjadrit slovy. Existuje fada
druhi  nedeklarativni paméti, pfikiadem muZe byt pam& pro dovednosti
(proceduraini), po nauéeni nejsou jeji obsahy zavislé na védome pozornosti (napf.
fe&, chlize, fizeni automobilu apod.), dale pak priming (doslovné spé&sna instrukce,
podnécovéni, instruovani pfedem; Fabianova, 2008).

Pro poruchy paméti pfi DAT je pfiznaéné, Ze je nejdiive a nejvice postiZzena
epizodickd pamét (vyZadujici spravnou funkci hipokampu). Z éasového hlediska
je pak vice postizena pamét recentni neZz pamét pro staré udalosti. Dale také
dochazi k porucham sémantické pameéti — vé&domosti, pojmu apod. (Barto$ a Ripova,
2007; Fabianova 2008; Jirak, 2008).

DAT ma pribéh progredientni, progrese miiZe byt tém&F linearni a bez vétsich
kratkodobych vykyvl. Pokud jsou tyto vykyvy pfitomny, byva to vétSinou v dasledku
piimési vaskularni patologie Ci interkurentnich somatickych onemocnéni, véetné
dehydratace nebo vlivu nevhodné medikace. Relativné brzy se pfipojuji poruchy
aktivit denniho Zivota, jejichz stupefi obvykle odpovida stupni demence.
V potateénich stadiich zapominaji postizeni pouze sloZitéjsi aktivity, s progresi
demence viak degraduji i jednodussi aktivity a u t&Zkych demenci jsou postiZzeny
i aktivity naprosto bazalni (Jirak, 2008).

U DAT se také vyskytuji tzv. behavioralni a psychologické pfiznaky demence.
V pozdnich stadiich DAT byvaji postizeni nesobé&statni, zcela odkazani na pomoc
druhych (Jirak, 2008).

DAT trva primémé od pocatku pfiznakli do exitu asi 7 — 10 let. V nékterych
ptipadech postizeni pfezivaji déle nez 15 let, jindy umiraji ¢asné — do ffi let
od objeveni se prvnich pfiznakd (zejména u geneticky podminé&nych forem s Easnym
zacatkem; Jirak, 2008).

Alzheimerovéti pacienti umiraji v dusledku neurodegenerace jako zakladni pficiny
smrti na bronchopneumonie, Urazy. Hypoteticky dochazi k selhani neurohumoraliniho
Fizeni homeostazy, k selhani adaptace organizmu a imunitni odpovédi. Pacienti

nékdy umiraji na Urazy, které by neutrp&l stejné stary Clovék bez pritomnosti DAT
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(Jirak, 2008).

3.3 Diagnostika demence Alzheimerova typu

Nejprve je nutné stanovit diagnézu demence. K této diagnéze se vyuZiva jednak
psychologické vySetfeni s vyuZitim diagnostickych kognitivnich a behavioralnich
stupnic a dal8ich neuropsychologickych $kal a dale se vyuZiva i vySetreni laboratorni
a zobrazovaci (Kupka a spol., 2000; Jirak, 2008).

Jako screeningovy test je nejéast&ji pouzivan MMSE (Mini-Mental State
Examination), tento test ovdem neni vzdy spolehlivy. MiZe poskytovat pfedevsim
fale3né negativni vysledky. Test kresleni hodin (Clock — drawing test) je pro DAT
kognitivnich funkci, pfedev8im ADAS - cog (Alzheimer disease assessing test —

kognitivni slozka).

Diagnosticky dulezity je prib&h a klinicky obraz demence — pomala progrese,
linedrni progrese deteriorace, poruchy epizodické paméti jako inicialni poruchy
poznavacich funkci a postupné i dalich sloZzek paméti, ¢asny Upadek osobnosti aj.
(Jirak, 2008)

Z morfologickych zobrazovacich metod se k diagnostice pouZiva transmisni
vypodetni tomografie (CT) a zobrazeni nuklearni magnetickou rezonanci (MRI),
z funkénich pak pozitronova emisni tomografie (PET) a jednofotonova emisni
tomografie (SPECT). Funk&ni zobrazovaci metody sledovanim distribuce vhodnych
indikatorl oznadenych radioaktivnimi  zafici mohou poskytnout informaci
o regionalnim pritoku krve mozkem, regionalnim metabolizmu uréitych mozkovych
struktur, zejména metabolizmu glukézy a o distribuci a hustoté neuroreceptord
v postizenych oblastech mozku. Vyuziti funkénich zobrazovacich metod je zaloZeno
na zjisténi, Ze u nemocnych s DAT je vedle globalni atrofie mozku pozorovana
v pozdnich stadiich i atrofie temporalnich lalokl, zejména redukce poétu neuroni
v hipokampalni oblasti, kterd je Umérna postizeni pamétovych funkci, ale zfejme
s vét§im Gasovym predstinem i zm&nam metabolizmu a krevniho pritoku. Vedle toho
lze ovSem pfedpokladat i postizeni neurotransmiterovych systémd v ur€itych
oblastech mozku (Kupka a spol., 2000).

Pro potvrzeni diagnézy jsou déle vyuZivany laboratorni vySetfeni. Pomoci
biochemickych ukazateld by bylo uZite¢né sledovat prib&h nemoci, odpoved
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na lécbu nebo urovat stadium onemocnéni. Mozkomisni mok jako tekutina v t&ésném
kontaktu s CNS odrazi biochemické zmény mozku. Hlavnimi markery jsou zmény
poméru nékterych proteini v mozkomi$nim moku oproti kontroinim non-
alzheimerovskym osobam: zvySena hladina tau- a fosforylovaného tau-proteinu,
snizena hladina AB42. Koncentrace celkového beta-amyloidu v mozkomi$nim moku
u pacientd s DAT a kontrolni skupinou byla podobnd. Detailnéj$i vyzkum ukéazal,
Ze rtizné izoformy beta-amyloidu mohou podle délky aminokyselinové sekvence lépe
rozliSovat nepostizené od nemocnych. U pacientl s DAT byla zji§téna, na rozdil
od zdravych jedincll a pacientd s jinymi neurodegeneracemi, snizena hladina Ap42
v mozkomi$nim moku asi na polovinu. Koncentrace tau-proteinu v mozkomi$nim
moku je v priméru asi 3x zvySena u pacienth s DAT oproti kontrolni skupiné.
Zvy$ené hodnoty tau-proteinu jsou i Jakob-Creutzfeldtovy choroby a po iktu, coZ jsou
v8ak onemocnéni snadno odliditelna klinicky. Existuje celd fada dalSich markert
DAT, které jsou viak méné& specifické neZ uvedené pfedchozi markery (Barto$
a Ripova, 2007; Barto$ a Ripova, 2008, Jirak, 2008).

3.4 Lécba demence Alzheimerova typu

Vlastni farmakoterapii demenci, véetné DAT, lze rozdélit na farmakoterapii
kognitivnich funkci (pamét, vnimani, pozornost aj.) a na farmakoterapii ostatnich
funkci (poruch chovani, emoci, spanku, Ié¢bu pfidruzenych delirii apod., casto se zde

pouziva souhrnného oznaceni ,behavioralni funkce (Fabianova, 2008).

Soucgasna lécba DAT se zaklada na oddaleni progrese jejich symptomG zejména
podporovanim cholinergni neurotransmise. Centralni cholinergni systém lze pozitivhé
ovlivnit nékolika mechanismy vedoucimi ke zvy3eni nabidky molekul Ach k vazb& na
receptory:

¢ Podavani nepfimych cholinomimetik (inhibitora cholinesteraz, IChE).
o Podavani prekurzora acetylcholinu.
o Podavani pfimych agonisti muskarinovych a nikotinovych receptor.

o Podavani latek nepfimo ovliviiyjicich cholinergni systém pomoci

ovlivnéni jinych neurotransmiterovych systémau.

o Podavani dalSich latek, napfr. léciv zlepSujicich vstup cholinu

do neuronil, syntézu a uvolnéni acetylcholinu.
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Z léciv se u DAT v soucasné dobé nejvice uplatiuji IChE, jejichZz u€inek byl
prokazan kontrolovanymi klinickymi studiemi a spolivéd zejména ve zpomaleni
progrese demence a v prodiouZeni sobéstacnosti pacienta. V sou¢asné dobé je v CR
(podobné jako ve vétSiné statl Evropy) pouZivan donepezil, rivastigmin a GAL, dal3i
latky jsou klinicky zkouSeny. IChE jsou indikovany u lehkych az stiedné t&Zkych
forem onemocnéni, pro t&z§i stadia je pak indikovan antagonista glutamatovych
NMDA receptorl memantin (Brunovsky, 2007; Sheardova a spol., 2007; Fabianova,

2008).

3.4.1 Podavani nepfimych cholinomimetik {inhibitora cholinesteraz)

Jedna se o prozatim a — vedle memantinu - nejucinngj$i typ farmakoterapie
u DAT a DLB. Zablokovanim enzymu AChE dojde k delSimu pfeZivani molekul Ach,
a tim se zvy$uje jejich moZnost vazat se na mAChR a nAChR. Principem IChE
je kompetice s Ach na molekule AChE (Ellis, 2005; Klafki a spol., 2006; Fabianova,
2008).

Existuji tii typy inhibice acetylcholinesterazy:

» Reverzibilni — inhibitor nebo jeho aktivni metabolit vytvari s molekulou AChE
reverzibilni komplex, ktery trva tak dlouho, dokud je inhibitor nebo jeho aktivni
metabolit pfitomen v plazmé.

» lreverzibilni - dochazi ke vzniku komplexu AChE - inhibitor, tento komplex
je jiz trvaly, nedochazi k uvolnéni takto inhibovaneé AChE.

» Pseudoireverzibilni - dochazi ke kompetitivnimu vytésnéni molekuly Ach
z vazebného mista enzymu inhibitorem a ten je pak sdam AChE odbouravan.
Po jeho odbourani se molekula enzymu funkéné obnovi, plsobeni inhibitoru
vSak trva déle nez jeho piitomnost v plazmé (Fabianova, 2008).

Pozadavky na inhibitory acetylcholinesterazy:

e Musi prochazet pfes hematoencefalickou bariéru.
¢ Nemély by ovliviiovat periferni cholinesterazy (hrozi nezadouci Ucinky)
¢ Mely by byt schopny ovlivnit obé& izoformy AChE, G2 i G4.

Po podavani terapeutickych davek IChE v klinickych studiich do$lo ve srovnani
s placebem k pfechodnému zlepSeni kognitivhich funkci. Toto zlepSeni je individualni
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u ruznych pacientli a trva asi pll roku aZ rok, kdy dosahne vychozi Grovné pred
zahajenim lécby. Poté se kognitivni vykonnost dostava pod tuto aroveii, ale klesa
pomaleji neZ po placebu (Fabianova, 2008).

Nezadouci vedlejsi Gginky IChE jsou odvozeny predev§im od toho, Ze tyto latky
do urcité miry nespecificky ovliviiuji i periferni cholinesterazy. Mezi nezadouci Gcinky
patfi nechutenstvi, nauzea, zvraceni, Ubytek na vaze, kieCe a bolesti hlavy aj.
(Fabianova, 2008)

Vyskyt nezadoucich G€inkl v akutni fazi &by lze sniZit jednak pozvolnym
zvySovanim (titraci) davky, dale je Ize ovlivnit nékterymi dalSimi faktory. Ke sniZeni
vede napfikiad podani s jidlem nebo kratce po jidle, rovnéZz nemocni muzZského
pohlavi a nemocni s vy3si hmotnosti maji mensi vyskyt akutnich nezadoucich Gginku
(Fabianova, 2008).

Absolutni kontraindikaci podani IChE je viedova choroba gastroduodenalni
a t&z§i poruchy pievodniho systému srdeéniho (Fabianova, 2008).

IChE pozitivné ovliviuji jak kognitivni funkce, tak i funkce behavioralni. Tyto latky
nemoc nezastavuji, av8ak jejich podani prodluZuje aktivni obdobi pacienta, tedy
obdobi lehké demence, kdy je nemocny jesté relativné sobéstacny a nezatézuje tolik
svoji rodinu a jiné pecovatele (Fabianova, 2008).

Rozdéleni inhibitor( cholinesteraz podle chemického sloZeni:
= Karbamatové derivaty
» Akridinoveé derivaty
» Piperidinové derivaty
= |nhibitory ze skupiny alkaloid(

Karbamatové derivaty

Jsou to latky, které pseudoireverzibilné inhibuji AChE. Do této skupiny patfi
rivastigmin (Exelon®). Inhibuje ob& mozkové izoformy AChE i BUChE, avsak inhibice
AChE je vCNS 10nasobné mohutné&jsi ve srovnani s periferii. Rivastigmin rovnéz
stimuluje aktivitu CAT, zvySujici syntézu Ach. Neni biotransformovan v jatrech

aneinteraguje s cytochromovym  systémem,  je biotransformovan primo
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cholinesterazami, ma tedy malo lékovych interakci na Grovni biotransformace.
Rivastigmin je indikovan u mirnych aZ stfedné t&Zkych forem DAT a DLB (Svestka,
1999 b; Fabianova, 2008).

Akridinové derivaty

Jde o latky acinné, av8ak s vyznamnymi nezadoucimi Gginky. AChE inhibuji
reverzibilng. Tacrin (tetrahydroaminoakridin) byl klinicky G&inny (Cognex®), oviem
pro svoji hepatotoxicitu byl stazen z klinického uziti. Vyraznéji nez vlastni AChE
inhiboval BuChE. U nas vyvijeny 7-methoxytacrin vykazoval mensi hepatotoxicitu,
jeho vyvoj viak nebyl dokonéen. Zkouseji se daldi akridinové derivaty (Fabianova,
2008).

Piperidinové derivaty

Reverzibilng inhibuji ob& mozkové izoformy AChE, podstatné neinhibuji BuChE.
Donepezil (Aricept®) je ve svété nejuZivanéj§im IChE. Ma dlouhy biologicky polodas
eliminace, ¢coZ umozZfiuje davkovani jedenkrat denné. Biologicka vyuzitelnost
donepezilu se blizi 100% s vrcholem koncentrace vplazmé za 2 - 4 hodiny
po peroralnim podani. Vaze se na plazmatické bilkoviny (albumin a ajs-kysely
glykoprotein) a ma dva aktivni metabolity. Je biotransformovan v jatrech
cytochromem P-450, izoenzymy CYP 2D6 a 3A4 a poté glukuronidovan. Ma velmi
malo lékovych interakci. Donepezil je pouzivan u mimnych az stiedn& t&zkych forem
DAT a u DLB. Dalsimi G€inky donepezilu jsou: nepiima stimulace mAChR a nAChR
zvySenou koncentraci Ach v synapsich CNS, zvySeni extraneuronalni koncentrace
noradrenalinu a pfip. dopaminu, sniZzeni praniku kyslikovych radikalh membranami
neuronil a zlep§eni metabolizmu glukézy v CNS (Mayeux a Sano, 1999; Svestka,
1999 a; Fabianova, 2008).

Inhibitory ze skupiny alkaloidi

Tyto latky reverzibilné inhibuji AChE. Huperzin A je alkaloid ziskany z Cinského
raseliniku Huperzia emrata a traditné se vyuZiva v &inské mediciné. Bylo s nim
provedeno nékolik klinickych studii, které potvrdily, Ze jde o perspektivni latku. Dalsi
latkou ze skupiny alkaloidll je GAL (Reminyl®, viz samostatna kapitola; Fabianova,
2008)
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Tabulka 2: Inhibitory acetylcholinesterézy (Fabiénové, 2008)°

[léky (u nas Donepezil Rivastigmin Galantamin
dostupné) (Aricept®) (Exelon®) (Reminy}®)
na trhu (rok) 1997 1998 2000
selektivita inhibice . vysoka .
AChE vysoka (G1 forma) vysoka
chemicka skupina piperidiny karbamaty alkaloidy
- . AChE
inhibované enzymy AChE BUChE AChE
;&a}:gkter inhibice reverzibilni pseudoireverzibilni reverzibilni
ovlivnéni nACh " ano: alostericka

. ano !
receptoru modulace
T1/2 (hod) 70-80 12 5-8
hepatalni 0, nejsou lékové
metabolismus P4502D6+3A4 interakee P4502D6+3A4
denni davka (mg) 5-10 6-12 20-40
gg:ﬁ; ucinne ne ano ano
schéma davkovani 1 x denné 2 x denné 2 x denné

8 V mozku pacientll s DAT dochazi k degeneraci cholinergnich neuronit v nucleus basalis Meynerti,
k poklesu celkového mnoZstvi Ach, korové AChE a CAT, zvyeni BuChE a ke ztraté nAChR

a mAChR.
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Tabulka 3: Vztah mezi cholinergni aktivitou v centralnich a perifernich lokalitach

a neZadoucimi aginky spojenymi s uZivanim inhibitoru cholinesteraz pii lé¢bé demence.

(upraveno podle: Brunovsky, 2006}’

oblast cholinergni | nezadouci ucinky Rivastigmin | Donepezil | Galantamin
aktivity (Exelon®) | (Aricept®) | (Reminyl®)
centraini
hypothalamus (area | gastrointestinaini ' it t ++
postrema) (nevolnost, zvraceni)
extrapyramidove

nc. caudatus symptomy +/- ++ +/-
mozkovy kmen poruchy spanku +/- ++ +/-
medulla oblongata . -
(kardiorespira&ni I::srd::aa\‘féa:ikularnl a +/- + +
centra) P
frontalni/temporalni neklid + + +
lalok
periferni
periferni inhibice I:ér:gykardle azmeny +- + +
periferni L LY
nervosvalova svalové kiece a +/- ++ +/-

: slabost
ploténka
mogovy méchyf TS0 +- + +-

3.4.2 Podavani prekurzori acetylcholinu

Samotny Ach je po parenteralnim podani velmi rychle odbouran, proto ho nelze

terapeuticky vyuzit. Cholin neprochazi v dostate€ném mnozstvi hematoencefalickou

bariérou, navic mlizZe puUsobit depresogenné. Netvoii se v neuronech, ale vznika

v CNS zlatek, kieré jej obsahuji jako je napi. fosfatidylcholin. Proto se v terapii

vyuzivaji latky obsahujici fosfatidylcholin, pfedeviim fecitin. UGinek téchto latek

viécbé DAT typu a dalSich demenci je v8ak sporny. Diskutovan je zejména

dostatecny prostup pfes hematoencefalickou barieru. U nas se pouzivaji rizné formy

sojového lecitinu nebo cholin alfoscerat. U té&chto latek vS8ak nebyl prokazan

kontrolovanymi klinickymi studiemi léCebny efekt. UZivaji se tedy spiSe jako

dietetické pfipravky nebo pomocna lédiva pfi zakladni terapii IChE (Fabianova,

2008).

Y Cholinergni aktivita: +/- mala &i 2adna; + mirna; ++ stiedni; +++ silna
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3.4.3 Podavani pfimych agonisti muskarinovych a nikotinovych
receptoru

Tato léCebna strategie neni dosud b&Zn& pouzivana, jde v8ak o velmi
perspektivni terapii, kdy jsou zkoumany agonisté obou typl receptorl. U dosud
zkou$enych muskarinovych agonistl brani jejich klinickému pouZiti vysoky vyskyt
neZzadoucich U€inkl, pfestoZe byla prokazana jejich Uginnost na kognitivni funkce.
Byly zkou$eny napf. oxotremorin, arecolin, xanomelin. V soucasnosti je vlastné
vyuZivan pouze GAL jako agonista nikotinovych receptortl (viz samostatna kapitola,
Fabianova, 2008).

3.4.4 Podavani latek ovlivityjicich cholinergni systém pomoci ovlivnéni
jinych neurotransmiterovych systému

Tento pfistup je zatim ve stadiu klinického zkou$eni, je v8ak pravdépodobné
perspektivni. Jedna se napi. o zkouSeni nékterych B-karbolini. Tyto latky jsou
Gasteénymi blokatory receptoru typu GABAa. Systém y-aminomaselné kyseliny
je inhibiéni a na svych synapsich s cholinergnim systémem jej tonicky inhibuje.
Nékteré B-karboliny tuto tonickou inhibici cholinergniho systému blokuji. Do klinické
praxe dosud nebyly zavedeny pro vysoky pocet nezadoucich Gcinki (Fabianova,
2008).

3.4.5 Podavani dalSich latek, napfi. latek zlepSujicich vstup cholinu
do neuronil, syntézu a uvolnéni acetylcholinu.

Jedna se o chemicky a farmakologicky nejednotnou skupinu latek. V terapii DAT
ani jinych demenci zatim nenasla vyrazné&j8i uplatnéni. Vysledky klinického zkou$eni
jsou nejednoznaéné. Patfi sem i L-CAR (viz samostatna kapitola, Fabianova, 2008).

Dal$i moZnosti Ié¢by demence Alzheimerova typu predstavuji napf.:
Latky zlep$ujici naruSenou glutamatergni transmisi
Neurotrofickeé rustové faktory
Snizeni bunééné reakce na neurodegeneraci
Léky sniZujici oxidativni stres

Latky zlepSujici mozkovy metabolizmus
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3.4.6 Latky zlep$ujici narusenou glutamatergni transmisi

S postupuijici progresi DAT dochazi k postizeni mozkového systému excitaénich
aminokyselin (zejména glutamatu). Tento systém patfivramci CNS mezi
nejrozSifen&jsi, je napf. velmi vyznamny pro mechanizmy uéeni a paméti. lonotropni
receptor typu NMDA zprostiedkovava v soucinnosti s tzv. AMPA/kainatovym
receptorem mechanizmus LTP - pfi opakovaném plsobeni stejného podnétu
je kazdy nasledny postsynapticky potencial vétSi nez pfedchozi. Toto je jeden
ze zakladnich mechanizml uéeni a paméti. Podrazdéni NMDA receptorl je spojeno
s otevienim kalciovych kanalli a se zvySenym vstupem iontl vapniku do neurond.
Pro pamét je nezbytna spravna funkce glutamatergniho systému. U DAT typu
i udalSich neurodegenerativnich a cerebrovaskularnich onemocnéni dochazi
k nadmérmému uvoliiovani molekul glutamatu i dal8ich excitaénich kyselin, a tim
k nadmérnému vstupu kalcia do buriky. Na receptorové Grovni pak dochazi k vyskytu
pfenosovych $umi, které znemoZiuji fyziologicky pfenos signald. Tim je narusen
mechanizmus LTP. Navic nadmérnym influxem iontl kalcia dochazi k aktivaci fady
intraneuronainich enzyml (predevSim proteinkinaz a fosfataz), k destabilizact
vnitfniho prostfedi neurontl, k aktivaci patologickych genu véetné genu pro apoptézu
- programovanou bunéénou smrt a neurony ve zvySené mife zanikaji (Klafki a spol.,
2006; Fabianova, 2008).

Terapeuticky uZiteéné jsou proto parcialni inhibitory NMDA receptort, které brani
vy$e uvedenym jevim. V praxi je zatim pouZivana jedinad latka této skupiny,
memantin (Ebixa®). Memantin je parcialni, nekompetitivni, antagonista nap&tové
zavislych NMDA receptorli, ktery blokuje G&inek glutamatu. Pidpoklada se,
Ze u nemocnych s DAT plsobi neuroprotektivné snizovanim influxu kalcia do bunék
(atak brani apoptoze) a zlepSuje i mechanismus LTP v procesu udeni a paméti.
Memantin je tricyklicky primamni amin, chemicky nazev 1-amino-3,5-dimethyi-
adamantan. Patfi do skupiny aminoadamantant - organickych latek vyznaéujicich
se tricyklickou strukturou (viz obr. 158). V in vitro studiich bylo prokazano,
Ze se memantin vaze i na jiné typy receptorl, napf. nAChR & 5-HT3 receptory,
ale tyto typy interakci nejsou pro jeho farmakologicky G€inek pfili§ vyznamné. LéCivo
se podava per os a je obecné velmi dobfe tolerovano. MizZe se kombinovat s IChE
i daldimi farmaky. Bylo prokazano synergické pasobeni memantinu a IChE.
Memantin je uréen pfedevsim k lé&bé stfednich aZz té€zsich (ne v3ak pokrogilych
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aZ terminalnich) stadii DAT a pfibuznych demenci. V sou€asné dobé& je jedinou
schvalenou latkou pro lé€bu stfedni aZ téz8i formy demence u DAT v Evropé
a Spojenych statech (Patocka, 2002; Petrovi€ a spol., 2004; Klafki a spo!., 2006;
Sheardova a spol., 2007, Fabianova, 2008; Konrad, 2008; Patocka a Dvofak; 2008).

zavieny kanal otevieny kanal blokovany kanal
Fey 'E‘}f
" glutamit memanti m L\"
=) 11 !5 ,:li
glycin @ "M |' |
I « /
0.55 nm
-

Obrazek 13: Blokada iontovych kanalt NMDA receptori memantinem ® (upraveno podie:
Petrovi¢ a spol., 2004).

Skuteénost, Ze nitroglycerin, jako zdroj NO reguluje nepfiméinou aktvitu NMDA
receptoru vedl k myslence, ze by memantin, ktery funguje jako antagonista NMDA
receptort, mohl zvySit svou neuroprotektivni G&innost, kdyby se stal je$té zdrojem
NO (nitroglycerin sam neni vhodné neuroprotektivum). Nadmé&rna aktivita NMDA
receptoru maze byt totiz snizena nitrosylaci — tento fakt vedl k napadu pfipravit léky
nazvané nitromemantiny. Jako S-nitrosylace se oznacuje vznik S-nitrosothioll (-
SNO) kovalentni vazbou cysteinovych zbytkl proteind s NO. Nitrosylaéni mista jsou
iokalizovana na N-terminalnim konci extracelularni domény NMDA receptoru a S-
nitrosylace sulfhydrylové skupiny cysteinu sice omezuje prostupnost kanalu pro ionty,
ale zcela jej neuzavird. Na NMDA receptoru existuje 5 cysteinovych zbytkl, které
mohou reagovat s NO. PfedbéZzné studie ukazuji, Ze nitromemantiny maji vétsi

neuroprotektivni Uginek neZ samotny memantin. K tomu, aby se dostaly k pacientiim,

8 lontovy kanal NMDA receptoru je v nepfitomnosti agonisty vidy uzavfeny. V disledku vazby
agonistl (glutamatu a N-methyl-D-aspartatu) dochazi ke konformaénim zménam, které mohou vyustit
v otevieni kanalu. Tim prochazi podél elektrochemického gradientu (fj. do nitra buhky) ionty Na®
aCa®*. Tento tok iontdl vede k depolarizaci a zvySeni intracelularni koncentrace Ca®*. Memantin
vstupuje do iontového kanalu podobné jako Na*a Ca®*. Vzhledem ke své velikosti, ktera je vet$i nez
por iontového kanalu (0,55 nm), v8ak nemuze projit a blokuje prichod Na*aCa®' kanalem.
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je vak tfeba vykonat jeSté mnoho vyzkumné prace, pokud se tak viibec nékdy stane
(Patocka a Dvorak, 2008).

6
4 NH,
AMINOADAMANTAN
J (AMANTADING N\
NH,
CH,
R
CH,
NITROMEMANTINY
cH,
MEMANTIN

R = ONO,, O-alkyn-ONO,, OC(O)-alkyn-ONO
alkyn = -CH,-, -CH,CH,-, -GH,CH,CH,-

Obrazek 14: Strukturni vzree aminoadamantanu, memantinu a patentované skupiny
nifromemantinu (Patocka a Dvorék, 2008).

Dalsi latky uZivané ke zlepSeni kognitivnich funkci nemaji Gcinnost
jiz tak pfesvédéivé dokazanou jako IChE amemantin. Jejich pouZiti neni
jiz jednoznaén& zalozeno na dostateCnych dUkazech zejména ve formé
kontrolovanych klinickych studii, nékdy je spie empirické (Fabianova, 2008).

3.4.7 Neurotrofické rustové faktory

Tyto mozkové hormony slouZi v dospélosti k reparativnim procesim v mozku,
podileji se na neuronalni plasticité, na tvorbé dendritickych trnid, a tim novych
synapsi. U riznych demenci byva zjistén ubytek nervovych rlstovych hormond nebo
jejich receptorli v disledku snizeného pottu neuronld. NRF je prototypem
neurotrofického ristového faktoru, méa proto Uzkou vazbu kudrZzovani funkce
cholinergniho systému bazalnich partii pfedniho mozku. Cholinergni neurony
pfedniho mozku jsou jediné bufiky mozku dospélého &lovéka, které exprimuji velké
mnoZstvi nizkoafinitnich receptorl p75 pro NRF. NRF zvySuje mnoZstvi
hipokampalniho Ach a zpomaluje ubytek cholinergnich bunék a atrofii po lézich
fornixu, coZ je dilkazem prospé&snosti NRF jako neuroprotektiva pro buiiky bazalnich
partii pfedniho mozku a nemocnych s DAT. Nervové riistové hormony jsou proteiny,
obvykly zplisob podani neni &asto moZny, mj. pro jejich nedostateCnou priichodnost
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hematoencefalickou bariérou. Nadéjny je vyvoj pfipravkl, puasobicich uvolnéni
nervovych rlstovych hormonli prostiednictvim tyrosinkindzovych (Trk) receptort.
Selegilin je inhibitor monoaminooxidazy B s antioxidaénim Gé&inkem. Piisobi rovnéz
jako uvoliiovad NRF nebo sam plsobi jako ristovy faktor v tkanovych kulturach.
In vivo viak tento efekt zatim dokazan nebyl (Mayeux a Sano, 1999; Fabianova,
2008).

Nadéjnou cestou vedouci k zvySeni hladiny NRF a ke zlepSeni trofiky mozku
je implantace embryonalnich kmenovych bunék, ale tato metoda je teprve ve stadiu
preklinického vyzkumu (Fabianova, 2008).

3.4.8 Snizeni bunééné reakce na neurodegeneraci

V mozku nemocnych s DAT dochazi ke zménam bunék mikroglie, zvySuje
se jejich po&et a roste jejich velikost. Tento fakt a pfitomnost komplementu v plakach
amyloidu vedlo k rozpracovani koncepce zanétlivého pavodu DAT. Bylo publikovano,
?e osoby uzivajici protizanétlivé léky skupiny nesteroidnich antirevmatik maji mensi
pocet bunék mikroglie a méné ¢asto se u nich vyvine DAT. V klinickych studiich vSak
bylo prokazéno pouze slabé zlepgeni kognitivnich funkci u nemocnych s mirnou
formou DAT (Fabianova, 2008).

3.4.9 Léky snizujici oxidativni stres

Mozek nemocného s DAT je pod vliivem té&Zzkého oxidativniho stresu. Jedna
se o dusledek nadmérné tvorby kyslikovych radikald (peroxidy, hydroxyskupina,
singletovy kyslik, NO) vzniklych vlivem AB, nebo nasledkem dysbalance vapniku
v neuronech a jejich mitochondriich. Dochazi k peroxidaci lipidd neuronalnich
membran a k inaktivaci n&kterych kli¢ovych enzymi. Proto se latky vychytavajici
volné kyslikové radikaly, event. sniZujici moZnost jejich vzniku (scavengery volnych
radikalll) pouZivaji jak preventivné, tak IéSebn&. Léky jako napf. alfa-tokoferol (E-
vitamin), idebenon nebo estrogen maji silné antioxidaéni Géinky, jejich Ginnost
se lisi. Pfipravky obsahujici selen maji také své teoreticky odivodnéné pouZiti —
selen je soutasti pfirozeného enzymu glutationperoxidazy, likvidujiciho volne
radikaly. Inhibitor monoaminooxidazy B-typu, selegilin, snizuje tvorbu volnych
radikali tim, Ze zabrafuje biodegradaci dopaminu. Je pomérné &asto pouZivan
v Iééb& demenci. Toto pouZiti je ale spiSe empirické. Vysledky klinickych studii vSak
nepfinaseji uspokojivé dikazy efektivity téchto latek. Mezi daldi potencidlni Ié€ivo
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DAT se fadi kurkumin. Kurkumin vykazuje antioxidaéni (interaguje se superoxidovym
anionem a hydroxylovym radikalem afunguje jako scavenger volnych radikall)
a protizanétliveé 0cinky (je inhibitorem COX-2), chrani hepatocyty a neurony pied
aéinkem nékterych latek, ma antibakterialni, antimutagenni a antialergenni ucinky,
zasahuje do procesu déleni buné&k a apoptozy, inhibuje nékteré enzymy apod.
Schopnost kurkuminu inhibovat peroxidaci lipidl je vétsi nez u alfa-tokoferolu.
Kurkumin mé silny anti-amyloidogenni efekt. Inhibuje akumulaci AR v CNS

(Fabianova, 2008).

3.4.10 Latky zlep$ujici mozkovy metabolizmus

U demenci i lehkych poruch poznavacich funkci byva zjiStovan defekt
oxidativniho mozkového metabolizmu. Toto zjisténi vedlo k zavedeni tzv. zvySovadt
mozkového metabolizmu (cerebral metabolic enhancers), jako jsou dihydrované
namelové alkaloidy, ale predevSim nootropni farmaka (zvySuji vyuZiti glukézy
a kysliku). Od uziti dihydrovanych namelovych alkaloidii se pro malou G¢innost
ustupuje. RovnéZ se vyrazné& ustoupilo od uZiti vazodilatacnich pfipravkii (napf.
od klomethiazolu) pro malou u€innost a mozZnost vyvolani tzv. fenomenu okradeni
(,steal’ fenomén) v pfipadé cévnich mozkovych lézi. V téchto pfipadech jsou cévy
v postiZzené oblasti paralytické, pouZitim vazodilatancii, se v8ak rozsifi zdravé cévy
v nepostizené oblasti, ¢imz paradoxn& dojde k jesté vétSimu ochuzeni postizené
oblasti. N&které latky s vazodilatacnim pisobenim v8ak maji i jiné efekty a jsou proto
potencialné uZiteéné. ZlepSuji pfedevSim mikrocirkulaci a reologické (pritokové)
vlastnosti krve. Mezi tyto latky nalei napt. pentoxifyliin (Agapurin® Trental®) nebo
nartidrofuryl (Enelbin®). Jejich misto je pfedevsim v terapii VaD, aviak pouZiti je opét
spiSe empirické, nikoli zaloZzené na rozsahlych kontrolovanych klinickych studiich.
Rozsahlé klinické studie neprokazaly vyraznéj§i efekty nootropik v ovlivnéni pribéhu
DAT. Nootropika se proto pouZivaji u jinych demenci, postkomocnich
a postintoxikaénich stavl, u DAT a pfibuznych demenci pak pouze jako podptirna
terapie (Fabianova, 2008).

Nové mozZnosti lécby DAT ofevira existence kauzalnich souvislosti mezi
hyperfosforylaci APP, tau-proteinu a jinych proteind a degeneraci neurond.
Na hyperfosforylaci se podstatnym zplsobem podileji kindzy GSK-3b a p25/CDKS.
Opakované se ukazalo, Ze jak inhibitory GSK-3b, tak inhibitory CDK5 stabilizuji
neurony a chrani je pfed programovanou bun&énou smrti. GSK-3b Ize reverzibilné
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inhibovat ionty lithia, které také brani hyperfosforylaci tau-proteinu. Vzhledem k tomu,
Ze jejich podavani se povazuje za relativné bezpeéné, je moZno uvaZovat i o jejich
dlouhodobém wvyuziti v IéEbé DAT. Dale byly popsany nizkomolekularni inhibitory
GSK-3b, jako jsou bis-indolylmaleimid (neni pfili§ specificky) a hymenialdisin. CDK5
inhibuji prakticky v8echny syntetické inhibitory, které selektivné zasahuji podskupinu
cyklin-dependentnich kinaz piibuznych CDK1. Jde o klasické inhibitory olomoucin,
butyrolakton a flavopiridol, ke kterym nové piibyly daldi. Apoptézu lze odvratit
aplikaci kteréhokoliv G€inného inhibitoru p25/CDK5, v&etné novych purinovych
derivatll olomoucinové fady. Nejvétsi nadéji v8ak v souCasné dobé vzbuzuji tzv.
indirubiny a paullony, nebot vybérové zasahuji jak GSK-3b, tak p25/CDK5. Ocekava
se, Ze z jejich vyzkumu vzejdou nova terapeutika neurodegenerativnich chorob. Dale
se vénuje se pozornost specifické aktivaci fosfataz, které by byly schopné odstranit
zhoubné nasledky nadmémé fosforylace kliCovych proteini. Na jednom z &elnich
mist je vyvoj specifickych inhibitori sekretaz odpovédnych za S$tépeni APP
a za tvorbu AB. Zvy$eni stability bunék pocita také s vyvojem selektivnich inhibitort
calpainu (Vesely a spol., 2002; Klafki a spol., 2006).

Kognitivni farmakoterapie DAT je jen jedna stranka lécby. Velmi dllezita je také
nekognitivni farmakoterapie, l1é¢ba vSech interkurentnich somatickych onemocnéni,
aktivace nemocného, reedukace predev&im zakladnich Zivotnich navyku
a dovednosti, oSetfovatelska péce a rehabilitace (Fabianova, 2008).
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4. Farmakologie galantaminu

Gal je terciarni alkaloid, ktery byl plvodné izolovan z cibuli snézenky Galanthus
woronowi a pozdéji z dalSich rostlin éeledi Amaryllidaceae (amarylkovité). Nahodné
byl objeven bulharskymi farmakology Proskurninou a Jakovlevem pfi izolaci
zdivokych snézenek pocatkem padesatych let dvacatého stoleti. ZaCatkem
Sedesatych let byl popsan inhibiéni vliv GAL na AChE avroce 1964 prostup
hematoencefalickou bariérou do CNS. V prvé poloviné devadesatych let byla
objevena jeho schopnost alosterické modulace nikotinovych receptorh. V sougasné
dobé je vyrab&n synteticky (Jirak, 2001; Svestka, 2004; Fabianovéa, 2008).

GAL je strukturné velmi podobny kodeinu a podiéha stejnym biotransformacnim
procesim. Neé&kterymi klinickymi studiemi bylo prokazano signifikantni zlepSeni
kognitivnich i nekognitivnich symptom DAT. Vyhoda GAL oproti jinym inhibitorim
AChE pouzivanym v terapii DAT je jeho schopnost alostericky modulovat nAChR,
coZ vede ke zvySeni mnozstvi Ach (Krejéova a Sevelova, 2003).

GAL inhibuje G2 a G4 izoformy cholinesteraz. Je rezistentni vuci hydrolyze. Pro
jeho vazebné schopnosti, a tedy biologicky G€inek jsou v jeho molekule dileZita 4
mista: hydroxylova skupina cyklohexenového kruhu, cyklohexenovy kruh, terciarni
aminoskupina a methoxyskupina (Jirak, 2001; Krejéova a Sevelova, 2003; Pidrman
a spol., 2003).

galantamin

Obrazek 15: Struktura galantaminu (Krejéova a Sevelova, 2003).
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Obménou methoxyskupiny a tercidlni aminoskupiny (napf. na kvarterni
amoniovou sul nebo hydrofiini sloueniny) byly pfipraveny derivaty GAL, které
vykazovaly vétsi inhibici AChE neZ samotny GAL. Tyto derivaty v8ak byly polarngjsi
nez plvodni molekula, coZ branilo jejich priniku do CNS, a tedy vyrazn& omezilo
jejich pouziti. Nad&jnym derivatem GAL je jeho ester (acylovana hydroxylova skupina
v poloze 6) n-butylkarbamat GAL, ktery je méné toxicky nez GAL, méné& polarni
a Iépe tedy pronika do CNS (Krejéova a Sevelova, 2003; Pidrman a spol., 2003).

4.1 Farmakodynamika galantaminu

Cilovymi misty Géinku GAL v organismu jsou: nervosvalové spoje, centralni
cholinergni synapse, periferni organy inervované parasympatickymi vegetativnimi
vlakny (Krejgova a Sevelova, 2003).

Na cholinergni synapsi plisobi GAL dvéma mechanismy:

« Inhibuje kompetitivné a reverzibiln& AChE, ktera biodegraduje Ach. Uginnost
GAL je tedy zavisla na koncentraci Ach. Cim je koncentrace Ach vyssi, tim

rwwe

Inhibici AChE brani GAL biodegradaci Ach, a tim se jeho koncentrace
v synaptickych $térbinach zvySuje. GAL je 50 - 60krat siln&jSim inhibitorem
AChE neZ BuChE, aviak 10krat vice inhibuje AChE v lidskych erytrocytech

nez v CNS.

« Pdsobi jako alostericky modulator na presynaptickych i postsynaptickych
nAChR (v CNS, svalech a gangliich), predevsim podtypu a4B2 aa7.
V pfitomnosti GAL je zvy$enéa vazebna afinita Ach na nAChR nebo i zvy$ena
propustnost kanall odpovidajici aktivovanym receptortim.

Tyto procesy mohou probihat soucasné (Svestka, 2004; Krejtova a Sevelova, 2003).

Alosterické moduldtory nAChR se neudastni pfenosovych déju piimo,
nevyvolavaji tedy na rozdil od agonisti & antagonistd zmény citlivosti nebo pottu
receptorl. In vitro se GAL vaZe na misto nAChR, které je odli¥né od vazebného
mista pro agonisty Ach. Pokud se na nAChR navaZe GAL a ACh zaroven, odpovéd
t&chto receptorlt na ACh se zesili. Alostericky potencujici ligandy, tedy samy o sobé
nevyvolavaji signifikantni odezvu. V pfitomnosti pfirozeného mediatoru véak zvysuji
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prichodnost iontovych kanall, a tak i potencuji submaximalni Ach indukovane
odpovédi. Aktivace presynaptickych nikotinovych receptorlt zplsobuje zvySené
uvoliiovani Ach a dale i glutamatu (zlepSeni procesu uéeni a paméti), serotoninu
(omezeni emocnich poruch, jako je Uzkost a deprese), GABA (zajistuje stabilni
chovani, napf. odstranénim agresivity). Aktivaci nikotinovych receptori
na glutamatovych neuronech dochézi k uvolfiovani glutamatu, a ten prostfednictvim
AMPA a NMDA receptorld stimuluje tvorbu neurotrofniho ristového hormonu
v bufikdch hipokampu. Dlouhodobé podavani GAL zvysuje poéet nAChR v uréitych
oblastech mozku, které se podileji na mechanismech u¢eni a paméti. Jde predevsim
o oblast hipokampu a prefrontalni kary. Treti slozkou mechanizmu pilsobeni GAL
je jeho neuroprotektivni G€inek. GAL zvySuje koncentraci antiapoptotického elementu
bel-2, chrani buiiky pfed toxicitou B-amyloidu a brani amyloidogenni cesté Stépeni
APP zakon&ené vznikem nerozpustného B-amyloidu. GAL je specifickym inhibitorem
AChE, ktery minimainé ovliviuje BUChE (Krejtova a Sevelova, 2003; Svestka,
2004).

4.2 Farmakokinetika galantaminu

GAL se rychle absorbuje z gastrointestinalniho traktu, maximalni koncentrace
v krvi je dosaZeno za 0,5 — 2 h po poZiti. Tato absorpce probiha nezavisle na lékové
formé (tableta, obdukovana tableta, roztok). Jidlo neovliviiuje celkovou dostupnost
GAL, ale zpomaluje jeho absorpci a snizuje maximalni dosazenou hladinu v plazmé
(Cmax). Jeho biologicka dostupnost predstavuje téméf 100%. Po vstfebani se GAL
vazZe na plazmatické proteiny piiblizné jen z 18%, jeho lipofilta umoZfuje snadny
prichod pfes hematoencefalickou bariérou, takZ?e hladina v CNS je 3x vy88i nez
v plazmé& (Svestka, 2004; Krejcova a Sevelova, 2003).

Denni terapeuticka davka GAL pro léEbu DAT je obvykie 16 mg. Klinické studie
prokazaly, ze vy§§i davky kognitivni funkce pacientd jiz nezlep8uji. GAL je jen mirné
toxicky, LDso pro potkana je po p.o. podani 83,6 mg/kg.

Nezadouci uéinky GAL souvisi s jeho cholinergnimi viastnostmi. Radi se mezi
né& napf. nevolnost, zvraceni, zavrat, bolest bficha, prijem, lehka bolest hlavy aj.

NeZadoucim efektem je ztrata chuti k jidlu a redukce hmotnosti. Tyto G€inky mohou
byt tlumeny antidoty. Po profylaktickém podani periferniho antidota N-
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methylskopolamin hydrobromidu byly nezadouci Gcinky zieteln& snizeny (Krejcova
a Sevelova, 2003).

GAL se metabolizuje v jatrech pomoci izoenzym( CYP4502D6 a 3A4 za vzniku
jediného biologicky aktivniho metabolitu norgalantaminu, jehoZz koncentrace v plazme
viak dosahuje pouze 10 % mateiské latky a dale i né&kolika inaktivnich metabolitd.
Biodegradace prostiednictvim CYP450 piedstavuje 75 % podané davky. GAL
se eliminuje zejména moti, 18-22 % z podané davky se vyluduje nezménéno.
Biologicky polo¢as &ini asi 7-8 hodin. Hlavnimi biotransforma&nimi cestami jsou N-
oxidace, N-demetylace, O-demetylace, glukuronidace a epimerizace. Timto
zpusobem se vytvafeji metabolity norgalantamin (jediny biologicky aktivni), O-
demetylgalantamin, O-demetyl-norgalantamin, epigalantamin  a galantaminon
(vEechny biologicky inaktivni, Svestka, 2004).

Zadna z dostupnych studif neprokazala mutagenni &i teratogenni Uéinek GAL.
Po fadé klinickych studii byl GAL zaregistrovan pro l1éEbu DAT roce 2000 v nékterych
zemich Evropské unie, vroce 2001 vUSA a v Ceské republice pod nazvem
Reminyl® firmy Janssen-Cilag. GAL je indikovan u mirnych a2 stfedné t&zkych forem
DAT (Jirak, 2001; Svestka, 2004; Jirak a Zemkova, 2002; Krejéova a Sevelova,
2003).

Pro stanoveni GAL v biologickych materidlech mohou byt vyuZity rlizné metody,
napi. vysokoléinna kapalinova chromatografie, kapalinova chromatografie spojena
s hmotnostni spektrometrii, kapilami zénova elektroforéza, pritokova injekéni
analyza, radioimunoanalyza nebo enzymoimunoanalyza (Krejéova a Sevelova,
2003).
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Obrézek 16: Efekt diouhodobé 168by galantaminem ® (Frankova, 2004).

¥ Zelena kiivka znazorfuje kognitivni pokles pii [@¢hé GAL v pribéhu &tyfleté 1€Cby, oranZova kiivka
znazorfivje pfedpokladany kognitivni pokles u nemocnych bez lééby.
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5. L-karnitin

L-CAR je pfirodni latka vyskytujici se ve tkanich savcl. L-CAR je nepostradatelny
pro produkci energie ve tkanich, které jsou zavislé na beta-oxidaci mastnych kyselin.
Zprostiedkovava transport mastnych kyselin s del$im fetézcem pfes mitochondrialni
membranu do mitochondrialni matrix, kde probiha jejich oxidace a zajistuje i zpétny
transport toxickych zbytkl beta-oxidace. Z tohoto poznatku vyplyva zasadni vyznam
pro energeticky metabolismus bunék a tkani, které jsou zavislé na ziskavani energie
touto cestou (pfi€n& pruhované svalstvo, myokard adalsi). Aktivace nizSich
mastnych kyselin a jejich oxidace v mitochondriich mizZe probihat nezavisle na L-
CAR. Cytoplazmatické mastné kyseliny s dlouhym fetézcem ve formé acyl-CoA
se pfemé&nuji na acylkarnitiny pomoci enzymu karnitinacyltransferazy-1, kiera
je umisté&na na vnéj§i mitochondrialni membrané. V této reakci je acylova skupina
pfemisténa z CoA na hydroxylovou skupinu L-CAR. Vaznikly O-acylkarnitin
je transportovan pfes vnitfni mitochondridini membranu karnitinacyltranslokazou,
ktera transportuje acylkarnitin dovnitf vyménou za L-CAR transportovany ven. Uvnitf
mitochondrie tento acylkarnitin reaguje s intramitochondrialnim CoA za katalyzy
karnitinacyltransferazou-Il, ktera se vyskytuje na vnitini stran& mitochondrialni
membrany. Takto je v mitochondrialni matrix opét vytvoien acyl-CoA a uvolnén L-
CAR, ktery je opét kamitinacyltranslokdzou pfenesen do cytoplazmy (Pettegrew
a spol., 2000; Vaz a Wanders, 2002; Cibulka, 2005; Svoboda a spol., 2005).

(CH3)3—'N—CIH—CH2—COOH+ R—(|3=O
OH S~ CoA

(CH,), — ‘N — CH - CH, — COOH + CoA — SH
0
O= (|3 -R
Obréazek 17: Reakce kamitinu s acyl-CoA za vzniku O-acylkarnitinu (Cibulka, 2005).

L-CAR neovliviiuje jen metabolismus mastnych kyselin, ale také produkci energie
z aminokyselin a sacharidi. Pfedpoklada se, Zze zvySuje produkci energie z téchto
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zdroji  zvySenim  aktivity enzymovych komplexd  pyruvatdehydrogenazy
a fruktokinazy v disledku snizeni intramitochondrialniho poméru acetyl-CoA/CoA.
Intramitochondridlni  pokles poméru  acetyllCoA/CoA  stimuluje  aktivitu
pyruvatdehydrogenazového pomeéru, coz vede ke zvySené oxidaci glukézy. A prave
tento pomér je regulovan L-CAR, ktery tak rozhoduje, bude-li pfednostné
stimulovana beta-oxidace mastnych kyselin nebo oxidace glukézy. L-CAR
tak moduluje pfisun energie zrlznych oxida&nich prament. Jeho daldi funkci
je odstrafiovani riznych acylovych zbytk( z organismu. Je znamo, Zze L-CAR zvy$Suje
pfestup nékterych chemickych latek pfes biologické membrany a usnadfiuje eliminaci
nékterych xenobiotik (Herink a spol., 2001; Cibulka, 2005).

5.1 Chemicka struktura L-karnitinu

Chemicky se jedna o kyselinu 3-hydroxy-4-N-trimethylaminoméselnou, coz
je nizkomolekularni latka podobna aminokyselinam s tim rozdilem, Zze atom dusiku
je umistén na 4. atomu uhliku (v molekulach aminokyselin je aminoskupina umisténa
na 2. uhliku). Atom dusiku poskytuje &tyfi vazby, proto se jedna o tzv. kvarterni amin.
Atom dusiku nese kladny naboj. Molekula L-CAR obsahuje jeden asymetricky atom
uhliku, jedna se o tieti atom uhlikatého fet&zce. Latky s asymetrickym uhlikem jsou
obvykle opticky aktivni, tj. otdceji rovinu polarizovaného svétla. V piirodé
se vyskytuje pouze levotoCivy L-CAR, pouze tato forma je biologicky GCinna.
Pravototiva forma, D-CAR, je nejen nelcinna, ale je i toxicka, nebot kompetitivhé
inhibuje transportni systémy pro L-CAR, a zplsobuje tak jeho nedostatek v bufikach.
Pfi primyslové vyrobé by se proto mélo dbat na Cistotu vyrabéného L-CAR (Cibulka,
2005).

HO @]
P
HgC _N+
CH, OH
L-karnitin

Obrazek 18: Chemické struktura L-karnitinu (upraveno podle: Pettegrew a spol., 2000).

67



5.2 Syntéza L-karnitinu

L-CAR byl izolovan ze zvifeciho masa a jeho nazev pochazi z latinského slova
caro-maso. L-CAR je pfijiman pfevazné z potravy, nejvétsi mnozZstvi se vyskytuje
v mase. Casteéné je organismus schopen kryt svou potfebu endogenni syntézou,
ktera probiha v jatrech, ledvinach a mozku. L-CAR je syntetizovan ze dvou
esencialnich aminokyselin lyzinu a methioninu. Lyzin poskytuje zdroj dusiku
a uhlikaty fet&zec, zatimco S-adenosylmethionin dodava tfi methylové skupiny.
K jeho tvorbé je zapotiebi vitamin C, pyridoxin, niacin a Zelezo. Nejprve dochazi
k metylaci lysinu S-adenosylmethioninem za Gcéasti specifické lysinmethyltransferazy
(e-N-L-lysine methyltransferase) a vznika e-N-trimethyllysin (TML). Ten je dale
hydroxylovan v pozici beta TML-hydroxylazou na B-hydroxytrimethyllysin (HTML),
ktery je roz§tépen HTML-aldolazou na y-trimethylaminobutyraldehyd (TMABA)
a glycin. TMABA je postupné& oxidovan TMABA-dehydrogenazou na y-butyrobetain
(y-BB). V kone¢né fazi je y-BB hydroxylovan y-BB-hydroxyldzou v pozici beta
a vznika tak L-CAR (Pettergrew a spol., 2000; Vaz a Wanders, 2002; Cibulka, 2005;
Yu Cao a spol., 2009).

S-adenosylmethionin

(o] ® 9
"a"‘u‘rc":'u"rc’"?*'é'o'wpﬁd ——-L—-—’ Gh'?:’%'%'%‘m-?kc*o- peptid
WH- peptid CHy NH~ peptid
L-fyzin ¢vizany na peptid) g-N-trimethyllysin vazany na peptid)
1 hydiolyza
. o g o 9
Gy =H- G- Cp=City- - CH-C- 08— Gy~ M- Chz~ Gy~ iy~ CH- G~ C- 09
G4 OH Ny ® TML - twideoxylaza o s g
p-hydroxytrimethyllysin £-N-trimethyllysin
HTML-aldolaza
glycin
o T 1 o y e &b S
CHyN-OHyCHyOHy=C-H  ————t Oy ~R-Chy ~Cly~Cy~C 08 et Oy N~CHy~ G- Chy~ C-0F
CHy TMABA. delvdiogenaza  ©, y-BB-lydi oxylaza CHy OH

y-trimethylaminobutyraldehyd y-butyrobetain L-karnitin

Obrazek 19: Syntéza L-kamitinu u saved (upraveno podle: Rebouche, 1991).
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5.3 Farmakologie L-karnitinu

Stievni resorpce L-CAR piijatého potravou probiha zejména v duodenu a jejunu,
méné v ileu. L-CAR je absorbovan z gastrointestinainiho traktu pasivnim a aktivnhim
transportnim mechanismem. Bylo zji§téno, ze L-CAR je do bunék stievni sliznice
relativné lehce pfijat, ale pomalu je vydavan do obéhu. Po peroralnim podani
se plazmatickd hladina zvy3i az po 8 hodinach. Jatra pfijimaji L-CAR cestou
portalniho ob&hu a nasledné ho uvoliiuji do systémové cirkulace. L-CAR je mala,
ve vodé rozpustna molekula, snadno se filtruje pfes ledvinné glomeruly a z 95%
je reabsorbovan, zbytek se wvyluuje ve formé& acylkarnitinG moéi. Jedna
se o mnoZstvi 100-300 pmol/den. Je-li piekroen ledvinovy prah pfi vysokych
koncentracich v séru, napf. pfi i.v. injekci, je L-CAR rychle vylu€ovan moci. Renalni
reabsorpce méa tedy vyznamnou ulohu pfi udrzovani homeostazy L-CAR. Ve vétSiné
tkani je koncentrace L-CAR 20-50krat vy$$i nez v plazmé. Mezi buiikami jednotlivych
tkani je velka variabilita v mife transportu L-CAR a z toho vyplyvajici rozdily v jeho
koncentraci. Transport zavisi na extracelularni koncentraci sodiku, pravdépodobné
jde o mechanismus spoleéného fransportu se sodikem (ko-transport). Jedna
se o sekundarné aktivni transportni systém, ktery pfenasi L-CAR do burky proti
koncentraénimu gradientu (Pettergrew a spol., 2000; Vaz a Wanders, 2002; Cibulka,
2005).

Acetyl-L-karnitin je ester L-CAR a kyseliny octové. Acetyl-L-karnitin
je intracelularnim pfenaSedem acetylové skupiny pifes mitochondridlni membranu,
coz podporuje uvolfiovani Ach, zvySuje aktivitu CAT a ma antioxidatni Gcinky.
NevaZe se na plazmaticke proteiny. Snadno pronikd hematoencefalickou barierou.
Po iwv. podéani stoupa hladina acetyl-L-karnitinu rychleji nez L-CAR. Vysiedky
klinickych studii u pacienttl s DAT jsou v8ak rozporupiné (Pettegrew a spol., 2000).
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CH,
Acetyl-L-karnitin

Obréazek 20: Chemicka struktura acetyl-L-karnitinu (upraveno podle: Pettegrew a spol.,
2000).
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6. Experimentalni éast

6.1 Usporadani pokusu

V této rigorézni praci bylo k pokusim pouZito celkem 24 samcl laboratorniho
potkana kmene Wistar albino, konvenéniho chovu, krmenych peletovanou standardni
Larsenovou dietou a s pfisunem vody ad libitum. Hmotnostni rozpéti zvirat

se pohybovalo v rozmezi 195-230 gramu.
Zvirata byla rozdé&lena do &ty skupin po Sesti jedincich:

1. kontrolni skupiné byl im. podan pouze fyziologicky roztok v davce
0,1 ml/100g hmotnosti

2. kontrolni skupiné byl podan L-CAR v davce 250 mg/kg p.o. vintervalu 24
hodin (tedy 3 po sobé& nasledujici dny)

3. kontrolni skupiné byl podan GAL v davce 10,0 mg/kg i.m.

4. pokusné skupiné byl podan 3x L-CAR v davce 250 mg/kg p.o. v intervalu
24 hod., 30 min. po podani posledni davky L-CAR byl injikovan GAL
v davce 10,0 mg/kg i.m.

6.1.1 Odbér vzorkli mozku

Zvirata byla usmrcena dekapitaci za 30 minut po podani testovane latky.
Nasledovalo $etrné vyjmuti mozku a jeho bezprostiedni zmrazeni pfi nizké teploté
pro pozdé&ji odbér vzorkl (&elni korova oblast, hipokampus, septum, bazalni ganglia
a hypofyza).
6.1.2 Stanoveni aktivity acetylcholinesterazy Ellmanovou metodou -

princip metody

Jedna se o spektrofotometrickou metodu. AChE §tépi substrat — acetylthiocholin
na thiocholin a kyselinu octovou. Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, ktera
se navaze na 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinu (DTNB) ajeho zbytek — 5-
merkapto-2-nitrobenzoova kyselina, je fotometrovan pfi 412 nm. (Ellman a spol,,
1961; Bajgar, 1972)
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Obrazek 21: Schéma reakce (upraveno podle: Zlamal, 2008)
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6.1.3 Pouzité chemikalie a roztoky

o 02 M TRIS-HCI pufr; 242 g 1,1,1-tris-(hydroxymethyl}aminomethan
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.

o DTNB - ¢&inidlo na SH- skupiny: 0,1 g DTNB se rozpusti v 50,0 ml 0,2 M TRIS
pufru.

o Substrat: 0,029 g acetylthiocholin-jodidu se rozpusti v 10 ml destilované vody.

o Kalibra&ni roztok: vodny roztok cystein — HCI v koncentracich od 1-10™
do 5-10° M.

o Vzorek pro méfeni: homogenat fezl pfislusnych vzorkl tkané laboratorniho

potkana - 1 mg mozkové tkan&/1 mi destilované vody.

6.1.4 Pouzité pfistroje

Univerzaini spektrofotometr, sklenéné kyvety.

6.1.5 Pracovni postup

Ztezl) pfislu§nych vzorkl tkané laboratorniho potkana (frontalni kulra,
hipokampus, septum, bazaini ganglia a hypofyza) byl piipraven homogenat (1 mg
mozkové tkané/1 ml destilované vody). Do kyvety bylo k 1 ml homogenatu pfidano
0,4 ml DTNB a 0,4 ml TRIS pufru. Reakce byla zahajena pfidanim 0,2 ml substratu.
Fotometruje se pii 412 nm a registruje se zmé&na absorbance. Z hodnot absorbance
bylo odeéitano a zaznamenavéano odpovidajici mnoZstvi SH- skupin v reak&ni smési.
Pro kalibraci byl misto misto homogenatu pouZit roztok riznych koncentraci

cysteinu.
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str. 73 doplnit:  vyrobce GAL — ICN Biochemicals (USA)
vyrobce L-CAR — Sigma-Aldrich (USA)
typ a vyrobce spektrofotometru — Helios Alpha, Electron-Corporation,

Velka Britanie

program pro vytvoreni grafi — Microsoft Office Excel

program pro vypocet statistickych dat — Statistica (edice 98)



6.2 Vysledky

Po podani kontroly 3 (GAL v davce 10,0 mg/kg) doslo ke statisticky vyznamnému
poklesu aktivity AChE ve frontalni kiife, v hipokampu a hypofyze ve srovnani s 1.
kontrolni skupinou, které byl podan pouze fyziologicky roztok (0,1 ml/100g) a 2.
kontrolni skupinou, které byl podan L-CAR (3x 250 mg/kg v intervalu 24 hod.).
Ve frontaini kife kiesla aktivita AChE o 8,1% (386 nmol/min/100 mg tkané&) oproti
kontrole 1 (420 nmol/min/100 mg tkand) a o 9,2% oproti kontrole 2 (425
nmol/min/100 mg tkané). V hipokampu ¢&inil statisticky vyznamny pokles aktivity
AChE 11,7% (242 nmol/min/100 mg tkan&) ve srovnani s kontrolou 1 (274
nmol/min/100 mg tkané&) a 8,4% ve srovnani s kontrolou 2 (264 nmol/min/100 mg
tkané). V hypofyze klesla aktiviita AChE o 27,8% (1,3 nmol/min/100 mg tkané)
ve srovnani s kontrolou 1 (1,8 nmol/min/100 mg tkané) a o 29% ve srovnani
s kontrolou 2 (1,83 nmol/min/100 mg tkané&). V septu a bazalnich gangliich doslo po
podani 10,0 mg/kg GAL pouze k nepatrnému poklesu aktivity AChE oproti kontrolam
1a2.

Po podani L-CAR a GAL doslo ke statisticky vyznamnému poklesu aktivity AChE
oproti kontrolnim skupinam 1 a 2 ve frontalni kife, v hipokampu a v hypofyze.
Ve frontaini kife doslo k poklesu aktiviy AChE o 14,5% (359 nmol/min/100 mg
tkané) oproti kontrole1 (420 nmol/min/100 mg tkané) a o 15,5% oproti kontrole 2 (425
nmol/min/100 mg tkané). V hipokampu se sniZila aktiviia AChE o 21,2% (216
nmol/min/100 mg tkané) ve srovnani s kontrolou 1 (274 nmol/min/100 mg tkané)
a0 18,2% oproti kontrole 2 (264 nmol/min/100 mg tkané). V hypofyze pak dosio
k poklesu aktivity o 50% (0,9 nmol/min/100 mg tkané) oproti kontrole 1 (1,8
nmol/min/100 mg tkané) a o 50,8% oproti kontrole 2 (1,83 nmol/min/100 mg tkané).
V septu a bazalnich gangliich nedoslo ke statisticky vyznamnému poklesu aktivity
AChE oproti kontrolam 1 a 2.

Premedikace L-CAR vedla ke statisticky vyznamnému zesileni inhibi¢niho efektu
GAL oproti kontrole 3 (samotny GAL v davce 10,0 mg/kg) pouze v hipokampu.
Ve frontalni kife byl tento ucinek na hranici statistické vyznamnosti a v ostatnich
Castech byl pouze nepatrny. V hipokampu klesla aktivita AChE o 10,7% (216
nmol/min/100 mg tkané) oproti kontrole 3 (242 nmol/min/100 mg tkané€), ve frontani
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kife pak o0 7% (359 nmol/min/100 mg tkadn&) ve srovnani s kontrolou 3 (386
nmol/min/100 mg tkané).

Graf 1: Fabianova, 2008
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Graf 2: Fabianova, 2008
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Graf 3:1°
Efekt L-CAR na anticholinesterazovou aktivitu GAL
(10 mg/kg i.m.)
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Graf 4:

Efekt L-CAR na anticholinesterazovou aktivitu GAL v hypofyze
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7. Diskuse

GAL je tercialni alkaloid, ktery se fadi mezi IChE, coZ jsou latky, které
zablokovanim enzymu AChE umoZziiuji del§i pfezivani molekul Ach, a tim se zvysuje
jejich moZnost vazat se na muskarinové a nikotinové receptory. Podavani t&chto
latek vychazi z obecné pfijimané tzv. cholinergni hypotézy, podle které prevazuje
u DAT deficit cholinergni neurotransmise. GAL selektivné inhibuje AChE, tim
zpomaluje rozpad synaptického Ach a prodluZuje tak jeho schopnost stimulovat
postsynaptické receptory. Vyhodou GAL oproti ostatnim IChE je jeho schopnost
alostericky modulovat nikotinové receptory, coz zvySuje uvolfiovani Ach v mozku.
GAL je latka, ktera relativné snadno prochazi hematoencefalickou bariérou, presto
byla snaha zvysit jeho dostupnost pro nervovu tkan. K tomuto zaméru byl v této praci
testovan L-CAR, o kterém je zndmo, Ze ushadiuje prinik nékterych latek pfes
biologické membrany.

V této rigorézni praci byla stanovovana aktivita enzymu AChE jako ukazatel
Gginku L-CAR na antiacetylcholinesterazovou aktivitu GAL cilenou na centralni
nervovy systém mozkul laboratornich potkand. Pro méfeni aktivity AChE byla zvolena
frontalni kira, hipokampus, septum, bazalni ganglia a hypofyza. Tyto struktury totiz
obsahuji velké mnozstvi cholinergnich vlaken, ktera jsou narusena u DAT.

Pro stanoveni aktivity AChE existuje nékolik metod zaloZenych na riznych
principech stanoveni. Jde napf. o metody radiometrické, elektrometrické,
polarografické, fluorimetrické nebo manometrické. (Bajgar, 1972; Krejcova
a Sevelova, 2003)

V biologickych materidlech mlze byt stanoven i samotny GAL, napf.
vysokouéinnou kapalinovou chromatografii, kapilarni zénovou elektroforézou,

radioanalyzou aj. (Krejcova a Sevelova, 2003)

Pro méfeni aktivity AChE byla vtéto praci pouzita modifikovana Ellmanova
metoda. Ellmanova metoda je kolorimetrickd metoda, kterA se obecné vyuZiva
pro detekci molekul obsahujicich siru. Vzhledem k mozZnosti vyuZiti této metody
pro stanoveni Sirokého spektra latek obsahujicich siru, byla metoda modifikovana
v fadé analytickych pracich.
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Vyhodou pouzité modifikované Elimanovy metody oproti jinym metodam uréenym
pro stanoveni aktivity AChE je specifita reakce, rychlé a jednoduché provedeni
samotného méreni a vysoka citlivost. Pravé vysoka citlivost dané metody dovoluje
zaznamenat i minimalni zmény aktivity enzymu, popi. méfit i material s velmi nizkou
aktivitou AChE. Proto je tato metoda vhodna pro sledovani aktivity AChE v rliznych
¢astech mozku. V nich je totiz aktivita tohoto enzymu vyrazné niz8i neZ v jinych
biologickych materialech, napf. v krvi. Metodu je moZzno modifikovat i pro stanoveni
BuChE obménou substratu acetylthiocholinu za butyrylthiocholin. Navic aktivita
AChE se v mozku laboratorniho potkana pohybuje fadové v desitkach az stovkach
nmol/min/100 mg mozkové tkané, zatimco u lidi je normalni aktivita tohoto enzymu
fadové v umolech/min/100 mg tkané. (Fabianova, 2008)

Ve své diplomové praci (Fabianova, 2008) jsem se zabyvala efektem GAL
na aktiviiu AChE ve vySe uvedenych d&astech mozku laboratorniho potkana.
V diplomové praci byly testovany tfi koncentrace GAL: 2,5 mg/kg, 5,0 mg/kg a 10,0
mg/kg (viz grafy 1 a 2). Pfi podani davek 2,5 a 5,0 mg/kg GAL nedoslo ke statisticky
vyznamnému pokiesu aktivity AChE v Zadné z testovanych struktur. Ke statisticky
vyznamnému poklesu aktivity AChE doslo pouze pfi podani nejvy3Si testované
koncentrace GAL, proto byla v této rigor6zni praci testovana spolu s L-CAR pouze
nejvys§i koncentrace GAL, tedy 10,0 mg/kg. Ziskané vysledky diplomové prace
prokazaly inhibiéni efekt GAL na aktivitu AChE, ktery vSak v samotném mozku nebyl
pfili§ vyrazny. Nejvyraznéji se snizila aktivita enzymu AChE v hypofyze. Vy3s8i stupeii
antiacetylcholinesterdzové aktivity v hypofyze mohl byt zplsoben snadngjSim
prinikem GAL do této oblasti (hypofyza neleZi za hematoencefalickou bariérou
na rozdil od ostatnich testovanych struktur).

Vysledky této rigorézni prace dokazuji, ze premedikace L-CAR vedla k zesileni
inhibiéniho aéinku GAL ve srovnani s GCinkem samotného GAL. Statisticky
vyznamny rozdil byl véak naméfen pouze v hipokampu. Ve frontalni kGfe byl tento

rozdil na hranici statistické vyznamnosti a v ostatnich &astech byl pouze nepatrny.

Vitéto praci tedy byla prokdzana schopnost L-CAR potencovat
antiacetylcholinesterazovy efekt GAL.
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8. Zavér

Podani samotného GAL vdavce 10,0 mg/kg i.m. vedlo ke statisticky
vyznamnému poklesu aktivity AChE ve frontalni klfe, v hipokampu a hypofyze.
Namérené vysledky tedy prokazuji obecné antiacetylcholinesterazovy efekt GAL,
ktery byl nejvyraznéjSi v hypofyze. Pfedlétba L-CAR p.o. a nasledné podani GAL
i.m. vedlo ke zvySeni tohoto efektu GAL. Nejvyraznéjsi snizeni aktivity AChE
po premedikaci L-CAR v kombinaci s GAL bylo, vramci sledovanych struktur,
nejvyssi v hipokampu. Ve frontalni klGfe a v ostatnich testovanych &astech mozku
potkana bylo toto snizeni méné vyrazné.

Dosazené vysledky maji prakticky vyznam pro mozZné vyuziti kombinované
terapie L-CAR a GAL u pacientl s DAT, kde |ze oekavat Iééebny pfinos.
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9. Souhrn

GAL je kompetitivni a reverzibilni inhibitor AChE, ktery zvy$uje cholinergni
neurotransmisi, a tak zlep3Suje kognitivni funkce u pacientt s DAT. L-CAR je pfirodni
latka vyskytujici se ve tkanich savc(, ktera zvySuje pfestup nékterych chemickych
latek pfes biologicke membrany Cilem této prace bylo zjistit, zda preventivni podani
L-CAR ovlivni farmakologicky u¢inek GAL. Jako ukazatel efektu testovanych latek
bylo zvoleno stanoveni aktivity enzymu AChE. Pro stanoveni aktivity AChE byla
pouZita kolorimetricka metoda podle Ellmana. Aktivita AChE byla méfena ve frontalni
kife, hipokampu, septu, bazalnich ganglich a v hypofyze. L-CAR vyznamné
zesiloval inhibiéni u¢inek GAL (10,0 mg/kg i.m.) v hipokampu. Ve frontalni kife byl
tento efekt na hranici statistické vyznamnosti. Ziskané vysledky tedy ukazuji,

Ze kombinace L-CAR a GAL muze byt terapeuticky prospésna u pacientt s DAT.

Summary

GAL is a competitive and reversible AChE inhibitor, which increases the
cholinergic neurotransmission and hence improves the cognitive function in patients
with DAT. L-CAR is a natural component of the mammalian tissue which increases
penetration of some chemical compounds across biological membranes. The aim
of this work was to find whether prior administration of L-CAR affects
pharmacological effect of GAL. As a marker of the effect of drugs tested
a determination of activity of enzyme AChE was chosen. A colorimetric method
according to Ellman was used for the determination of AChE activity. The activity
of AChE was measured in the frontal cortex, hippocampus, septum, basal ganglia
and hypophysis. L-CAR significantly increased inhibitory effect of GAL (10,0 mg/kg
i.m.) in the hippocampus. In the frontal cortex this increasing was on the limit of
statistical significance. The results obtained demonstrated possibility that the
combination of L-CAR and GAL can be therapeutically beneficial in patients with
DAT.
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