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Nazev rigorézni prace: Srovnani ucinnosti inhibitord acetylcholinesterasy
takrinu, rivastigminu a donepezilu pfi Ié€bé kognitivni
poruchy vyvolané 3-quinuclidinyl benzilatem
u laboratorniho potkana.

Alzheimerova choroba je zavazné neurodegenerativni onemocnéni,
pfi kterém dochazi k zaniku neurond, ubytku mozkové tkané a naruseni funkce
cholinergniho systému. Patofyziologické zmény doprovazejici chorobu se
projevuji zejména poruchou paméti a dalSich kognitivnich funkci. Sou€asna
léCba spociva pouze v oddaleni progrese onemocnéni za pouzii kognitiv —
inhibitor( acetylcholinesterasy (dfive — takrinu, dnes — donepezilu, rivastigminu
a galantaminu) a NMDA (N-methyl-D-aspartat) antagonisty memantinu. Cilem
této prace bylo zhodnoceni potencialniho pfiznivého uc€inku tfi vybranych
inhibitor( acetylcholinesterasy  takrinu, rivastigminu a donapezilu
na farmakologicky vyvolanou kognitivni poruchu u laboratorniho potkana. Efekt
léCiv pfi korekci kognitivniho deficitu vyvolaného latkou 3-quinuclidinyl
benzilatem byl zkouman pomoci dvou odliSnych behavioralnich metodik -
vodniho bludisté a pasivniho vyhybani. Metoda vodniho bludisté je zaméfena
na studium prostorové orientace, zatimco test pasivniho vyhybani patfi
mezi metody emotivniho uceni. Zvolené testy byly zalozeny na odliSnych
principech a cilovych strukturach mozku a jejich kombinace tak umoZznovala
komplexnéjsi pohled na srovnani uCinku vybranych latek. Z testu vyplyva,
ze nejlepSich vysledku bylo dosazeno u rivastigminu, ktery byl efektni u obou

zvolenych metod, coz bylo dano ziejmé predevSim jeho komplexnimi ucinky



jako dualniho inhibitoru (inhibice acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy).
Naopak nejslabsi efekt vykazoval takrin, ktery plsobi predevS§im na periferii
nez v centralnim nervovém systému (vyssi afinita predevsim
k butyrylcholinesterase). Donepezil vykazoval slibné ucinky ve vodnim bludisti,
avsak v testu pasivniho vyhybani nebyl pozorovan vyrazny efekt (vyssi afinita
predevsim k acetylcholinesterase).
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Alzheimer's disease is a severe neurodegenerative disorder connected
with neuronal death, brain tissue loss and functional disruption of the cholinergic
system. Pathophysiological changes are manifested especially as deterioration
of memory and other cognitive functions. Current treatment consists mainly
of pro-cognitive drugs — acetylcholinesterase inhibitors (previously - tacrine,
today - donepezil, rivastigmine and galantamine) and NMDA (N-methyl-D-
aspartate) antagonist memantine which can delay the disease progression.
The aim of this study was to evaluate the therapeutic effect of three selected
acetylcholinesterase inhibitors - tacrine, rivastigmine and donapezil
on pharmacologically induced cognitive disorder in rats. As an amnesic drug,
3-quinuclidinyl benzilate was used and the effect of selected inhibitors was
investigated using two different behavioral methods - water maze and passive
avoidance test. The method of the water maze was focused on the study
of spatial orientation, while the passive avoidance test belong to the methods
of emotional learning. Selected tests were based on different principles
and target structures of the brain so their combination allowed us more
comprehensive investigation. Best results were achieved with rivastigmine
which was effective in both tests probably due to its properties such as dual

inhibiton effect (inhibition of acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase)



which favorize rivastigmine against both other drugs. Weakest effect showed
tacrine which acts primarily in the periphery than in the central nervous system
(especially higher affinity to butyrylcholinesterase). Donepezil showed promising
activity in the water maze, but there was no significiant effect in the passive

avoidance test (higher affinity to acetylcholinesterase).
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1 SEZNAM ZKRATEK

1 SEZNAM ZKRATEK

AB B amyloid
acetyl-CoA acetyl koenzym A
ACh acetylcholin
AChE acetylcholinesterasa
APP amyloidovy prekurzorovy protein
BChE butyrylcholinesterasa
ChAT cholinacetyltransferasa
CNS centralni nervovy systém
DNA deoxyribonukleova kyselina

(z angl. deoxyribonucleic acid)

FDA Food and Drug Administration

i.m. intramuskularni podani

i.p. intraperitonealni podani

M muskarinovy receptor

MMSE Mini-Mental State Examination
NFT neurofibrilarni klubka

N nikotinovy receptor muskularni
NMDA N-methyl-D-aspartat

Nn nikotinovy receptor neuronalni

QNB 3-quinuclidinyl benzilat

T-protein tau protein
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2 UVOD

Alzheimerova choroba je zavazné neurodegenerativni onemocnéni, které
predstavuje obrovsky zdravotnicky problém. Odhaduje se, Zze touto chorobou
trpi na celém svété priblizné 44 miliond lidi, pficemz se tento pocet kazdych
20 let zdvojnasobuje a vroce 2050 bude pravdépodobné az trojnasobny
(Alzheimer’s Asociation, 2014). Narust vyskytu neurodegenerativnich chorob
Ize pfedpokladat vzhledem k celkovému starnuti populace, pfesné pfiCiny vSak
nejsou zcela ziejmé. Pfi Alzheimerové chorobé dochazi k degenerativnhimu
zaniku neuronu, Ubytku mozkové tkané a naruSeni funkce cholinergniho
systému. Patofyziologické zmény doprovazejici tuto chorobu se projevuji
zejména poruchou paméti a dalSich kognitivnich funkci omezujicich kazdodenni
aktivity pacientl. | pfes znacny pokrok v oblasti mediciny nebyl dosud objeven
lék, ktery by tuto chorobu vylécil. SouCasna léCba spociva pouze v oddaleni
progrese onemocnéni za pouziti kognitiv - inhibitorl acetylcholinesterasy (dfive
— takrinu, dnes — donepezilu, rivastigminu a galantaminu) a NMDA (N-methyl-D-
aspartat) antagonisty memantinu.

Z hlediska vyvoje a preklinického testovani novych I[éCiv ve vyzkumu
Alzheimerovy choroby je k dispozici nékolik obecné uznavanych modelu.
Jednim z prvnich a dosud c&asto vyuzivanych pfistupu je farmakologické
ovlivnéni cholinergniho systému experimentalnich zvifat. Tento model vychazi
z cholinergni hypotézy rozvoje Alzheimerovy choroby a na$el uplatnéni
prfedevSim v oblasti testovani inhibitorl cholinesterasy. Je vS&eobecné znamé,
Zze farmakologicky zasah do centralniho cholinergniho systému pouzitim
anticholinergik (atropin, skopolamin, 3-quiniclidinyl benzilatu - QNB) ma vliv
nauCeni a pamét. Nedostatek cholinergniho pfenosu je spojeny
s behavioralnimi zménami a poruchami kognitivnich funkci, které pfipominaji
typicky pravodni znak neurodegenerativnich onemocnéni. Tyto poruchy lze
s pouziti inhibitor cholinesteras zlepsit.

V souCasné dobé existuji rizné inhibitory cholinesterasy, které se
vzajemné |i§i svymi biologickymi, fyzikalnimi i chemickymi vlastnostmi.

Na zakladé téchto odliSnych vlastnosti nas zajimalo, jestli miZzeme s pouzitim
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behavioralnich metod (Morrisova vodniho bludisté, Pasivniho vyhybani) odhalit
kromé& samotné inhibice i jejich dalSi potencialni rozdily v u€innosti pfi [éCbé
kognitivnich poruch. Toho by se dalo dale vyuzit jako standardu pro srovnani

ucinnosti noveé syntetizovanych IéCiv, odvozenych od testovanych struktur.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Kognitiva

Jako kognitiva se oznacuji latky, které zlepSuji pozornost a pamétoveé
schopnosti pfedevdim svym cholinomimetickym pusobenim, pfipadné i dalSimi
ucinky (Obr. 1). Spravna funkce cholinergniho systému mozku je nezbytna
pro pamétové funkce a pro udrzeni kvalitativni urovné védomi (Lincova et al.
2007). Nejlépe se osvédCily latky posilujici transmiterové funkce acetylcholinu
(ACh) inhibici acetylcholinesterasy (AChE), enzymu jeho biodegradace — tzv.
inhibitory acetylcholinesterasy (Lincova et al. 2007).

Dalsi ze zkouSenych moznosti cholinergniho lé¢ebného plsobeni je
podavani prekurzort ACh nebo latek zvySujicich jeho uvolfovani ¢i latek
zlepSujicich vstup prekurzoru ACh do neuronl. Tyto pfistupy se dosud vsak
klinicky jednoznacné neuplatnily, stejné jako pfipadna stimulace cholinergnich

receptorl (Lincova et al. 2007).

KOGNITIVA I

inhibitory acetylcholinesterasy
(fyzostigmin, takrin, donepezil, rivastigmin, galantamin)

prekurzory acetylcholinu
(lecitin, cholin)

zvysSené uvolnovani acetylcholinu
(hyderginy, propentophylin, nicergolin)

zlepseni vyuziti prekurzoru acetylcholinu
(acetyl-L-karnitin)

agonisté acetylcholinergnich receptoru
(pilokarpin, arekolin, milamelin, xanomelin)

Obr. 1 Rozdéleni kognitiv
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3.1.1 Acetylcholin

ACh je neurotransmiter a neuromodulator vegetativniho nervového
systému i CNS (centralniho nervového systému). Jedna se o malou molekulu
slozenou z acetylu a cholinu. Tato molekula obsahuje dvé velmi dullezita
a prostorové oddélena mista, ktera jsou vyznamna pro vazbu na cholinergni
receptor — pozitivné nabity dusik a estericky podil s negativnim parcialnim
nabojem. Je mozné, Ze hydrofobnimi interakcemi pfispiva k vazbé také
methylenovy fetézec (Obr. 2). Zivotnost komplexu ACh s receptorem se

pohybuje v rozsahu milisekund (Lincova et al. 2007, Lullmann et al. 2004).

acetylcholin acetylcholinesterasa

receptory

prenasejici
neuron

pfijimajici
neuron

Obr. 2 Acetylcholin
Pfevzato z: Anonym (2014)
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ACh je mediatorem nervosvalového spojeni, pregangliovych
parasympatickych a sympatickych vlaken, postgangliovych sympatickych
vlaken inervujicich potni Zlazy a postgangliovych parasympatickych vlaken.
V CNS je zodpovédny za operacni pamét, schopnost uceni, motoriku
a pozornost (Lincova et al. 2007, Rokyta 2000).

Je syntetizovan v cytoplazmé presynaptickych neuron z acetyl-CoA
(acetyl koenzym A) a cholinu prostfednictvim velice specifického enzymu ChAT
(cholinacetyltransferasy). Tento enzym prenasi acetylovou skupinu z acetyl-CoA
na cholin za vzniku ACh. ACh je poté pomoci specialnich transportért pfenasen
do vezikul neuronu, kde dochazi k jeho skladovani. Pouze mala &ast se
vyskytuje extravezikularné. V dusledku zmény akéniho potencialu dochazi
k jeho vyplaveni do synaptické $térbiny, kde se navaze na receptory. Uginek
ACh je v8ak rychle ukoncen cholinesterasami, které ho rozkladaji zpét na cholin
a kyselinu octovou. Cholin je poté zpétné vychytavan a pouZit k dalSi syntéze
ACh (Obr. 3) (Lincova et. al. 2007, Siegel et al. 1999).

presynapticky

Na*/choline
konec

transporter

Acetyl CoA  Choline
o
Il

+
CoA—S—C—CH, + HO—CH,— CH,—N—(CH,),
Iyl ad z¥ s

Choline

l Choline acetyl- vesicular
Acetylcholine transferase ACh

o transporter/ ,
CH,— H —O—CH,—CH,— N —(cH,),

o

Acetylcholine Acetylcholinesterane,, CH,—COO0™~ |+1m —CH;~CH:4§~(CHJJ_‘
o . o \
AL ‘C? P W
VF‘L‘JE{IZ{'—:“. |
postsynapticky
konec

Obr. 3 Cyklus Ach
Pfevzato z: Anonym (2001)
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ACh uvolnény nervovou stimulaci vyvolava periferni ucinky interakci
se dvéma zakladnimi typy acetylcholinovych receptorC - receptory
muskarinovymi a nikotinovymi. Byly identifikovany dva podtypy nikotinovych
a pét podtypl muskarinovych receptoru. Tato heterogenita cholinergnich
receptord umoznuje rozsahlou Skalu uc€inki ACh a cholinergni stimulace
(Lincova et al. 2007).

Nikotinovy receptor je spojen napétové fizenymi iontovymi kanaly
a strukturné se déli na dva podtypy — neuronalni Ny, ktery se nachazi
ve vegetativnich gangliich a v CNS; a muskularni Ny, ktery je pfitomny
na nervosvalové ploténce. Oba typy téchto receptori maji podobnou
molekularni strukturu. Na rozdil od nikotinovych receptort, po navazani ACh
na muskarinové receptory, které jsou sprazeny s G-proteinem, dochazi
ke spusténi signalni kaskady a tvorby dalSich signalnich molekul. Jejich
odpovéd na stimulaci je tedy daleko pomalejSi. Celkem bylo identifikovano pét
podtypl muskarinovych receptorll (M1s). M24 maiji inhibi¢ni odpovéd a M35
excitaCni. Tyto receptory se nachazi na postsynaptickych bunécnych
membranach efektorovych organu ovlivnénych parasympatikem a v CNS.
Funkéni vyznam je nejlépe definovan u receptort M1.3. Po aktivaci receptoru
dochazi k riznym ucinkiim a funkcim, které jsou popsany v tabulce (Tab. 1)
(Lincova et al. 2007, Siegel et al. 1999).

Uginky ACh se daji farmakologicky napodobit dvéma zakladnimi
zpusoby. Pfima parasympatomimetika pasobi na stejné cilové misto jako ACh,
ti. na muskarinovy receptor. Prakticky se osvédCuji pouze takové latky, které
jsou rozkladany cholinesterasou pomaleji nez ACh, nebo které se nerozkladaji
vubec. Naopak nepfima parasympatomimetika (inhibitory cholinesterasy)
inhibuji cholinesterasu a tim blokuji rozklad télu vlastniho ACh (Lullmann et al.
2004).



3 _TEORETICKA CAST

Tab. 1 Podtypy acetylcholinovych receptor(

nikotinové muskarinové
receptory | myuskularni neuronalni M neuronalni M: kardialni W; hladke
svaly/zlazy
nervosvalova ganglia CNS CNS srdce exokrinni
hlavni ploténka senzoricka (mozkova - siné Zlazy
eleleres nervova klra, periferni - SA AV uzel hladké
zakonc&eni neurony aj.) - srdecni komory svaly
parietalni presynapticka endotel
buriky Zaludku nervova zakonCeni
udinek Otevreni iontového kanalu stimulace PLC | aktivity AC (| cAMP- aktivace
na Grovni Pro kationty, depolarizace (IPs, DAG) | Ca?), PLC
buiiky buné&né membarny - excitace 1 Ca*; aktivace K*-kanalu (IP3, DAG)
| permeability  inhibice 1 Ca*
pro K7, stimulace
depolarizace,
excitace
nervosvalovy neurotransmise | CNS excitace - srdce —inhibice  Sekrece
pfenos v gangliich; (pamét); - presynapticka kontr.
funkce presynapticka Zaludek inhibice hladkych
facilitace (sekrece HCI); - neuronalni svalu, GIT
v CNS zvy8eni inhibice aj.
motility GIT vazodilace
(NO)

AV — atrioventrikularni, cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat, DAG — diacylgylcerol, IP;

— inositoltrifosfat, NO — oxid dusny, PLC — fosfolipasa C, SA - sinoatrialni

Pfevzato z: Lincova et al. (2007)
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3.1.2 Cholinergni hypotéza

Cholienrgni hypotéza, publikovana roku 1982 Bartusem et al., se snazila
objasnit poruchy uceni, paméti a celkovy kognitivni upadek u Alzheimerovy
choroby. Pfedpokladalo se, ze za kognitivni symptomy u Alzheimerovy choroby
je zodpovédny pravé deficit cholinergni neurotransmise. Cholinergni ubytek
pfispiva ke kognitivnim porucham, jako jsou pokles koncentrace, pozornosti
a rychlosti zpracovani informace, porucham uceni a paméti a dale nemalou
mirou také k porucham chovani. Tato hypotéza vychazi z nalezu poklesu poctu
cholinergnich neurond v mozku u pacientd s Alzheimerovou chorobou.
Experimentalnimi studiemi bylo dale zjisténo, Ze blokaci cholinergnich
receptor0  skopolaminem je vyvolano podobné zhorSeni paméti
jako u Alzheimerovy choroby. Naslednym podanim cholinergni latky
fyzostigminu se tento proces zvratil a doslo ke zlepSeni paméti, coz podporuje
dalezitou roli ACh v procesu uceni a paméti. Pfi dalSim podrobnéj$im zkoumani
mozkl pacientd s Alzheimerovou chorobou byl objeven uUbytek aktivity
a mnozstvi ChAT a dale snizeni zpétného vychytavani cholinu presynaptickymi
neurony oproti fyziologickému stavu. Pfi Alzheimerové chorobé tedy dochazi
k postizeni vSech oddilu cholinergniho systému — nachazime snizeni celkového
mnozstvi neuromediatoru ACh, deficit ChAT, ktera je odpovédna za syntézu
ACh a také ubytek AChE, enzymu, ktery ACh odbourava. Je zajimave, ze
hladina dal8iho enzymu odbouravajiciho ACh, BChE (butyrylcholinesterasy)
vyznamné a progresivné stoupa (Bartus et al. 1982, Davies et al. 1976, Aigner
et al. 1986, Wilcock et al. 1982, Brunovsky 2007, Craig et al. 2011).

Hypotéza cholinergni neurotransmise byla zakladem pro vyvoj
presynaptické, synaptické a postsynaptické IéCby uréené k posileni a udrzeni
aktivity zbyvajiciho cholinergniho systému. Ukazalo se, Ze inhibice
cholinesterasy je oproti pfimé terapii agonisty receptord mnohem lépe snasena
a je také vyhodnéjsi z davodu zesilovani pfirozeného fazického uvolfovani ACh
na rozdil od celkové tonické stimulace muskarinovych a nikotinovych receptoru.
Z tohoto dlavodu se nejdulezitéjSimi latkami k ovlivnéni rozvoje Alzheimerovy

choroby a posileni kognitivnich funkci stala nepfima cholinomimetika —
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inhibitory AChE. Klinické studie prokazaly vyrazné zpomaleni progrese
a zlepSeni kognitivnich funkci pfi podavani inhibitorG AChE oproti placebu.
Inhibitory ~ oddaluji  progresi  symptom0l, zlepSuji  denni  aktivity
i neuropsychiatrické symptomy. Bohuzel tento efekt neni trvaly a nemoc dale
progreduje (Wilcock et al. 1982, Brunovsky 2007, Craig et al. 2011).

3.1.3 Cholinesterasy

Cholinesterasy jsou hydrolytické enzymy, jejichz primarni funkci je
katalyticka hydrolyza ACh na cholin a kyselinu octovou (Obr. 4) a tim dochazi
k ukonceni jeho puUsobeni v synapsi. Jedna se o zakladni proces umozriujici
obnovu cholinergniho systému. Cholinesterasy mohou pfipadné hydrolyzovat

i jiné objemnéjsi substraty (Pohanka 2011).

O AChE/BChE ~_ /,

/
~ —_— - N H H
/NJ'\/‘\O)’K H0 <N 0H CH5CO0

Obr. 4 Hydrolyza ACh

Jsou popsany dva zakladni typy cholinesteras — acetylcholinesterasa
(AChE) a butyrylcholinesterasa (BChE). Oba enzymy jsou strukturné podobné
(Obr. 5), jejich lokalizace a funkce se v$ak liSi. Oba enzymy se totiz podileji
na tom, Ze se ACh nevyskytuje v plazmé v detekovatelnych mnozstvich, pusobi
tedy skuteCné pouze jako neurotransmiter, a nikoli jako hormon. Nazev
acetylcholinesterasy je odvozen od jejiho pfirozeného substratu — ACh
a nachazi se v krevnich bunkach, cholinergnich neuronech a nervovych
synapsich. AChE se ucastni cholinergni neurotransmise, kde hydrolyzuje
predevSim ACh uvolnény nervovou stimulaci do synaptické Stérbiny a uvnitf
nervovych zakoncCeni odpovida za rozklad cytoplazmatického ACh. Je pro Zivot
nepostradatelna. Druhym degradacnim enzymem je meéné substratové

specificka tzv. pseudocholinesterasa (BChE, plazmaticka cholinesterasa),
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ktera pfednostné rozklada jiné substraty nez ACh (napf. butyrylcholin,
suxamethonium, procain, propanidid). Nachazi se v télesnych tekutinach véetné
krve. Ve srovnani s AChE neni dulezitost BChE zatim pIné pochopena, mize
hrat roli jako reverzni cholinesterasa v pfipadé inhibice AChE. (Lincova et al.
2007, Pohanka 2011).

Obr. 5 AChE (a) a BChE (b)

Pfevzato z: Anonym (2009)

3.2 Inhibitory cholinesteras

Inhibitory cholinesteras jsou Sirokou skupinou latek s rdznymi
biologickymi, fyzikalnimi i chemickymi vlastnostmi. Tyto latky vedou k blokadé
enzymu odbouravajicich v synaptické Stérbiné ACh (AChE a u Alzheimerovy
choroby patologicky zmnoZzZené, jinak minoritni BChE), a tim nepfimo zlepSuji
porusenou acetylcholinergni transmisi. Inhibitory AChE hraji dllezitou roli
v biochemickych procesech lidského téla, coz vyplyva z fyziologické dulezitosti
AChE. Vyznam inhibice BChE zlstava zatim nejasny, uplatiiuje se
pravdépodobné jako detoxikaCni enzym plazmy. Selektivni inhibitory BChE se
vyuzivaji spiSe jen k diagnostice. Bylo prokazano, Ze neselektivni inhibitory

cholinesteras (napf. rivastigmin nebo takrin) maji zpravidla zesileny ucinek
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na kognitivni funkce (Greig et al. 2002, Jirak 2009, Pohanka 2011).

Inhibitory je mozné rozdélit do nékolika skupin. Podle mista jejich ucinku,
chemické struktury, selektivity ¢&i reversibility inhibice. Nezadouci ucinky
inhibitor( vyplyvaji zejména z jejich nadmérné cholinergni stimulace. Dochazi
ke zvySené Zlazové sekreci (poceni, slinéni), midéze, zvraceni, nevolnosti,
kfeCim v travicim Ustroji, prajmim, polakisurii a bronchokonstrikci. Ovlivnéni
srdecni Cinnosti vede ke snizeni srde¢niho vydeje, k bradykardii a pfi vys$Sich
davkach i k poklesu tlaku krve. U latek s centralnimi uc€inky mize zpocatku dojit
k excitaci, kfe€im, zmatenosti a nakonec ke kdmatu (Lincova et al. 2007).

Inhibitory AChE jsou v poslednich nékolika desetiletich jednou
z nejstudovanéjSich skupin IéCiv v oblasti zlepSeni kognitivnich funkci a |éCby
symptomU u Alzheimerovy choroby (Jirak 2009).

Dale budou podrobnéji popsany tfi vybrané inhibitory cholinesteras, které
jsme v této praci testovali z hlediska pusobeni na kognitivni funkce - takrin,

donepezil a rivastigmin.

3.2.1 Takrin

V roce 1993 byl americkou FDA (Food and Drug Administration) schvalen
k 1é€bé Alzheimerovy choroby inhibitor cholinesteras - takrin. Chemicky se
jedna o 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin (Obr. 6), ktery byl puvodné vyvinut
jako antibakterialni latka. Takrin je neselektivni, nekompetitivni, reversibilni,
dualni inhibitor, ktery blokuje obé cholinesterasy — AChE i BChE, pfi¢emz
vykazuje vy$Si afinitu k BChE. Maximalni plazmatické koncentrace je dosazeno
za 1 az 2 hodiny po podani. Takrin je metabolizovan v jatrech pfes cytochrom
P450 a jeho terminalni eliminacni poloCas je 2 az 3 hodiny. Primérna biologicka
vyuzitelnost takrinu je 17% s variabilitou 2-36% mezi jednotlivymi pacienty.
Optimalni denni davka pro dospélého Clovéka se pohybuje v rozmezi 120-160
mg/den. S ohledem na kratky poloCas a vysoky vyskyt vedlejSich U&inka je
poCateCni davka nizka a titrovana smérem nahoru — 10 mg Ctyfikrat denné.
Davka se kazdé 4 tydny zvySuje o 10 mg v zavislosti na snasenlivosti

az k maximalni davce 40 mg Ctyrikrat denné. NejCastéjSimi nezadoucimi ucinky
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jsou gastrointestinalni potize, které se projevuji jako nevolnost, zvraceni,
anorexie a prijem. Kvuli relativné vysoké hepatotoxicité, ktera vyzaduje Casté
monitorovani jaternich transaminas, a €astym gastrointestinalnim problém0m,
byl takrin stazen z trhu a dnes se pouziva spiSe jako modelova latka
pro vyzkum dalSich léCiv (Davis et al. 1995, Emilien et al. 2000, Ahmed et al.
2006, Hake 2001).

NH,

~

~

N
Obr. 6 Takrin

3.2.2 Donepezil

V roce 1997 byl do terapie Alzheimerovy choroby zaveden dalsi inhibitor
cholinesteras — donepezil. Chemicky se jedna o 2,3-dihydro-5,6-dimethoxy-2-
[(1-benzylpiperidin-4-l)methyl]-inden-1(1H)-on  (Obr. 7).  Donepezil je
piperidinovy derivat, ktery je schopen nekompetitivné a reverzibilné blokovat
centralné aktivni AChE. Tato inhibice vede ke zvySené koncentraci ACh
v oblasti synaptické Stérbiny, coz je velmi uzite¢né pfi |éCbé stavu, které jsou
charakterizovany jeho nedostatkem. V preklinickych studiich  pusobil
reverzibilni, nekompetitivni a na davce zavislou inhibici AChE a prokazal vysSi
ucinnost nez takrin. Na rozdil od takrinu je pro donepezil typicka pomérné
vysoka selektivita k AChE lokalizované v CNS. Naopak vykazuje pomérné
malou ucinnost v oblasti periferie, u€inek na BChE je tedy velmi slaby (Emilien
et al. 2000, Jirak et al. 2004).

Donepezil se v doporu¢enych davkach (5 — 10 mg/den) velmi dobfe
vstfebava a dosahuje az 100% biologické dostupnosti. Maximalni plazmaticka
koncentrace je pfimo zavisla na velikosti podané latky. V plazmé se vyznamné
vaze na bilkoviny krevni plazmy (z 96%). Donepezil je po podani pomérné
intenzivné metabolizovan jatry (cytochrom P-450) na farmakologicky aktivni

metabolity, avSak i pfesto zUstava urcité, pomérné malé mnozstvi nezménéno
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v podobné matefské molekuly. Donepezil je z vétSi Casti vylouCen ledvinami
(23-57%), pouze 9-15% podané latky se vyluCuje stolici. Na rozdil od takrinu
ma dlouhy biologicky polocas (70%), coz umoZznuje davkovani jedenkrat denné.
NejbéznéjSimi nezadoucimi vedlejSimi U€inky jsou prdjmy, nechutenstvi,
nevolnost, zvraceni, svalové kfeCe a unava. Donepezil nevykazuje
hepatotoxické pusobeni, proto neni nutné sledovat hladiny jaternich enzyma
(Hake 2001, Jirak et al. 2004).

O/\N: j ? : :OCH3
OCHs3
O
Obr. 7 Donepezil

V Cetnych preklinickych studiich byl prokazan pozitivni u€inek donepezilu
v souvislosti s Ié€bou vyrazného omezeni ubytku paméti. Minimalni ucinna
davka donepezilu vedouci ke zvraceni indukovaného pamétového deficitu byla
oproti takrinu ve vétSiné provedenych studii prokazatelné nizSi. Nicméné
v jedné studii byla davka obou latek identicka, a to i navzdory subkutannimu
podani takrinu. V dalSich studiich donepezil vyznamné zeslaboval
skopolaminem navozené zhorSeni vykonnosti v riznych behavioralnich testech
na laboratornich potkanech. V porovnani s takrinem bylo k dosazeni
srovnatelné ucinnosti dostacujici podani trojnasobné nizsi davky (Kirkby et al.
1996, Dooley et al. 2000, Jirak et al. 2004).

Donepezil je indikovan u stfedni a mirné Alzheimerovy choroby,
u demence s Lewyho télisky a jeho pozitivni vliv je sledovan u i vaskularnich

demenci, Parkinsonovy choroby a Downova syndromu (Jirak et al. 2004)
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3.2.3 Rivastigmin

V roce 2000 byl schvalen a zaveden do léCby Alzheimerovy choroby
dalSi cholinesterasovy inhibitor — rivastigmin. Tato latka patfi do skupiny
karbamatu a chemicky se jedna o (S)-{3-[a-(dimethylamino)ethyl]fenyl}- N-ethyl-
N-methylkarbamat (Obr. 8). Rivastigmin je stfedné dlouhodobé pulsobici
pseudoireversibilni inhibitor AChE i BChE, ktery se vaze do esterové casti
enzymu. Pseudoireversibilni inhibice AChE spociva v dlouhodobé inhibici
enzymu i v dobé, kdy jiz byl inhibitor eliminovan z organismu. Rivastigmin se
vaze do aktivniho mista enzymu a je Stépen za vzniku metabolitu, ktery je
okamzité vyloucen ledvinami. Aktivni misto enzymu je vSak jesté nékolik hodin
blokovano karbamatovym zbytkem rivastigminu (Obr. 9). Inhibice trva pfiblizné
10 hodin. Na rozdil od ostatnich karbamatu vykazuje rivastigmin mnohem vétsi
uéinnost na Gi monomerickou AChE, ktera ma v mozku u pacientl
s Alzheimerovou chorobou zvysenou roli. G4 je totiz v mozku zdravého ¢lovéka
zcela minoritni, ale v mozku CcClovéka s Alzheimerovou chorobou jeji podil
vyrazné roste (Jirak et al. 2003, Rakonczay 2003).

Rivastigmin se po peroralnim podani dobfe a rychle absorbuje (vice
nez 96% podané latky). Biologicka dostupnost se pohybuje pfiblizné kolem 35%
a je do znacné miry ovlivnéna first-pass efektem (prvnim prichodem jatry).
Vazba na plazmatické bilkoviny je pomérné nizka — 40%, ve stejné mife se
rivastigmin vaze na erytrocyty. Biotransformace probiha rychle a intenzivné
zejména v jatrech, v mensi mife i v tenkém stfevé. Z organismu je eliminovan
pomérné rychle ledvinami (az z 90%). Biologicky polo¢as se pohybuje
v zavislosti na typu podani mezi 1,4 az 1,7 hodiny. ProtoZze se
na biotransformaci enzymaticky systém cytochromu P-450 prakticky nepodili,
nevznika riziko klinicky vyznamnych interakci. Hlavnimi nezadoucimi ucinky
rivastigminu je nevolnost, prijem a zvraceni, které Ize do jisté miry ovlivnit
titraci davky. PocateCni davka rivastigminu je 1,5 mg dvakrat denné. Kazdé 2
az 4 tydny by méla byt dvakrat zvySena o 1,5 mg az na maximalni davku 6 mg
dvakrat denné (Hake 2001, Jirak et al. 2003).
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Obr. 8 Rivastigmin
acetylcholinesteraza

Obr. 9 Schéma pseudoireversibilni inhibice AChE rivastigminem

Prevzato z: Jirak et al. (2003)
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LécCiva takrin, donepezil a rivastigmin nasly své uplatnéni pfedevSim
v |[éCbé Alzheimerovy choroby. U nejdfive pouzZivané latky takrinu se vSak
objevuji zavazné nezadouci ucinky, zejména hepatotoxické, proto se dnes
v [éCbé jiz nevyuziva. Pozdéji uvedeny rivastgmin a donepezil jsou v tomto

ohledu vyhodnéjsi a v terapii se pouzivaji dodnes.

3.3 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je zavazné neurodegenerativni onemocnéni, které
jako prvni popsal roku 1906 némecky psychiatr Alois Alzheimer. Jedna se
o chronické, progresivni onemocnéni nervové soustavy na podkladé
degenerativniho zaniku neuront s charakteristickymi histopatologickymi
zménami. Alzheimerova choroba pFedstavuje nejCastéjSi formu demence —
syndromu, ktery se projevuje poruchou paméti (zejména kratkodobé),
doprovazené naruSenim nékteré z dalSich kognitivnich funkci (afazie, apraxie,
agnozie, exekutivni dysfunkce), omezenim kazdodennich aktivit a Casto
i vyskytem pfidruzenych behavioralnich symptomu (Hoschl 1999, Brunovsky
2007, Pohanka 2012).

V souCasné dobé Alzheimerova choroba pfedstavuje velky zdravotnicky
a socioekonomicky problém a pfindSi obrovskou zatéZz pro zdravotnické

systémy vyspélych zemi.

3.3.1 PFiginy

Priciny Alzheimerovy choroby nejsou dosud pIné objasnény. Panuje vSak
shoda, Ze se jedna o multifaktorialni onemocnéni, ve kterém hraji svou roli
vnéjsi i vnitfni faktory. Jednim z nejrizikovéjSich faktord pro vznik choroby je
vék. Incidence s vékem prudce narlista a od 65. roku je odhadovano, Ze touto
nemoci trpi kazdy osmy Clovék. DalSimi dulezitymi faktory jsou geneticka zatéz,
cerebrovaskularni onemocneéni, kardiovaskularni choroby, obezita,
dyslipidemie, diabetes, Spatné navyky (alkohol, koufeni) Ci traumata mozku.

Naopak protektivné pravdépodobné pusobi psychicka i fyzicka aktivita, vysSi
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vzdélani a vyvazena strava typu stfedomorské diety (Qiu et al. 2007, Mayeux
a Yaakov 2012, Reitz a Mayeux 2014).

3.3.2 Patofyziologie

Patofyziologie Alzheimerovy choroby je velmi komplexni a stale ne piné
objasnéna. V prubéhu onemocnéni dochazi k postizeni prevazné ¢asti mozku
a transmiterovych systému. Zakladnim jevem je postupna ztrata mozkové tkané
a naopak zvétSovani mozkovych komor a mnozstvi mozkomiSniho moku
(Obr. 10). P¥iCin degenerace neuronid se zda byt nékolik. KliCovymi
patologickymi zménami je hromadéni [ amyloidu (AB) a vyskyt
hyperfosforylovaného t-proteinu (tau protein) (Braak a Tredici 2012, Mayeux
a Reitz 2014).

)

Suleus \ {
—
Gyrus 1.,\\-—\

NORMALNI ALZHEIMER

Obr. 10 PFi¢ny fez mozkem pacienta s Alzheimerovou chorobou (vpravo)

v porovnani se zdravym mozkem (vlevo)

Pfevzato z: Anonym (2010)
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Faktorem nejCastéji spojovanym se vznikem Alzheimerovy choroby je
tvorba a ukladani AR plaki v mozkové tkani. AB vznika z amyloidového
prekurzorového proteinu (APP), ktery je za normalnich podminek S$tépen
enzymem a-sekretasou na kratSi fragmenty. Tyto kratké fragmenty se podili
na neuroplasticité a pravdépodobné pusobi neuroprotektivné. Za patologickych
okolnosti je vSak APP Stépen - a y-sekretasou na delSi fragmenty (Obr. 11),
které jsou nerozpustné, koaguluji a polymeruji v AB. Ten se uklada v cévach
a v neuropilu, kde vytvafi tzv. Alzheimerovské plaky (neuritické plaky) (Obr. 12).
V oblasti plakl dochazi k neurodegeneraci a k odumirani neuronu, tvorbé
sterilniho zanétu a gliového lemu. Intraneuronalné dale dochazi k degeneraci
T-proteinu. T-protein se v Caste¢né fosforylovaném nebo defosforylovaném
stavu vaze na mikrotubuly, které zpevriuje. Za patologickych okolnosti jsou
z t-proteinu od&tépovany krajni aminokyseliny a dochazi k hyperfosforylaci.
Takto pozménény T1-protein vytvari v neuronech tzv. neurofibrilarni klubka (NFT)
(Obr. 13), ¢imz narusuje cytoarchitektoniku buriky a tim maze zplsobit jeji smrt
(Revett et al. 2012; Braak a Tredici 2012). Navic je pfitomnost NFT
a neuritickych plakd spojena se silnym oxidacnim stresem okolnich struktur
vCetné DNA (deoxyribonukleova kyselina) ostatnich bunék a také s imunitni
odpovédi, ktera Casto vede jesté k dalSim poskozenim (Akiyama et al. 2000,
Cameron a Landreth 2010, Sardi et al. 2011, Braak a Tredici 2012, Zhao a Zho
2013).

Obr. 11 Sté&peni APP na AB Pfevzato z: Anonym (2013)
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Obr. 12 Plaky AB

Pfevzato z: Anonym (2013)

rozpadajici se podjednotky

o mikrotubulu
rozpadajici se

mikrotubul Neurofibrilarni klubka

T-proteinu

Obr. 13 Neurofibrilarni klubka T-proteinu

Pfevzato z: Anonym (2013)
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K poskozeni neuronl dale dochazi také puUsobenim excitaénich
aminokyselin, zejména  glutamatu, ktery je hlavnim  excitaénim
neuromediatorem CNS. V mozku pacientll s Alzheimerovou chorobou byvaiji
hladiny téchto aminokyselin nedostateCné regulovany a pfi jejich vazbé
na ionotropni receptory dochazi k nadmérnému influxu vapenatych ionta
do neuronu, ktery vede k apoptéze buriky. Tento mechanismus je dulezity,
protoze glutamatové NMDA receptory |ze farmakologicky blokovat a poskytovat

tak ucinnou neuroprotektivni IéEbu (Revett et al. 2012).

3.3.3 Lééba a diagnostika

Lécba Alzheimerovy choroby je velmi problematicka. Absence kauzalni
terapie vede pouze ke zpomalovani progrese onemocnéni pomoci inhibitorl
AChE (kognitiv) a antagonistt NMDA receptord. Inhibitory AChE donepezil,
rivastigmin a galantamin jsou urCeny k I|éCbé mirné az stfedné zavazné
demence, NMDA antagonista memantin je urCen pro stfedni az tézké demence.
Tato farmakologicka léCba je ale malo vyhodna, protoze pfinasi oddaleni
tézkych stadii maximalné o dva roky, navic neni ucinna u vSech pacientu a je
také financné naroCna. Soucasti [éCby byvaji vétSinou antidepresiva,
neuroleptika a anxiolytika, ktera tlumi dalSi pfidruzené symptomy (Ho6schl
a Horejsi 1999, Jirak 2009).

V souCasné dobé je ve vyvoji velké mnozstvi latek, pfedevSim chorobu
modifikujicich 1éCiv napfiklad na bazi modifikace nebo ovlivnéni tvorby AP,
T-proteinu, od kterych je oCekavana mnohem vysSi uc€innost a zastaveni
progrese onemocnéni (Holtzman et al. 2011).

Nicméné je pro uspéSnou IléCbu velmi dllezita vCasna diagnoza.
Zakladem pro odhaleni pacientl s demenci jsou orientaéni kognitivni
a pamétové testy. NejrozSifenéjSim testem je Mini-Mental State Examination
(MMSE), ktery dokaze odhalit pacienta s demenci od normalni populace. Tyto
testy bohuzel selhavaji v diagnostice ¢asnych stadii nemoci, kdy uz ale byva
mozek cCasto nevratné poSkozen. Proto jsou tyto testy brany pouze

jako orientacni a je nutné je doplnit o dalSi specialni metody jako jsou napfiklad
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magneticka rezonance mozku nebo vysetfeni mozkomisniho moku, které jsou
mnohem citlivéjSi a dokazi odhalit pocatecni Alzheimerovu chorobu
pfed prvnimi kognitivnimi pfiznaky (Pidrman 2007, Ressner et al. 2009,

Alzeimer’s Association 2014).

3.4 Modely pro testovani Iéciv Alzheimerovy choroby

Jak jiz bylo popsano vySe prfedstavuji neuropsychiatrické poruchy
zavazny zdravotni problém. Maji negativni vliv na kvalitu Zivota a jsou
obrovskou socialné-ekonomickou zatézi. Pochopeni toho, co se skuteCné déje
vCNS je stale velmi omezené, zejména ve vztahu Kk normalnimu
a patologickému chovani. Dosud neni plné objasnéno mnoho patogennich
mechanismu neurodegenerativnich onemocnéni, coz zabranuje jejich kauzalni
|éCbé. Symptomaticka IéCba C&asto vede k nedostateCnym terapeutickym
vysledkiim a v mnoha pfipadech je doprovazena zavaznymi vedlejSimi ucinky.
Pro pochopeni mechanismi onemocnéni a hledani dalSich novych IéCiv Ize
v preklinickém vyzkumu vyuzit testovani na zvifatech (Stuchlik et al. 2012).

Pouzivani zvifecich modeld, ve kterych se napodobuji patologické stavy
vyskytujici se u cilovych subjektdl, pfispélo a muze i nadale vyznamné pfispivat
k pokroku mediciny. Zvifeci modely jsou vyzkumné nastroje ke studiu
patofyziologickych mechanismu, ale také jsou dulezité pfi hodnoceni a rozvoji
terapeutickych a diagnostickych metod a materiald, jakoz i v oblasti vzdélavani
a odborné pripravy. Kvalita a uziteCnost modelu €asto zavisi na jeho platnosti
a posouzeni  kognitivnich  schopnosti v dulezitém aspektu validace
a experimentalniho vyuziti modeld pro studium neurokognitivnich poruch. Byla
vyvinuta Siroka Skala modelu, ale bohuzel dosud neexistuje zadny komplexni
ani idealni model, ktery by bylo mozné ve vyzkumu pIné aplikovat. Nicméné se
nabizi mnoho moznosti a pfistupl, které nam umoznuji lépe pochopit
patogenezi onemocnéni i potencial novych léCiv (D'Hooge a De Deyn 2001,

Laurijssens et al. 2013).
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3.4.1 Genetické modely

Transgenni technologie poskytuje jedine€nou pfilezitost vyuzivat
pfi studiu Alzheimerovy choroby geneticky modifikované organismy. Tyto
transgenni modely jsou generovany bud zavedenim genetické mutace
do stavajici genetické vybavy nebo mutaci genu ve své normalni poloze.
Napfiklad mutaci genu APP, ktery hraje dullezitou roli v patofyziologii
onemocnéni. NejCastéji pouzivanym druhem pro transgenni modelovani je

laboratorni mys (Laurijssens et al. 2013).

3.4.2 Senescenéni modely

Jednou ze zakladnich limitaci u zvifecich modeld, na kterou neustale
narazime, je fakt, Ze dosud nemame k dispozici zvifata trpici Alzehimerovou
chorobou se v8emi jejimi rysy a pfiznaky. Snad nejblize se z tohoto hlediska
jevi  pfirozené senescenCni modely, které vychazeji z komplexu
neurodegenerativnich zmén nastavajicich u vétSiny zivolichl v prabé&hu
pfirozeného starnuti. Nelze fici, Ze by zvifata trpéla Alzheimerovou chorobou
v pravém slova smyslu. Jedna se spiSe o komplex patofyziologickych zmén,
které starnuti provazeji a nékterymi svymi projevy mohou tuto chorobu
pfipominat. Jednim z privodnich jevl starnuti zvifete je zhorSeni kognitivnich
funkci, coz maze slouzit jako pfirozeny model pamétovych deficitll a demence
(Neha et al. 2014, Misik et al. 2014).

3.4.3 Farmakologické modely

Pfiznaky podobné projevim neurodegenerativniho onemocnéni Ize
u experimentalnich zvifat vyvolat vnéjSim zasahem — napf. podanim urcitych
chemickych latek ¢&i fyzickym poSkozenim nékterych struktur mozku.
Experimentalni zasahy jsou nejCastéji uskuteCnéné podanim farmakologické
latky, ktera poruchu vyvola, coZz umoziuje nasledné testovani latek, které

mohou tento stav zvratit (Stuchlik et al. 2012). Ve velké mife se v preklinickém
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testovani novych kognitivnich latek pouziva tropanovy alkaloid skopolamin
jako standardni model navozujici cholinergni amnézii u pokusnych zvifat
(D'Hooge a De Deyn 2001, De-Mello a Carobrez 2002, Gacar et al. 2011,
Falsafi et al. 2012). Skopolamin ovliviuje cholinergni neurotransmisi
prostfednictvim blokady musakrinovych receptorl, coz vede ke zhorSeni
kognitivnich funkci. Jako alternativu ke skopolaminu je mozné pouzit dalSi
cholinergni  antagonisty, napf. latku 3-quinuclidinyl benzilat (QNB),
trinexyfenidyl, biperiden a dalSi (Krej¢ova et al. 2004, KuneSova et al. 2008,
Misik et al. 2014).

3.4.3.1 3-quinuclidinyl benzilat

QNB (Obr. 14) je esterem kyseliny glykolové a byl puvodné zkouman
jako spasmolyticka latka v IéCbé gastrointestinalnich potizi. Vzhledem
k velkému poctu nezadoucich u€inkl bylo testovani po urcité dobé preruseno
a slou€enina byla pfedana americké armadé pro pfipadné vyuZziti jejich
psychomimetickych vlastnosti. Nasledné byla latka zavedena do vyzbroje
jako psychicky zneschopriujici bojova latka. V roce 1990 byly zasoby QNB
oficialné zniCeny, kvuli nepfedvidatelnym U&inkim a v ramci mezinarodni
umluvy o zdkazu chemickych zbrani. V dnesni dobé se QNB pouziva zejména
pro identifikaci M-receptord pomoci nékolika laboratornich technik. Diky svym
psychomimetickym vlastnostem jej Ize také vyuzit ke generovani kognitivhiho
deficitu u zvifecich modeld neurodegenerativnich onemocnéni (Misik et al.
2013).

Obr. 14 Chemicka struktura QNB
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QNB je neselektivni kompetitivni antagonista cholinergnich receptoru.
Podobné jako nékteré prirodni alkaloidy, napf. skopolamin nebo atropin, QNB
soutézi s ACh o misto na muskarinovych receptorech v CNS i na periferii. QNB
tvofi bilé krystaly s bodem tani 157°C a bodem varu 322°C (za této teploty
dochazi k rozkladu latky). Hydrochlorid 3-quinuclidinyl benzilatu je velmi dobfe
rozpustny ve vodé, latka je v roztoku stala. QNB patfi k malo toxickym latkam,
avSak psychiku ovliviiuje jiz ve velmi nizkych davkach. Pfi intoxikaci dochazi
ke zménam vyplyvajicim z ovlivnéni autonomnich, centralnich, neurologickych,
motorickych, behavioralnich a psychologickych funkci (Hrdina et al. 1983,
Fusek a Hrdina 1984, Misik et al. 2013).

Jako antidota se podavaji latky ze skupiny reverzibilnich inhibitort
cholinesteras, jako je fyzostigmin, takrin a jeho derivat 7-MEOTA, ktery dokaze
normalizovat v kratké dobé klinické pfiznaky intoxikace (Hrdina et al. 1983,
Fusek a Hrdina 1984).

3.5 Moznosti preklinického testovani

Stav CNS muzeme nepfimo hodnotit podle projevi zivotnich funkci
a chovani experimentalnich zvifat. Byla popsana cela fada behavioralnich
metodik, skladajici se z jednoduchych testl, zaméfenych na senzomotorické
funkce, az po komplexni behavioralni testy, soustfedujici se na socialni
interakce, emocionalitu, uceni a pamét. Razné varianty téchto testd a jejich
modifikace je mozné aplikovat na vétSinu zvifecich modeld. Z hlediska
Alzheimeorvy choroby se uplatfiuji zejména testy zaméfené na uceni a pamét.
V popfedi zajmu je predevSim pamét prostorova, protoze je povazovana
za obdobu lidské deklarativni paméti. Oba typy paméti (prostorové u zvifat
a deklarativni u lidi) spojuje i skuteCnost, Zze jsou zavislé na hippocampu. Velmi
efektivni metodou zkoumani prostorové orientace u hlodavcu se proto stalo
vodni bludisté. Diky rdznym modifikacim lze testovat prostorové uceni,
kratkodobou i dlouhodobou pamét a jeji deficit. Mezi dalSi vyznamné metody
studia paméti a uceni u hlodavci patfi také metody zalozené na averzni

motivaci — test pasivniho vyhybani. Jedna se o emotivni formu uceni, ktera je
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do znacné miry zavisla na funkci amygdaly (Misik et al. 2014).

3.5.1 Morrisovo vodni bludisté

Od pocatku 20. stoleti byla vyvinuta fada experimentalnich postupl
pro zvifata, které vyuZivaly unik z vody jako negativni motivaci v behavioralnich
testech uCeni a paméti. Metodika vodniho bludisté je primarné urCena
pro méfeni prostorové orientace. Diky velkému mnozstvi modifikaci se stala
velmi dulezitou také pro testovani experimentalné vyvolanych deficitl
prostorové orientace (indukované napf. starnutim, Iézemi, &i aplikaci farmak)
a kratkodobé i dlouhodobé prostorové paméti (Morris 1981, Morris 1984).
Metodika vodniho bludisté byla pouzita ve vice nez 1500 publikovanych pracich
a patfi tak k pfednim behavioralnim metodikam pfi studiu neurodegenerativnich
a neuropsychiatrickych onemocnéni (D "Hooge a De Deyn 2001, Terry 2009).

Metodika byla predstavena pocCatkem 80. let neurobiologem Richardem
G. Morrisem (Morris 1981, Morris 1984).

3.5.1.1 Princip vodniho bludisté

Morrisovo vodni bludisté predstavuje kruhovy bazén napinény vodou
(Obr. 15). Experimentalni zvife ma za ukol nalézt excentricky umistény ostravek
(unikova ploSina) — jedna se o jedinou moznou ,unikovou cestu® z bludisté.
PFi hledani tohoto ostrlivku se zvife Fidi pouze dostupnymi orientacnimi body.
(D"Hooge a De Deyn 2001, Franék 2008, Stuchlik et. al 2012, Mili et al. 2013).
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Obr. 15 Morrisovo vodni bludisté

Pfevzato z: Anonym (2008)

Pokusy ve vodnim bludisti potvrdily, Ze potkan ma schopnost si
zapamatovat a velmi rychle analyzovat prostorové vztahy mezi orientaCnimi
body v okoli, svoji polohu a polohu unikového ostrivku. Potkan si vytvafi tzv.
.kognitivni mapy“ prostfedi. Orientace podle kognitivni mapy je zakladnim
predpokladem pro navigaci ke skrytym cilim. Jsou popsany dva typy této
navigace - aloteticka orientace, tj. proces integrovani informaci o prostorovych
vztazich mezi orientacnimi body, které se nachazeji v okoli zvifete (ve vodnim
bludisti je tento typ orientace kliCovy), a idioteticka orientace, pfi které dochazi
ke zpracovani informaci generovanych bé&hem aktivniho nebo pasivniho
pohybu. RozliSujeme dva podtypy — inercialni, pfi které dochazi ke zpracovani
informace o linearnim a uhlovém zrychleni generovaném ve vestibularnim

aparatu; a substratova, kdy dochazi k integraci informace z proprioceptoru
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s eferentnimi kopiemi motorickych pfikazl, aby nakonec informovala subjekt
o jeho vlastnim pohybu vzhledem k substratu (zemé&, voda) (Franék 2008).
Pohyb potkana je nej¢astéji monitorovan pomoci videokamery propojené
s pocitaCem a zafizenim na analyzu obrazu. PFi pouziti vhodného softwaru je
mozné vyhodnocovat celou fadu parametrd, nejCastéji méfime dobu latence, tj.
Cas, ktery zvife stravi hledanim skrytého ostrivku. Dale mizeme analyzovat
drahu, &i Cas straveny v jednotlivych kvadrantech bludisté atd. Z dalSich
parametri muzeme sledovat i tigmotaxi, coz je doba stravena ,krouzenim®
po obvodu bludisté. Dale smérovy uhel, tzn. uhel, ktery svira cesta k ploSince
se skuteCnym smérem, jimz se potkan vyda a Wishawovu chybu, coz je pomér

doby, ktera je potfebna k dosazeni ploSinky a doby latence (Franék 2008).

3.5.2 Metoda vyhybani

Pro experimentalni zkoumani emotivniho ucfeni lze vyuzit metodu
vyhybani. RozliSsujeme dva =zakladni typy vyhybani - pasivni a aktivni.
Pfi aktivnim vyhybani ma potkan za ukol aktivné vykonat néjakou Cinnost, aby
se vyhnul trestu (aktivita vede k uspéchu). Jedna se vlastné o formu
operantniho podminovani. Pfi pasivnim vyhybani ma potkan za ukol potlacit
nékteré své pfirozené instinkty, aby se vyhnul potrestani (ne€innost vede
k uspéchu). Jako negativni motivace se nejCastéji pouziva bolestivy podnét,

napr. elektroSok (Cheng et al. 2014).

3.5.2.1 Pasivni vyhybani

Metoda pasivniho vyhybani vyuziva pfirozené tendence potkanl opustit
osvétlenou plochu a ukryt se v tmavém prostfedi. V laboratornich podminkach
se pro studium vyuziva box pasivniho vyhybani (tzv. Shuttle box, napf. TSE
Active avoidance system), ktery se sklada z jedné osvétlené komory a jedné
tmavé komory, oddélené gilotinovymi dvirky (Obr. 16). Pfed zaCatkem testu jsou
dvefe oteviené a potkan se mlze volné pohybovat a seznamit se s prostfedim
(tzv. habituace). Ve fazi tréninku (prvotni expozice po habituaci) obdrzi potkan

pfi vstupu do tmavého prostoru mirny pulzujici elektricky Sok do koncCetin
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pomoci mfizky v podlaze. V testu (opétovna expozice) ma potkan za ukol
setrvat v pro né& nepfirozeném osvétleném prostfedi po stanoveny cas

a vyhnout se tak prostfedi tmavému. Zaznamenava se doba latence, tj. Cas,

ktery potkan stravi v osvétleném prostiedi (TSE Systems International Group
2010, Misik 2013).

Obr. 16 Box pasivniho vyhybani (TSE, Némecko)

Pfrevzato z: TSE Systems International Group 2010
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4 CIL PRACE

Cilem této prace bylo zhodnoceni potencialniho pfiznivého uc€inku tfi
inhibitord AChE takrinu, rivastigminu a donapezilu na farmakologicky vyvolanou
kognitivni poruchu u laboratorniho potkana. Vybrané inhibitory jsou s vyjimkou
takrinu v sou€asnosti vyuzivany v klinické praxi k Ié€bé Alzheimerovy choroby
a slouzi zaroven jako standardy pfi vyvoji a testovani novych potencialnich
IéCiv, napf. dualnich inhibitord. Jak jiz bylo uvedeno v pfedchozich kapitolach,
vybrané inhibitory se vzajemné liSi v celé fadé vlastnosti, jako je napf. chemicka
povaha latky, selektivita k jednotlivym typlm cholinesterasy, ¢&i biologicka
dostupnost. Srovnani jejich ucinnosti za pouziti behavioralnich testd
provedenych za standardizovanych podminek tak muize odhalit jejich odliSny
potencial, ktery mize, kromé samotného inhibi¢niho potencialu, do znaéné miry
zaviset pravé na odliSnych vlastnostech jednotlivych latek. DalSim pfinosem
srovnani ucinkd takrinu, rivastigminu a donapezilu spociva v ziskani standardu
pro srovnani s ucinky nové syntetizovanych latek odvozenych od téchto
matefskych struktur.

Terapeutické davky takrinu (3.0 mg.kg™), rivastigminu (0.6 mg.kg™)
a donepezilu (0.75 mg.kg™") byly vybrany na zakladé samostatného experimentu
tak, aby pusobily vyrovnané s ohledem na inhibici cholinesterasy v mozku
potkana (~ 10 %). Efekt 1&Civ pfi korekci kognitivniho deficitu vyvolaného latkou
QNB byl zkouman pomoci dvou odliSnych behavioralnich metodik - vodniho
bludisté a pasivniho vyhybani. Metoda vodniho bludisté je zaméfena
na studium prostorové orientace, zatimco test pasivniho vyhybani patfi mezi
metody emotivniho uc€eni. Zvolené testy byly tedy zaloZeny na odliSnych
principech a cilovych strukturach mozku a jejich kombinace tak umoZznovala

komplexnéjsi pohled na srovnani u€inku vybranych latek.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Metodika

5.1.1 Chemikalie, jejich pavod

Quiniclidinyl benzilat hydrochlorid (QNB) byl syntetizovan de novo
na Fakulté vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové a byl v 90% Cistoté
(stanoveno metodou HPLC). Jako davka vyvolavajici kognitivni deficit byly
pouzity 2 mg.kg™ pro oba testy. QNB byl fedén fyziologickym roztokem (0,9%
NaCl, Noviko s.ro., CR) bezprostfedn& pfed podanim. Inhibitory takrin (9-
amino-1,2,3,4-tetrahydroacridine hydrochloride), rivastigmin ((S)-N-ethyl-3-
[(dimethyl-amino)ethyl]-N-methyl-phenylcarbamate hydrogentartarate)
a donepezil (1-benzyl-4-[(5,6-dimethox-1-indanon)-2-yl] methylpiperidine
hydrochloride) byly dodany firmou Sigma Aldrich s.r.o. (CR). Veskeré latky byly

podavany zvifatim ve standardnim objemu 1 ml.kg™" pomoci i.p. injekce.

5.1.2 Laboratorni zvirata

Pfi pokusech byli pouziti samci laboratornich potkand kmene Wistar
ve véku 10 az 12 tydnd, o télesné hmotnosti 250 — 300 g z chovné stanice
Velaz (CR). Potkani byli chovani ve skupinach po 6 za konvekénich podminek
(stala teplota 21 £ 1 °C, 12 h svételny rezim). Potkani byli krmeni standardni
dietou pro malé laboratorni hlodavce ad libitum. Doba aklimatizace byla
nejméné 10 dni pfed testovanim. Pouzivani zvifat v této studii bylo formalné
schvaleno Etickou komisi Fakulty vojenského zdravotnictvi v Ceské republice.
VSechny postupy ovliviujici zvifata byly v souladu se sou€asnou legislativou
(2010/63/EU).
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5.1.3 Pristroje

Morrisovo vodni bludisté
Systém analyzy obrazu (TSE VideoMot2, Némecko)
Box pasivniho vyhybani (TSE Némecko)

5.1.4 Metodika vodniho bludisté

Morrisovo vodni bludisté se sklada z Cerného kruhového bazénu
o primeéru 180 cm, naplnéného vodou o teploté 25 °C az do hloubky 25 cm.
Bludisté bylo teoreticky rozdéleno do ¢&tyf shodnych kvadrant( Eislovanych
1 — 4 ve sméru hodinovych ruci¢ek. Kruhova unikova plosina o priméru 15 cm
byla umisténa ve stfedu kvadrantu Cislo 3; 37,5 cm od okraje bazénu. Umisténi
ploSiny bylo konstantni po celou dobu experimentu. PloSina byla stejné barvy
jako bludisté s antireflexnim povrchem, ponofena 1 cm pod hladinou vody.
To znamena, Ze unikova ploSina byla pro plovouciho potkana neviditelna.
V bludisti se nenachazely zadné orientacni body, proto se potkan fidil pouze
vzdalenymi orientaénimi body, nachazejicimi se mimo prostor bludisté. Hlavni
orientani body zahrnovaly napf. okna (na jizni a zapadni strané), stolni pocitac
(severozapadni strana), nabytek a dalSi vybaveni experimentalni mistnosti.

Denni tréninky byly provadény od 8 hod. do 11 hod. po dobu 4 po sobé
jdoucich dnu. Denni trénink sestaval z 8 po sobé& nasledujicich plavbach
za den. Na konci ¢tvrtého dne prodélal kazdy potkan celkem 32 plaveb. Potkani
byli vypousténi z 8 variabilnich startovnich pozic po obvodu bludisté. Ctyfi
vychozi pozice byly jasné definovany stfedy kvadrantd, dalSi 4 startovni pozice
se nachazeli na rozhrani sousednich kvadrantd bludisté. VSechny vychozi
pozice byly oddéleny konstantni vzdalenosti 70 cm. Poradi start( bylo voleno
nahodné.

Potkani byli vypousténi z dané startovni pozice Celem ke sténé bludisté.
V okamziku vypusSténi zvifete byl zahajen videomonitoring. Zaznam byl
ukoncen, jakmile potkan dosahl unikové ploSiny. Pokud potkan ostrivek

nenalezl do stanové maximalni doby (60 sekund), byl k nému doveden
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manualné. Na unikové plosiné stravil kazdy potkan urcitou dobu (15 sekund),
po kterou mohl analyzovat prostorové vztahy mezi bludistém a okolnim
prostiedim. Tento postup se opakoval pro rizné startovni pozice po obvodu
bazénu. Interval mezi jednotlivymi plavbami byl 20 minut. Kazda plavba byla
nahravana a analyzovana pomoci obrazového sledovaciho systému (TSE
VideoMot2, Bad Homburg, Némecko), ktery poskytl data, napf. dobu latence
(s), celkovou vzdalenost plavby (cm) a celkovou rychlost (cm.s™).

Latka QNB byla zvifatim podana 30 min pfed kazdym dennim
tréninkem. LéCené skupiny obdrzely davku inhibitoru 15 min po podani QNB.
Kontrolni QNB skupina (pozitivni QNB kontrola) obdrZzela namisto |éCiva
fyziologicky roztok (1 mL.kg™), blankova kontrolni skupina obdrzela dvé i.p.
injekce fyziologického roztoku (30 a 15 min). Pro zjisténi vlivu samotnych [éCiv
na vykon ve vodnim bludisti byla tfem experimentalnim skupinam podana

pouze léCiva 15 min po aplikaci fyziologického roztoku namisto roztoku QNB.

5.1.5 Metodika pasivniho vyhybani

Aparat pasivniho vyhybani (Shuttle box, TSE systems, Némecko)
sestaval ze dvou kompartmentll — osvétlené a tmavé ¢&asti, oddélené
automatickymi dvifky. Potkan umistény do svétlé Casti aparatu instinktivné
vyhleda zatemnénou cast. Po vstupu do tmavé casti vSak obdrzi mirny
elektricky vyboj. Je-li zdravy potkan umistén po 24 zpét do boxu, vétSinou
potladi pfirozenou reakci a setrva ve svétlé Casti (tzv. ,strachové podminovani*
angl. fear conditioning).

Experimentalni zvifata byla vystavena aparatu pasivniho vyhybani
celkem ftfikrat. V prvnim kontaktu (habituace) bylo zvifatim umoznéno volné
prozkoumavat aparat po dobu 3 minut. Po 1 hod byla vystavena tréninku
(podmiriovani), kdy se oddélovaci dvitka po vstupu do tmavé Casti uzaviela
a potkan obdrzel mirny elektricky impuls (0,8 mA). Po 24 od tréninku
nasledoval samotny test, kdy bylo zvife vlozeno do osvétlené Casti a byl
sledovan &as (latence) vstupu do tmavé &asti. Casovy limit byl stanoven na 3

minuty.
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Testované latky byly zvifatdm podavany jednorazové ve shodnych
davkach i Casech jako v testu vodniho bludisté a to vzdy pfed fazi tréninku.
Kontrolni skupiny zaméfené na samotna IéCiva nebyly do testu pasivniho

vyhybani zahrnuty z divodu redukce poctu experimentalnich zvifat.

5.1.6 Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena s pouzitim programu Statistica
software’98 Edition. Data ztestu vodniho bludisté byla zlogaritmovana
a podrobena analyze variance (ANOVA) pro opakovana méfeni. Z divodu vlivu
podanych IéCiv na rychlost plavby byla analyzovana celkova dosazena draha,
ktera je k vlivu rychlosti plavby rezistentni, na rozdil od bézné uzivané latence.
Data ztestu pasivniho vyhybani byla podrobena neparametrickym
testim - Kruskal-Wallis testu s post hoc srovnanim skupin a Mann-Whitney
U-testu. VSechna data jsou v praci prezentovana jako primér + S.E.M. (stfedni
chyba priméru). Rozdily mezi skupinami byly hodnoceny na hladiné

vyznamnosti 2a=0.05.
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6 VYSLEDKY

VODNI BLUDISTE

Po c&tyfech dnech tréninku si kontrolni skupina potkanl pIné osvojila
Ulohu vodniho bludisté se skrytym ostrivkem (Obr. 17) a Cc&tvrty den jiz
dosahovala témér asymptotické kfivky uceni. Oproti tomu u skupiny, které byla
podavana denné pred zacCatkem tréninku latka QNB dosSlo k vyraznému

zhorSeni vykonu (Obr. 18).
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Obr. 17 Vykon kontrolni skupiny potkan( pfi osvojovani ulohy vodniho bludisté
se skrytym ostrGvkem. Je uvedena prumérna draha dosazeni ostrivku (cm)

pro jednotlivé dny.
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Obr. 18 Vliv latky QNB na délku drahy potkana ve vodnim bludisti. Uveden

prumér pro jednotlivé dny tréninku.

Latka QNB méla kromé negativniho vlivu na uCeni také vliv na rychlost
plavani (p < 0.001, Kruskal-Wallis test). Zatimco kontrolni potkani plavali
pramérnou rychlosti 25,0 m.s™, potkani ovlivnéni latkou QNB (i v kombinaci
s inhibitory) plavali rychlosti 27,6 — 30,8 m.s". Z tohoto divodu byla také
pfi vyhodnoceni vlivu 1é€Civ na u€eni ve vodnim bludisti preferovana délka drahy
pred ¢asem dosazeni ostriivku.

Nasledujici obrazky (Obr. 19-24) znazorfuji vliv jednotlivych [&Civ
na délku drahy potkana ve vodnim bludisti ve srovnani s kontrolni skupinou
(modra kfivka, blank. kontrola) a skupinou, které byla podana latka QNB
(Cervena krivka, pozitiv. kontrola). Kfivka uceni je sestavena z priméru

pro jednotlivé dny tréninku.
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Obr. 19 Vliv léCiva takrinu na délku drahy potkana ve vodnim bludisti ve srovnani
s kontrolni skupinou (modra kfivka, blank. kontrola) a skupinou, které byla podana latka

QNB (Cervena kfivka, pozitiv. kontrola).
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Obr. 20 Vliv IéCiva takrinu na délku drahy potkana ve vodnim bludisti ve srovnani
s kontrolni skupinou (modra kfivka, blank. kontrola) a skupinou, které byla podana latka
QNB (Cervena kfivka, pozitiv. kontrola). Znazornén efekt inhibitoru pfi Ié€ebném podani
(15 min po latce QNB)
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Obr. 21 Vliv 1é€iva rivastigminu na délku drahy potkana ve vodnim bludisti ve srovnani
s kontrolni skupinou (modra kfivka, blank. kontrola) a skupinou, které byla podana latka

QNB (Cervena kfivka, pozitiv. kontrola).
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Obr. 22 Vliv 1é€iva rivastigminu na délku drahy potkana ve vodnim bludisti ve srovnani
s kontrolni skupinou (modra kfivka, blank. kontrola) a skupinou, které byla podana latka
QNB (Cervena kfivka, pozitiv. kontrola). Znazornén efekt inhibitoru pfi Ié€ebném podani
(15 min po latce QNB)
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Obr. 23 Vliv 1éCiva donepezilu na délku drahy potkana ve vodnim bludisti ve srovnani
s kontrolni skupinou (modra kfivka, blank. kontrola) a skupinou, které byla podana latka

QNB (Cervena kfivka, pozitiv. kontrola).
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Obr. 24 Vliv 1éCiva donepezilu na délku drahy potkana ve vodnim bludisti ve srovnani

s kontrolni skupinou (modra kfivka, blank. kontrola) a skupinou, které byla podana latka

QNB (Cervena kfivka, pozitiv. kontrola). Znazornén efekt inhibitoru pfi Ié€ebném podani

(15 min po latce QNB)
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Skupiny, kterym byla 15 min po podani latky QNB aplikovana lécCiva,
dosahovaly lepSiho vykonu ve vodnim bludisti nez neléCena skupina (Obr. 25),
presto v8ak ani jedno z testovanych |éCiv zcela nezvratilo negativni viiv QNB
a Zzadna z léCenych skupin nedosahla vykonu kontrolni skupiny, které byl podan
fyziologicky roztok. Kontrolni podani samotnych I[éCiv subjektivné mirné
zhorSovalo vykon ve vodnim bludisti (Obr. 26), tento efekt v8ak nebyl statisticky
sifnifikantni (p > 0,05)

Z testovanych 1éCiv byl pozitivni efekt nalezen u rivastigminu
a donepezilu. U obou skupin bylo zaznamenano vyznamné zlepSeni
oproti pozitivni kontrole ve tfetim a ¢tvrtém dni (p < 0,05). V prvnich dvou dnech
tréninku nebyl zaznamenan signifikantni rozdil. Skupina 1é¢ena takrinem sice
dosahovala subjektivné lepSiho vykonu nez pozitivni kontrola, tento efekt viak

nebyl statisticky prakazny (p > 0,05).
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Obr. 25 Vliv Ié€iv takrinu, rivastigminu, donepezilu na délku drahy potkana
ve vodnim bludisti ve srovnani s kontrolni skupinou (modra kfivka, blank.
kontrola) a skupinou, které byla podana latka QNB (Cervena kfivka, pozitiv.
kontrola). Znazornén efekt inhibitora pfi 1é¢ebném podani (15 min po latce

QNB). Kfivka u€eni je sestavena z priméru pro jednotlivé dny tréninku.
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Obr. 26 Vliv IéCiv takrinu, rivastigminu a donepezilu na délku drahy potkana
ve vodnim bludisti ve srovnani s kontrolni skupinou (modra kfivka, blank.
kontrola) a skupinou, které byla podana latka QNB (Cervena kfivka, pozitiv.
kontrola). Znazornény vykony po aplikaci samotnych inhibitord. Kfivka uceni je

sestavena z priméru pro jednotlivé dny tréninku.
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PASIVNi VYHYBANI

Kontrolni skupina potkand v testu pasivniho vyhybani vykazovala
vysokou latenci vstupu do tmavé Casti aparatu (156 sec, Obr. 27). Naopak,
u skupiny, které byla podana latka QNB doSlo k vyraznému snizeni testové
latence (31 sec, p < 0.5, Kruskal-Wallis test) oproti kontrolni skupiné. Pouze
léCivo rivastigmin v davce 0.6 mg.kg™' dokazalo zvratit negativni Gcginek latky
QNB (Obr. 27). LéCiva takrin a donepezil nevykazovala v testovanych davkach

zadny pozitivni efekt na testovou latenci (p = 1.0).

200.0
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140.0
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120.0

=
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20.0

oo N amil
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Obr. 27 Vykon potkanu v testu pasivniho vyhybani. Je uvedena latence vstupu
(sec) pfi tréninku (Cerné sloupce) a pfi testu po 24 hod (Sedé sloupce)
pro jednotlivé skupiny. Primér + SEM, n = 8. *znaci signifikantni rozdil oproti

kontrole (srovnavany byly testové latence).
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7 DISKUZE

V této studii byl srovnavan potencial tfi inhibitord acetylcholinesterasy,
takrinu, donepezilu a rivastigminu za pouziti farmakologického modelu
cholinergni deplece u experimentalnich zvifat. Pouziti tohoto modelu bylo
zalozeno na predpokladu, Ze pomoci nepfimého zvySeni cholinergniho pfenosu
v mozku mize dojit ke kognitivnimu zlepSeni. Tento princip je bézné vyuzivan
v preklinickém testovani 1éCiv na bazi inhibitord AChE, nejCastéji za pouziti
skopolaminu — cholinergniho antagonisty, jehoz podanim je mozné u zvifat
vyvolat do€asnou kognitivni poruchu (Aigner a Mishkin 1986, D’Hooge a De
Deyn 2001, De-Mello a Carobrez 2002, Gacar et al. 2011, Falsafi et al. 2012,
Mili et al. 2013).

V této praci byl skopolamin uspésSné nahrazen jinym cholinergnim
antagonistou, latkou QNB (Krej¢ova et al. 2004, KuneSova et al. 2008, Misik
2013, Misik et al. 2013, Misik et al. 2014). Cilem prace bylo pfimé srovnani
uvedenych inhibitorl s pouzitim behavioralnich metod vodniho bludisté
a pasivniho vyhybani. Terapeutické davky inhibitord byly vybrany tak,
aby zpusobovaly obdobnou inhibici cholinesterasy v mozku potkana (De-Melo
a Carobrez 2002, Krejcova et al. 2004, KuneSova et al. 2008, Gacar et al.
2011). Pfedpokladané rozdily v ucinnosti inhibitortl by tedy primarné nemély byt
zpusobeny rozdilnou mirou inhibice, nybrz individualnimi vlastnostmi latek,
které budou dale diskutovany.

Léciva rivastigmin (0,6 mg.kg”') a donepezil (0.75 mg.kg”') snizovala
negativni vliv latky QNB na prostorové u€eni v uloze vodniho bludisté, pozitivni
efekt byl vSak evidentni az tfeti a Ctvrty den tréninku. Lze se tedy domnivat,
Ze bylo zapotfebi ur€itého €asu na obnoveni funkce cholinergniho systému.
Ve vodnim bludisti byly pozorovatelné trendy ke zlepSeni, které vSak nebyly
statisticky signifikantni. Proto byl pokus doplnény o dalSi behavioralni metodiku,
kde bylo dosazeno pozitivniho vysledku u IéCby rivastigminem.

Terapeutické davky takrinu, které se pouzivaji v behavioralnich testech
jsou obvykle relativné vysoké (az k 30.0 mg.kg™ Kirby et al. 1996), to mlze byt
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dano jeho nizkou biologickou dostupnosti nebo rychlym metabolismem
(Bejar et al. 1999). | v této studii bylo zapotiebi pouZiti vy§Sich davek takrinu
(3.0 mg.kg™") oproti rivastigminu (0.6 mg.kg"') a donepezilu (0.75 mg.kg”),
abychom zaruCili vyrovnanou inhibici cholinesteras v mozku potkana.
Ze srovnani latek vySel takrin jako nejméné efektivni. To muize byt dano
pfedevSim jeho vétSim plasobenim na periferii, kde vykazuje vyssi afinitu
predevs§im k BChE, nez v CNS. Pusobeni takrinu na AChE je minoritni. Oproti
rivastigminu i donepezilu je takrin zatizen i vétSi mirou nezadoucich ucinku
zpusobenych nadmérnou stimulaci cholinergniho systému - nevolnost,
zvraceni, prajem. Tyto u€inky vyplyvaji i z nutnosti vysSich davek takrinu, ktery
potom vykazuje vysokou hepatotoxicitu (Jirak 2003, Ahmed et al. 2006, Gacar
et al. 2011).

Ze srovnavanych latek bylo nejlepSiho vysledku dosazeno
s rivastigminem, ktery byl efektivni v obou behavioralnich testech. Lze tedy
predpokladat, Ze rivastigmin plsobi na rdzné struktury v mozku -
na hippocampus zodpovédny za prostorovou pamét a na amygdalu ovliviujici
emotivni uc€eni. Na rozdil od takrinu vykazuje rivastigmin vétSi selektivitu
k cholinesterasam v CNS neZ na periferii (Bejar 1999, Rakonczay 2003,
Pohanka 2012). Jeho dalSi vyhodou je i jeho dlouhodobd inhibice, ktera trva
i po eliminaci latky z organismu. To umoznuje jeho nizSi davkovani a tim i mensi
vyskyt na davce zavislych nezadoucich ucinkd (Bejar 1999, Jirdk 2003).

Rivastigmin vykazuje podobnou inhibici jako takrin v kortexu, ale jeho
ucinnost v oblasti hippocampu je mnohem vétsSi (Bejar et al. 1999), coz se
ukazuje byt velkym pfinosem v oblasti prostorové navigace vyuzivané metodou
vodniho bludisté. Proto byly pravdépodobné pozorovany ve vodnim bludisti
u rivastigminu lepSi vysledky nez u takrinu.

Rivastigmin byl efektivni také v uloze pasivniho vyhybani, na rozdil
od zbyvajicich dvou latek. To muze byt dano jeho pusobenim na obé
cholinesterasy - AChE i BChE (dualni ihibitor). Ve srovnani s takrinem, ktery
vykazuje vySSi afinitu k BChE a donepezilem, ktery je zase mnohem
selektivnéjsi k AChE.
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Donepezil zlepSoval prostorové ucCeni ve vodnim bludisti, v testu
emotivniho uceni v8ak nebyl efektivni a nedoSlo k vyznamnému prodlouzeni
testové latence. Dlvodem rozdilné ucinnosti 1éCiva v obou ulohach muze byt
zapojeni rozdilnych struktur mozku v jednotlivych ulohach a rozdilny vliv [éCiv
na tyto struktury (vodni bludisté — prostoroveé uceni, pasivni vyhybani — emotivni
uceni). Donepezil vykazuje vétsi selektivitu k AChE, pfi¢emz jeho pusobeni
na BChE je minoritini. To muze byt ddvodem jeho mensSi efektivity v testu
emotivniho uceni, které je zalozeno pfedevSim na funkci amygdaly, kde je
BChE v majoritnim zastoupeni (Brunovsky 2007). Na rozdil od takrinu je
pro donepezil typicka vysoka selektivita k AChE lokalizované v CNS a nizka
ucinnost v oblasti periferie. Proto mohl donepezil vykazovat lepSi vysledky
v testu vodniho bludisté nez takrin (Jirak 2004, Brunovsky 2007).

Z dosavadniho vyzkumu vyplyva, Ze variabilita ucinnosti rdznych
inhibitord cholinesteras zavisi pfedevSsim na jejich centralnim a perifernim
inhibi€nim potencialu, selektivit¢ vucéi jednotlivym typum cholinesteras
a jednotlivym oblastem mozku, fyzikalné-chemickych vlastnostech
a v neposledni fadé na davkach a tim i vyplyvajicim nezadoucim uc€inkim, které

mohly negativné ovlivnit vykon potkanu pfi behavioralnich testech.
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8 ZAVER

Tato studie hodnoti potencialni pfiznivé u€inky jedné davky ftfi inhibitora
AChE takrinu, rivastigminu a donapezilu na QNB indukovanou cholinergni
ztratu paméti s vyuzitim dvou behavioralnich metod — Morrisova bludisté
a pasivniho vyhybani. Zvolené testy jsou zaloZeny na odliSnych principech
a cilovych oblastech mozku. Metoda vodniho bludisté je zaméfena na studium
prostorové orientace (hippocampus), zatimco test pasivniho vyhybani patfi
mezi metody emotivniho u€eni (amygdala).

V sérii provedenych pokusu bylo pfi lécebném podani inhibitorQ
pozorovano urcité behavioralni zlepSeni u vSech testovanych latek. NejlepSich
vysledkd bylo dosazeno u rivastigminu, ktery byl efektivni u obou zvolenych
metod, coz bylo dano zfejmé predevsim jeho komplexnimi ucinky jako dualniho
inhibitoru (afinita k AChE i BChE). Naopak nejslabsi efekt vykazoval takrin,
ktery ma vétsi ucinky na periferii nez v CNS (vyssi afinita k BChE). Donepezil
vykazoval ucinky ve vodnim bludisti, avSak v testu pasivniho vyhybani nebyl
pozorovan vyrazny efekt (vySSi afinita k AChE).

Prace pfinesla srovnani standardu latek s pouzitim behavioralnich metod
a je cennym podkladem pro dalSi vyzkum a testovani novych latek na bazi

inhibitort, odvozenych od testovanych struktur.
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