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Seznam zkratek

AB B-amyloid

Ach acetylcholin

AChE acetylcholinesteraza

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionoveé receptory

ATP adenozintrifosfat

BuChE butyrylcholinesteraza

CAT cholinacetyltransferaza

COX-2 cyklooxygenaza 2

CRH kortikotropin releasing hormon

DHEA dehydroepiandrosteron

GABA kys. gamaaminomaselna

GAD dekarboxylaza kys. glutamove

GAL galantamin

GRH gonadotropin releasing hormon

IChE inhibitory cholinesteraz

LTD dlouhodoba deprese

LTP dlouhodoba potenciace

MAChR muskarinovy acetylcholinovy receptor

NAChR nikotinovy acetylcholinovy receptor

NMDA excitani receptor N-methyl-D-aspartatové kyseliny glutamatoveho
typu



NO oxid dusnaty

NRF nervovy rustovy faktor
TRH tyreotropin releasing hormon
VIP vazoaktivni intestinalni polypeptid
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1. Uvod

Demence je heterogenni skupina onemocnéni. Se vzristajicim vékem stoupa jeji
vyskyt. Ve vékové kategorii nad 65 let postihuje az 20 % populace. Demence
vyrazné postihuje jedince v psychice i v jeho socialnich funkcich. Navic vyrazné
ovliviuje okoli nemocného. NejCastéjSi formou demence je Alzheimerova choroba.
Zavaznost spociva v Cetnosti, mife postizeni kvality Zivota nemocnych i v tom,
Ze Alzheimerova choroba pfedstavuje jednu z nej¢astéjSich primarnich pficin smrti.
V mozku pacientl s Alzheimerovou chorobou dochazi k postizeni v3ech oddill
cholinergniho systému. Ten je poruSen i u dalSich typl demenci, napf.
u parkinsonskych ¢&i ischemicko-vaskularnich. Komplexni etiologie Alzheimerovy
choroby v soucCasnosti neni pfesné znama, proto léCba tohoto onemocnéni neni
kauzalni, ale pouze symptomaticka. Hlavnim cilem soucasné IéCby je tedy oddaleni
progrese symptomU nemoci. Vyuzivaji se postupy, které ovliviiuji znamé
patogenetické procesy. V souCasné dobé jsou u alzheimerovskych demenci
pouzivany dva typy farmakoterapie: inhibitory cholinesteraz (IChE) a parcialni
nekompetitivni inhibitory NMDA receptord (excitaéni receptory N-methyl-D-
aspartatoveé kyseliny) - memantin.

Uziti inhibitor mozkovych cholinesteraz je nejuzivanéjSi postup v terapii
Alzheimerovy choroby, pfedevSim lehkych az stfednich forem. Tyto latky patfi
do skupiny kognitiv (léky ovliviujici pfiznivé centralni cholinergni transmisi).
V klinické praxi jsou pouzivany tfi zastupci této skupiny — donepeazil, rivastigmin
a galantamin (GAL).

GAL vedle inhibice acetylcholinesterazy (AChE) také alostericky moduluje
presynaptické i postsynaptické nikotinové receptory pro acetylcholin (Ach). GAL
se vaze na jiné vazebné misto receptoru nez Ach, ¢imzZ zesiluje jeho pusobeni.
Presynapticky to vede k ovlivnéni vyplavovani Ach i jinych neurotransmiteru.
Postsynapticka modulace potom zvySuje cholinergni transmisi v pfislusnych Castech
mozku.

Cilem diplomové prace bylo zjistit, jaky efekt m& GAL na aktivitu AChE
ve vybranych &astech mozku laboratorniho potkana (frontalni kuara, hipokampus,
septum, bazalni ganglia a hypofyza). Po podani GAL byl pfedpokladan pokles

aktivity AChE ve vybranych ¢astech mozku potkana.



2. Prehled mediatori paméti

Na molekularnim pfenosu informaci v nervovém systému ZzivoCichu se podili
chemické latky, které |Ize rozdélit na neuromediatory, neuromodulatory
a neurohormony. Neuromediatory (neuropfenasecCe, neurotransmitery, transmitery)
jsou latky secernované z neuronu do synaptické Stérbiny, kde ovliviiuji aktivitu
(excitabilitu) jedné nebo nékolika prostorové blizkych bunék, tj. jiného neuronu nebo
svalové bunky, prostfednictvim receptoru. Zajistuji tak pfenos nervového signalu.
Ze synaptické Stérbiny jsou rychle odstrafiovany difuzi, metabolismem a v mnoha
pfipadech zpétnym vychytavanim do presynaptického neuronu. Neuromodulatory
jsou chemické latky, které ovliviiuji u€inek neurotransmitert tim, Ze zvySuji nebo
snizuji jejich efekt. Casto se tak dé&je prostfednictvim sekundarnich neuromediator
na iontovych kanalech membran. Mohou pusobit jak presynapticky,
tak postsynapticky, ne vzdy Ize odliSit neuromediaCni efekt od efektu
neuromodulaéniho. Neurohormony jsou chemické latky syntetizované a uvoliiované
nervovym systémem a prenasené krvi ke vzdalenym cilovym bunkam, jejichz aktivitu
ovliviiuji. N&které neuromediatory mohou mit funkci neuromodulatorti i naopak. Rada
latek, zejména peptidd, mlze pusobit nejen na dalku jako neurohormony,
ale i lokalné jako neuromediatory a podobné& nékteré klasické neurotransmitery
se mohou uvolfiovat do krevniho ob&hu a pusobit jako hormony. (Ganong ,1995;
PatocCka, 2002)

Kritéria pro identifikaci neuromediatoru

e Maély by byt pfitomny ve vysokych koncentracich v presynaptickych nervovych
zakoncCenich.

e Musi byt syntetizovany v presynaptickém neuronu.

e Musi byt skladovany ve vhodné zasobni formé.

e Pfi depolarizaci membrany musi byt uvolfiovany z neuronu v dostate¢né
velkém mnoZstvi a musi existovat mechanizmus pro ukonceni jejich u&inku.

e | pfi exogenni aplikaci musi vyvolavat fyziologické ucinky, odpovidajici
normalni synaptické transmisi.

e Musi existovat specifické receptory, na které se neurotransmitery vazou

a musi vyvolat fyziologickou odezvu.



Jako vzor pro tato ,klasicka“ kritéria slouzil Ach, jako neurotransmiter cholinergni
inervace, ale s objevovanim novych neuromediatoru se vySe uvedena kritéria mohou
modifikovat a ménit. Nékteré nové objevené signalni molekuly totiz nejsou
ani skladovany v synaptickych vaccich, ani nejsou uvolfiovany exocytdézou

a nepusobi ani na klasickych postsynaptickych receptorech.

Klasické neurotransmitery jsou enzymaticky syntetizovany z jinych chemickych
latek, tzv. perkurzoru, které se do neuronli dostavaji obvykle ve spolupraci s gliovymi
burikami. Nové syntetizované nebo zpétné vychytané neuromediatory jsou
skladovany v synaptickych vaccich. VétSina synaptickych vacku vznika v Golgiho
aparatu nebo v hladkém endoplazmatickém retikulu. Cast synaptickych vacka muze
vzniknout endocytézou membrany, coz je opacny proces kfuzi vacku
s presynaptickou membranou pfi uvolnéni mediatoru do synaptické Stérbiny.
(Fabidnova, 2006)

2.1. Hlavni typy neuromediatori v CNS

Neurotransmitery lze rozdélit na zakladé struktury na aminy a aminokyseliny
(pfipadné peptidy, viz také tab.1) . Mezi ,klasické“ neuromediatory se fadi napf.
Ach, dopamin, adrenalin a noradrenalin, serotonin, GABA apod., jsou syntetizovany
v nervovych zakon&enich. Enzymy nezbytné pro jejich syntézu jsou tvofeny
v bunééném téle. Peptidové neuromediétory, napf. substance P ¢&i ostatni
neurokininy, bombesin, cholecystokinin, galanin, VIP a dalSi, jsou syntetizovany
v téle neuronu. Jedna se o nejpocetnéjSi skupinu neuromediatori a stale jsou
objevovany dalSi. Neuropeptidy se oproti klasickym transmiterdm vyskytuji v niZzSich
koncentracich, ale jejich receptory maji mnohem vyssi afinitu. | strukturné podobné
neuropeptidy mohou mit vyrazné odliSné funkce. Prekurzory neuropeptidd jsou
syntetizovany na ribozomech endoplazmatického retikula a upraveny v Golgiho
aparatu, kde vznikaji velké granularni vacky, které jsou pak transportovany axonem
do nervovych zakonc€eni. BEhem axonalniho transportu dochazi ve vaccich k dalSim
posttranslacnim upravam neuropeptidd. Neuropeptidy jsou uvolfiovany do Stérbiny
exocytézou, v odezvé na relativné malé zvySeni koncentrace Ca®* v cytosolu,
tzn. obvykle pomérné daleko od mista vstupu Ca** do buriky. Neuropeptidy nejsou
opétovné vyuzivany zpétnym vychytavanim a inkorporaci do synaptickych vackd,

jako je tomu u klasickych neuromediatord. Jednotlivé neurony mohou obsahovat



a uvolfiovat i vice nez jeden neuromediator. Klasicky neuromediator muze mit
i nékolik kotransmiterud, tedy dalSich latek které se musi na receptor navazat, aby
bylo dosazeno biologické odezvy.

PoCet znamych neuromediatord neni konecCny. Stéle jsou objevovany nové
mediatory nebo jsou objevovany nové funkce jiz dfive znamych neuromodulatora.
(Patocka, 2002)

vathky
s dopaminem

dopaminowy

e I .ﬁ:..
= /1 ™

preneseny signal pijimajici

bunééné signal

jadro m

Obrazek 1: Pfenos informace z jedné nervové buriky do druhé prostfednictvim

mediatoru dopaminu. (Vyskocil, 2001)
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Tabulka 1: Prehled nékterych mediatord v nervovém systému savcu. (upraveno

podle: Ganong, 1995)

Mediator Lokalizace

acetylcholin nervosvalové spojeni, pregangliova autonomni
zakonceni, postgangliova parasympaticka zakonceni,
postgangliova zakonc€eni v potnich Zldzach a svalovych
vazodilata¢nich zakon€enich, mnoho €asti mozku

aminy SIF buriky v gangliich sympatiku, striatum, eminentia
mediana a jiné ¢asti hypothalamu, limbicky systém, casti

dopamin

neokortexu, zakon¢&. nékterych interneurond retiny

noradrenalin

vétsina postgangliovych vlaken sympatiku, mozkova

klira, hypothalamus, mozkovy kmen, mozecek, micha

adrenalin hypothalamus, thalamus, periaqueduktalni Sed, micha
serotonin hypothalamus, limbicky systém, mozecCek, micha, retina
histamin hypothalamus

excitacni aminokyseliny

glutamat

mozkova klra, mozkovy kmen

aspartat

micha, thalamus

inhibiéni aminokyseliny

glycin

neurony zprostfedkujici pfimou inhibici, retina

kys. gamaaminomaselna
(GABA)

mozecek, mozkova kara, neurony zprostifedkujici

presynaptickou inhibici, retina

puriny

adenosin neokortex, ¢ichova kura, hipokampus, mozecek
ATP primarni aferentace

polypeptidy

substance P

zakoncCeni prim. aferentnich neuront zprostfedkujicich

bolest, mnoho ¢asti mozku, retina

vasopresin

zadni lalok hypofyzy, prodlouzena micha, patefni micha

oxytocin

zadni lalok hypofyzy, prodlouzena micha, patefni micha
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Mediator

Lokalizace

polypeptidy

CRH (kortikotropin

releasing hormon)

eminentia mediana hypothalamu, dalSi ¢asti mozku

TRH (tyreotropin

releasing hormon)

eminentia mediana hypothalamu, dalSi ¢asti mozku,

retina

GRH (gonadotropin

releasing hormon)

eminentia mediana hypothalamu

somatostatin

eminentia mediana hypothalamu, dalSi ¢asti mozku,

substantia gelatinosa, retina

endoteliny

zadni lalok hypofyzy, mozkovy kmen

enkefaliny

substantia gelatinosa, mnoho dalSich ¢asti CNS

beta-endorfin

hypothalamus, thalamus, mozkovy kmen, retina

VIP (vazoaktivni

intestinalni polypeptid)

postgangliové cholinergni neurony, nékteré senzorické

neurony, hypothalamus, mozkova kura, retina

neuropeptidy noradrenergni, adrenergni a jiné neurony prodlouzené
michy, periaqueduktalni Sedi a hypothalamu, autonom.
nervovy systém

aktiviny mozkovy kmen

inhibiny mozkovy kmen

2.2. Nejbéznéji se vyskytujici mediatory

Acetylcholin — jde o acetylester cholinu. Neurony, které jej uvolfuji jsou oznaCovany
jako cholinergni. Ach pfevazuje v oblasti hipokampu, ktera ma dulezitou ulohu pfi
tvorbé pamétovych stop. NejdllezitéjSim zdrojem Ach pro mozkovou kulru je bazalni
telencephalon (ncl. basalis Meynerti). Dale se vyskytuje v motorické kiafe mozku,
thalamu a v mozkovém kmeni. Pfi poSkozeni paméti a dalSich kognitivnich funkci
(napf. u Alzheimerovy choroby) je jeho syntéza snizena. Uvolfiuje se v zakoncenich
motorickych nervll, coz excituje hladké a pficné pruhované svalstvo. Léky, které
snizuji u€inky Ach (parasympatolytika), mohou nepfiznivé ovlivnit pamét. (Ganong,
1995; Fabianova, 2006)
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Obrazek 2: Syntéza a odbouravani acetylcholinu. (upraveno podle: Ganong, 1995)

Noradrenalin (norepinefrin) — katecholamin, je produkovan pfredevsSim v oblasti
mozkového kmene, v mozecku a epifyze, jakakoli latka, ktera pusobi na mnozstvi
noradrenalinu v mozku, ovliviiuje naladu, pfikladem mohou byt psychostimulancia.

Noradrenalin je syntetizovan z aminokyseliny tyrozinu:
tyrozin — L-dopa — dopamin — noradrenalin — adrenalin (Fabianova, 2006)

Kyselina gamaaminomaselna (GABA) - inhibiéni neuromediator, vznika
dekarboxylaci kyseliny L-glutamové za pusobeni enzymu GAD (dekarboxylaza kys.
glutamoveé). Nezbytna je pfitomnost vitaminu B6 jako kofaktoru. Podili
se na presynaptické i postsynaptické inhibici. Receptory citlivé na GABA zpusobuji
otevieni iontového kanalu pro anionty chloru, a tim sniZuji vzruSivost neuronu. Tento
mechanismus brani nadmérné vzrusivosti neuronu, a tim pretizeni neuronalnich siti.

GABA se vyskytuje témér vyluéné v mozku.

Dopamin — katecholamin, je tvofen pfedevSim v Cerném jadfe stfedniho mozku,
v nékterych &astech bazalnich ganglii a také v hypothalamu. M& vliv na pamét
a motoriku. Dopamin ma rozhodujici vyznam pfi zpracovani informaci v ¢elnim laloku
mozku. Vznika z tyrosinu pusobenim Tyr-hydroxylazy. Funguje také jako

neurohormon.
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Serotonin  (5-hydroxytryptamin) — pfevazné se tvofi v mozkovém kmeni
(prodlouzena micha, most a stfedni mozek) vjadrech raphe, odkud vedou
serotogenni drahy do hypothalamu, limbického systému a Sedé kiry mozkové.
Serotoninergni inervace téchto oblasti vyznamné ovliviiuje procesy u€eni a paméti.
Patfi do skupiny monoaminl, je syntetizovan zaminokyseliny tryptofanu.
V soucasnosti je znamo celkem sedm zakladnich typa serotoninovych receptort (5-
HT, — 5HT7), které se dale déli na subtypy. (Langmeier a spol., 2004; Fabianova,
2006)

L-glutamat — nejCasté&jSi transmiter v CNS. Je to excitaéni aminokyselinovy
mediator. Vyskytuje se v mozkové kife a vmozeCku. Vznika zkyseliny
alfa-ketoglutarové. L-glutamat aktivuje dvé funkéné rozdilné skupiny receptor(:
ligandem fizeny iontovy kanal propustny pro Na*, K a Ca**, patfi sem: AMPA
receptory (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionové receptory), kainatové
receptory a NMDA receptory a metabotropni receptory (membranové receptory
spojené s G proteiny). NejdllezitéjSi jsou NMDA receptory, které se hojné vyskytuji
v celém mozku, zejména pak v hipokampu. Jsou exprimovany na vSech neuronech
a jsou pfitomny nejen na synapsich, ale i v mimosynaptickych oblastech. Na rozdil
od vétSiny receptort jsou k jeho aktivaci nutné dva po sobé jdouci signaly. Signal
od prvniho neuronu zpUsobi senzitizaci membrany, ve které se nachazi NMDA
receptor. Druhy signal NMDA receptor aktivuje. NMDA receptory se predevsim
uplatiuji pfi dlouhodobé potenciaci (long-term potentiation, LTP). (Petrovi¢ a spol.,
2004; Bubenikova, 2005; Fabianova, 2006)

Glycin — inhibi€ni neurotransmiter, jeho prekurzorem je serin.
Histamin — v mozku se vyskytuji Hy receptory.

L-aspartat — excitaéni aminokyselina, spolu s glutamatem je to hlavni excitaCni
mediator v mozku. Aktivuje stejné receptory jako glutamét. Podili se na synaptickém

pfenosu v ¢astech thalamu a michy.

Oxid dusnaty (NO) — neurotransmiter prvni tfidy, tzv. prvni posel. Na rozdil
od ostatnich mediatord se uvolfiuje ze stimulované burnky nejen na synapsich,
aleivcelém prabéhu axonu a vtéle bunky. Tvofi se podle potfeby a ihned
se vyuziva. Ovliviiuje LTP v hipokampu a dlouhodobou depresi (long-term

depression, LTD) v mozeCku. LTP ma pravdépodobné dvé formy: NO - dependentni
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a NO - independentni. NO je v mozecku uvolfiovan hlavné z paralelnich viaken.
LTD je na synapsich mezi paralelnimi vlidkny a Purkyrfiovymi bufkami vyjadfena
zejména postsynapticky. V hipokampu je NO povazovan za retrogradniho

intracelularniho posla, dulezitého pro indukci na aktivité zavislé synaptické plasticity.

Dehydroepiandrosteron (DHEA) — ve formé sulfatu (DHEAS) zpusobuje zlepSeni
paméti prostfednictvim modulace GABA, receptord. Nekonjugovany DHEA pusobi
pfitom opa&né nez jeho sulfat. Radi se mezi neurosteroidy. Vysledky studii
zkoumajicich ovlivnéni pamétovych a percepénich schopnosti pomoci DHEA vSak

nejsou zcela jednoznacne.

D-serin — je syntetizovan z L-serinu za pusobeni enzymu serin-racemazy. Na rozdil
od nékterych jinych neurotransmiterl neni produkovan neurony, ale je produktem
jingch mozkovych bunék — astrocytll. Pulsobi jako kotransmiter na NMDA
receptorech, kde se vaZze na vazebné misto pro glycin a moduluje tak ucinek
hlavniho mediatoru NMDA-receptord — glutaméatu. ZvySeni hladiny D-serinu
a glutamatu vede k prodlouzeni aktivace NMDA receptort, zvySenému priniku
vapniku do neuronu a mize dojit az k jeho zni€eni. Aktivace NMDA receptor( souvisi
s mnoha vyznamnymi funkcemi mozku v&etné procesu uceni a paméti. D-serin hraje
dulezitou roli v patologii nékterych neurodegenerativnich onemocnéni, jako je napf.
Alzheimerova nemoc. Toto onemocnéni je s velkou pravdépodobnosti zplsobeno -
mimo jiné - pravé nadmérnou aktivaci NMDA-receptord a masivnim vstupem vapniku
do nervovych bunék. Skute¢ny vyznam D-serinu jako neurotransmiteru vSak neni
dosud znam. (Pato¢ka a Hoschl, 2004; Fabianova, 2006)

Neurokininy — tvofi rozsahlou skupinu peptid(, nékteré z nich jsou povazovany
za neuromediatory. Vyznamnym zastupcem je substance P, ktery je produktem
Stépeni preprotachykininu A. Vaze se na specifické neurokininové receptory 1 (NK 1)
a zasahuje do regulace fady fyziologickych reakci. Neurokinin A je maly
tachykininovy peptid, vazajici specificky neurokininovy receptor 2 (NK 2).
Na neurokininovy receptor 3 (NK 3) se vaze neurokinin B. Tachykininové peptidy
jsou vyznamné v mnoha fyziologickych a patologickych procesech, jako napf. zanét,

vaskularni permeabilita, bolest, aj. (PatoCka, 2002)
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Vedle klasickych neuromediatord byly v CNS nalezeny dalSi latky, které
splfiuji kritéria definujici neuromediator ¢i neuromodulator. Jejich uloha ve fyziologii

a patofyziologii je vSak zatim nejasna. (Fabianova, 2006)
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3. Centralni cholinergni systém

Centralni cholinergni systém je neurotransmiterovy systém mozku, ktery
je dulezity zejména pro mechanismy kognitivnich funkci. Vyrazné se podili
na procesech uceni a pameéti. Pfedpoklada se, Ze tvofi substrat pro kratkodobou
pamét a pro konsolidacni fazi paméti zejména tim, Ze tvofi pfechodna spojeni,
reverberacni okruhy, po kterych prochazeji vzruchy. Pfi jeho farmakologické blokadé,
napf. uzitim skopolaminu, dochazi k tomu, Ze osoby nejsou schopny vstipit nové
pamétové obsahy, ale dfive vstipené pamétové obsahy zustavaji zachovany.
Blokada centralniho cholinergniho systému muaze vyvolat deliria. Cholinergni neurony
nucleus basalis Meynerti vytvafi pfedevSim projekce do kortexu, v€etné entorhinalni
korové oblasti. Vyznamna projekce je i do hipokampu. DalSi €ast cholinergnich
neuronu tvofi tzv. asociativni vidkna, ktera vzajemné propojuji jednotlivé korové
oblasti. Vyznamné zastoupeni cholinergnich vliaken je i v oblasti bazalnich ganglii,
kde vytvareji tzv. vnitfni cholinergni okruh, cholinergni neurony septa pak projikuji
do hipokampu. (Jirdk, 2001; Jirak, 2006)

Cholinergni hypofunkce, pfi které je v mozku nedostatek Ach, vede k poklesu
kognitivnich a intelektualnich funkci Clovéka a oznaCuje se jako demence.
NejznaméjSi neurologickou poruchou tohoto charakteru je Alzheimerova choroba.
Etiologie tohoto onemocnéni neni znama, vi se vSak, ze ma multifaktorialni charakter
a na jejim vzniku se podili genetické i negenetické faktory. V €asnych fazich
Alzheimerovy nemoci dochazi k poruse zejména presynaptické €asti cholinergnich
neuronl. Je snizena aktivita enzymu cholinacetyltransferazy (CAT), ktery syntetizuje
Ach z cholinu a acetyl-koenzymu A. Acetyl-koenzym A je tvofen v Krebsové cyklu
a kromé tvorby Ach je substrdtem pro syntézu adenosintrifosfatu (ATP). Za urcitych
podminek, jako je hypoxie, jsou pfednostné vytvareny molekuly ATP na ukor Ach,
ktery je pak deficitni. Cholin neni syntetizovan v mozku a obtizné pfechazi pres
hematoencefalickou bariéru. K tvorbé Ach je ziskadvan zejména z latek, které jej
obsahuji, jako napf. fosfatidylcholin, fosfatidylinositol a fosfatidylserin. Do neuron
je pak pfenasen mechanismem oznaCovanym jako vysokoafinitni cholinovy transport
(uptake). Tento mechanismus je Na’® dependentni. V prib&hu nervové aktivity
se uptake cholinu do nervovych bunék zvySuje. Po uvolnéni z presynaptickych

zakonceni se Ach vaze na své postsynaptické receptory - muskarinové a nikotinové.

17



Muskarinové acetylcholinové receptory (mMAChR) - patfi do rodiny G-
proteinovych receptort a vyskytuji se v 5 modifikacich jako podjednotky M; aZz Ms.
Jejich rozloZzeni v CNS neni rovnomérné, napf. v oblastech vyznamnych pro

mechanismy paméti, hipokampu a kortexu, je nejvice zastoupen typ M.

Nikotinové acetylcholinové receptory (nAChR) - jsou ligandem fizené iontové
kanaly. Jsou tvofeny komplexem péti podjednotek, které patfi podle své odliSné
polypeptidové struktury do ¢ty skupin, oznacovanycha, B, y,d. Ve s Bpin
a podjednotek bylo identifikovano jesté dalSich devét podtypio{ -9), ve skupiné
B ctyfi @1 —4). Tyto udaje naznacuji, ze nAChR jako péticlenné kombinace
rozlinych podjednotek vykazuji velkou diverzitu ve své strukture, a tudiz i ve funkci.
Plasobi nejen na synapsich cholinergnich neuronl, ale také — prostfednictvim
presynaptické lokalizace na axonech jinych pfenasecovych systémO — moduluji
uvolfiovani dalSich neurotransmiterd mechanismem ko-transmise (GABA, dopamin,
noradrenalin, serotonin, glutamat). Tato presynapticka modulace excitani a inhibi¢ni
neurotransmise hraje kliCovou roli v udrzovani normalnich funkci mozku. Ve srovnani
s MAChR je mnozstvi nAChR v lidském mozku nizSi. U Alzheimerovy choroby
dochazi k signifikantnimu ubytku nAChR v kortexu, hipokampu i dalSich oblastech,
kdezto zmény mAChR nejsou vyrazné a vyskytuji se nepravidelné. Z nikotinovych
receptorl se v CNS vyskytuji typya »-ag, které se dale déli na dalsi podtypy. Jejich
stimulace nebo alostericka modulace zlepSuje cholinergni transmisi a zfejmé vede

k uvolfiovani nervovych ristovych faktoru.

Po uvolnéni z vazby na receptory je Ach odbouravan enzymy cholinesterazami
na kyselinu octovou a cholin. Cholin je poté opét mechanismem vysokoafinitniho
transportu pfenasen do presynaptického oddilu neuronu. (Patoc¢ka, 1998; Jirak, 2001;
BeneSova, 2003; Jirdk a Koukolik, 2004; Jirak, 2006)
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Nikotinovy acetylcholinovy receptor

vazebné miglo
pro ac etylcfoiin.

postsynapticka
membréana

Obréazek 3: Nikotinovy acetylcholinovy receptor. (Pitha, 2004)

Cholinesterazy jsou enzymy odbouravajici Ach. Jejich inhibici dojde k prodlouzeni
zivotnosti molekul Ach na synapsich, a ke zvySeni jeho vazby na muskarinové
a nikotinové Achoveé receptory. Za normalnich okolnosti se uplatfiuje zejména AChE,
u Alzheimerovy choroby a u demenci s Lewyho télisky navic i butyrylcholinesteraza
(BUChE). Molekuly BUChE jsou utéchto onemocnéni tvofeny transformovanymi
gliovymi elementy v oblasti plakl a podili se snad i na odbourdvani Ach. U pacientt
s témito onemocnénimi se cholinesterazy v mozku vyskytuji i jinde nez cholinergni
neurony. Podileji se natvorbé nerozpustného B-amyloidu (AB), proto inhibice
cholinesteraz pfiznivé zasahuje do zakladnich mechanisml neurodegenerace. (Jirdk
a Zemkova, 2002)

Na molekularni drovni maji AChE a BUChE z 65% spole€nou sekvencni
homologii aminokyselin, jsou vSak kdédovany ruznymi geny na lidskych
chromozomech 7 (AChE) a 3 (BuChE). O vzniku odliSnych, av8ak pfibuznych
molekularnich forem AChE a také BUChE rozhoduje vzdy jediny gen, a to v dusledku
alternativniho sestfihu kédovaci oblasti pivodniho transkriptu. To ma za nasledek
vznik AChE a BuChE, které maji podobné katalytické vlastnosti, ale odliSnou
bunéénou a mimobunécnou distribuci a rozdilné nekatalytické aktivity. Strukturni
vlastnosti téchto dvou cholinesteraz odpovidaji za rozdily v jejich substratové
specifité. AChE je vysoce selektivni pro hydrolyzu ACh, zatimco BUChE je schopna
metabolizovat nékolik riznych molekul xenobiotik, napf. suxametonia. (Brunovsky,
2007)
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AChE ma nékolik molekularnich forem, které mohou obsahovat jednu, dvé nebo
Ctyfi katalytické podjednotky (monomerni G1, dimerni G2 a tetramerni G4). V mozku
zdravého Clovéka previada tetramerni forma G4, monometni forma G1 je naopak
minoritni. Jejich pomér se v rznych oblastech mozku lisi. Z terapeutického hlediska
je v8ak nejdulezitéjSi blokada izoformy G1. Tato izoforma se totiz nachéazi
preferencné v kortexu, hipokampu a amygdale, tedy vétSinou v téch oblastech CNS,
které jsou pro rozvoj Alzheimerovy choroby nejdilezitéjSi. BUChE se také vyskytuje v
molekularnich forméach, ale ve zralém mozku pfreviada izoforma G4. Za normalnich
okolnosti je v mozku ¢lovéka BUChE zastoupena zcela minoritné. (Pidrman a spol.,

2003; Jirdk, 2006; Brunovsky, 2007)

Bylo prokazano, Ze ucinnost inhibice cholinesteraz jednotlivymi typy IChE
je v riznych oblastech mozku vyznamné odliSna, v dusledku rozdilné selektivity vici
molekularnim izoformam. V normalnim mozku se AChE vyskytuje v neuronech
a axonech a BuChE v oblastech glie a v endotelovych burikach. V hipokampu,
thalamu a amygdale se Cetné vyskytuji BuChE-imunopozitivni neurony. Napfiklad
vice nez 90% neurond v nékterych jadrech talamu vykazuje intenzivni zbarveni pfi
BuChE-pozitivnim imunobarveni. Jadra v thalamu maji specifickou i nespecifickou
projekci do ruznych kortikalnich oblasti. Specificka projekce je obvykle z jader, ktera
vykazuji BUChE aktivitu a jejich poskozeni je spojeno s vyskytem poruch pracovni
paméti, pozornosti, exekutivnich funkci a poruchami chovani. Mediodorzalni
thalamick& jadra, ktera jsou bohatd na BuChE-pozitivni neurony, vykazuji projekci
pfevazné do prefrontalni kiry a cingula a maji zdsadni vyznam pro kratkodobou
pamét, planovani a sekvencni zpracovani komplexniho chovani. Tyto funkce jsou
vyrazné narusSeny u Alzheimerovy choroby. U této nemoci dochazi jiz v Casném
stadiu k znaénému deficitu Ach v entorhinalni kife, hipokampu a pfilehlych oblastech
temporalni kdry. Postupné dochazi k cholinergni denervaci v temporélnich lalocich
a v pfilehlych limbickych a paralimbickych oblastech. Cholinergni inervace thalamu,
striata, a také cholinergni systém mozkového kmene zlstavaiji relativné neporusené.
Cholinergni léze u Alzheimerovy choroby tedy neni generalizovana. V pribéhu
nemoci vSak postupné dochazi k degeneraci dalSich neurotransmiterovych systéma
a také kvzajemné potenciaci riznych neurodegenerativnich mechanismu.
(Brunovsky, 2007)
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U Alzheimerovy demence je tedy centralni cholinergni systém postizen primarné,
naruseny jsou vSak i ostatni mediatorové systémy mozku. (PatoCka, 1998; Jirak,
2006)
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4. Poruchy uc€eni a pameti

Pamét je schopnost ukladat, uchovavat a vybavovat informace vétSinou osvojené
ucenim. V soucCasnosti se pamét povazuje za modularni systém, jenz ma zluzené
profily informaéniho chodu. ,Zazeny profil“ oznaCuje anatomicky vymezenou oblast,
jejiz léze vyrazné poskodi danou funkci. V lidském mozku je nékolik pamétovych
systému, které se liSi svym obsahem, €asovym rozpétim, jez pokryvaji a svym
anatomickym podkladem. Vzhledem k tomu, ze pamét neni jednotna funkce, nejsou
jednotné ani jeji poruchy. Klinicky obraz dysfunkci jednotlivych typd paméti se tedy
li5i, vzhledem kriznym anatomickym substratim jednotlivych typad paméti.
(Koukolik, 1997; Rusina, 2004)

4.1. Druhy paméti

Kratkodoba pamét’ (short-term memory) uchovava informace rfadové v sekundach.
Je charakterizovana omezenou kapacitou. Kratkodoba pamét je zaloZena
na vzajemném propojeni tfi funkénich okruhu: centralniho exekutivniho (asociaéni
kira dorzolateralni frontalni krajiny) a dvou okruhd ,unimodalnich“ — zahrnujici
asociacni zrakové a sluchové oblasti. Kratkodoba pamét mize byt zachovana i pfi
rozsahlejSim postizeni mediotemporélni oblasti. (Koukolik, 1997; Koukolik, 2000;
Rusina, 2004)

Pracovni pamét’ (working memory) je védoma pameét pro aktualni udalosti. Trva déle
nez kratkodoba pamét, ale méné nez dlouhodoba. Vydrzi asi 60 sekund. Pracovni
pamét ma tfi slozky: fonologickou smyCku (systém, ve kterém se ukladaji
a vyvolavaji zvukové informace feCové i nefeCoveé), vizuospacialni nacrtnik
(zaznamenava zrakové prostorové informace) a centralni vykonnostni (fidici) slozku
(kontroluje mechanismy pozornosti). Porucha pracovni paméti je obvykle subjektivné
vnimana jako ztizené soustfedéni. (Koukolik, 1997; Koukolik, 2000; Rusina, 2004)

Dlouhodoba pamét (long-term memory) ma velkou Kkapacitu a informace
VvV ni se uchovavaji minuty az desetileti. Déli se na deklarativni (syn. explicitni)

a nedeklarativni (syn. implicitni). (Koukolik, 1997)

o Deklarativni pamét predstavuje védomé vybaveni udalosti nebo faktickych
znalosti. Ta se dale rozdéluje na pamét sémantickou (pamét pro fakta, pojmy,

vyznamy slov a znalost pfedmétu) a epizodickou (pamét pro udalosti a jejich
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souvislosti vazané na konkrétni €as a prostor, zachycuje ¢asovou posloupnost
— ,pfibéh"). Sémanticka pamét nebyva posSkozena samostatné, ale jeji
dysfunkce je zpravidla soucasti SirSiho kognitivniho postizeni (napf. v ramci
demenci). K poSkozeni sémantické paméti dochazi pfi rozsahlych lezich kury
temporalni, parietalni a CasteCné i okcipitalni oblasti. Typickym pfikladem
je degenerativni demence (Alzheimerova nemoc ¢i frontotemporalni
demence). Dulezitou strukturou pro spravné fungovani deklarativni epizodické
paméti je medialni temporalni oblast. Intaktni dlouhodoba pamét je tedy
podminéna neporusSenim parenchymu a vzajemnych propojeni hipokampu,
kdry entorhinalni, perirhinalni a parahipokampalniho gyru. (Koukolik, 1997;
Rusina, 2004)

o Nedeklarativni pamét pFedstavuje zdanlivé nevédomé vybaveni informaci,
které v8ak byly pfedtim nau€eny nebo podvédomé uloZzeny v paméti. Existuje
fada druh( nedeklarativni paméti, pfikladem muaze byt pamét pro dovednosti
(procedurélni), po nau€eni nejsou jeji obsahy zavislé na védomé pozornosti,
dale pak priming (doslovné spésna instrukce, podnécovani, instruovani
pfedem). Proceduralni pamét je v uzké vazbé na subkortikalni okruhy,
pfedevSim mozeCku a bazalnich ganglii, neni proto poruSena
pfi mediotemporalnich afekcich, maze byt ovlivnéna dopaminergnimi latkami.
(Koukolik, 1997; Rusina, 2004)

4.2. Poruchy paméti

Amnézie je porucha deklarativni paméti, ktera se muize tykat sémantické
Ci epizodické paméti spole€né nebo zvlast. Kromé toho se mlze tykat udalosti, které
probéhly pfed dobou vzniku amnézie — tj. retrogradni amnézie, ale i udalosti, které
se odehraji po dobé vzniku amnézie — tj. anterogradni amnézie. Jiné druhy paméti
nebyvaji pfi amnézii postizeny. Amnézie ma fadu pfi€in a vznika pfi posSkozeni
riznych &asti mozku. Nejznaméjsi je hipokampalni amnézie vznikajici
pfi oboustranném poSkozeni hipokampu. Jde o anterogradni amnézii, kdy
Si postizena osoba neni schopna zapamatovat nova fakta a poznavat nové lidi. Dfive
vytvofené pamétové stopy jsou neporusené, protoZze jsou uloZeny v jiné mozkove

struktufe, pravdépodobné v mozkové kafe. Clovék si tedy uchovava ty typy paméti,
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které s hipokampem nesouvisi, to je pfedevSim proceduralni pamét. (Koukolik, 2000;
Rokyta, 2002; Jirdk a Koukolik, 2004)

4.2.1. Poruchy paméti pfi vyvoji Alzheimerovy nemoci
Jednim z prvnich pfiznakl Alzheimerovy nemoci je porucha recentni epizodické
paméti. VznikAd v dusledku vyvijejici se dyskonekce hipokampalni formace
neuronalnimi klubky (tangles) a senilnimi plaky postihujicimi kliCové oblasti
informacniho vstupu (entorhinalni kara) a vystupu (subiculum). (Jirak a Koukolik,
2004)

4.2.2. Chronicka globalni amnézie

Jedna se o Klinicky vyznamnou poruchu uceni novym informacim slovnich
i neslovnich (pf. obrazovych) bez ohledu na smyslovou cestu jejich vstupu.
NejCastéjSimi pfi€inami chronické globalni amnézie jsou poranéni hlavy a mozku,
anoxie (v€etné intoxikace zejména oxidem uhelnatym), encefalitidy, Wernicke-
Korsakovuv syndrom (je dusledkem nedostatku vitaminu B1, ktery mGze doprovazet
chronicky alkoholismus, ale i dalSi pfi€iny poruch vyZivy), oboustranné cévni
mozkové pfihody postihujici hlavné hipokampus, pfip. diencefalon nebo bazalni
telencefalon. Chronicka globalni amnézie je soucasti vétSiny demenci. (Koukolik,
1997)

4.2.3. Tranzitorni globalni amnézie

Projevuje se pfechodnym stavem, v jehoz pribéhu si postizeny jedinec neni
schopen zapamatovat nové informace. Postihuje obvykle osoby starSi padesati let.
ZacCatek je nahly, porucha trva nékolik hodin, pacienti jsou v jejim prabéhu bdéli,
komunikuji a neztraceji osobni identitu. V akutni fazi poruchy byla zjisténa vybérova
porucha epizodické paméti, ktera muze byt anterogradni i retrogradni. Pracovni ani
sémanticka pamét postizeny nejsou. Rovnéz neni posSkozena pamét proceduralni
ani priming. PIné zachovana je i kratkodoba pamét. Etiologie neni soucasnosti

jednoznacné upfesnéna. (Koukolik, 2000; Rusina, 2004)

4.2.4. Opticka afazie
Lidé stouto poruchou nedokazou pojmenovat pfedmét, na ktery se divaji.
Okamzité jej vSak dokdZou pojmenovat, jakmile jej vezmou do ruky nebo jakmile

uslysSi jeho slovni definici. (Koukolik, 2000)
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4.2.5. Sémanticka demence
Je Kklinicky charakterizovana selektivnim poskozenim sémantické paméti, které
se projevuje tézkou anomii, poSkozenym chapanim smyslu jednotlivych mluvenych
i psanych slov, poSkozenou tvorbou pfikladi v testech plynulosti sémantickych
kategorii, snizenou mirou obecnych znalosti o lidech, pfedmétech a smyslu slov.
Spole¢nym anatomickym znakem sémantické demence je atrofie spankovych laloku,
obvykle oboustranna, v nékterych pfipadech jsou zmény jen levostranné. Epizodicka

pamét je relativné zachovana. (Koukolik, 2000; Jirak a Koukolik, 2004)

4.2.6. Psychogenni amnézie a syndrom faleSné paméti

e Disociativni amnézie — je charakterizovana neschopnosti vybavit si vyznamné,
obvykle traumatizujici nebo stresujici osobni informace. Porucha je natolik
rozsahla, Ze ji nelze vysvétlit béZznou zapomnétlivosti.

e Disociativni fuga — je charakterizovana nahlym a neCekanym opusténim
domova nebo mista, kam postizeny obvykle chodi do zaméstnani. Postizena
osoba neni schopna si vybavit vlastni minulost. Dale se projevuje poruchou
pocitu osobni identity, mnohdy i domnéle novou identitou. Spoustécimi vlivy
byvaji napf. manzelské spory, financni problémy, deprese.

e Disociativni poruchy identity — typicka pfitomnost dvou nebo vétSiho poctu
odlisnych identit nebo stavli osobnosti, které opakované prebiraji kontrolu nad
chovanim postizeného jedince. Stav je doprovazen neschopnosti vybavit
si osobné vyznamné informace. Tato neschopnost je natolik vyznamna,
Ze ji nelze vysvétlit béznou zapomnétlivosti.

e Depersonalizacni porucha — postiZzeni jedinci maji opakovany pocit, Ze jsou
odlouceni od vlastnich duSevnich procesu nebo od vlastniho téla, jejich
schopnost ovéfovat skute€nost je vdak nedotCena.

e Syndrom falesné paméti (false memory syndrome) - tykéa se ,vybaveni“ Zivych
vzpominek na udalosti, které se nestaly. Jde o medializovany syndrom, jenz
se objevuje u dospélych lidi, ktefi obvifuji své rodiCe z udajného sexualniho
zneuzivani, které mélo probéhnout v détstvi. Na zneuzivani tito lidé i celé
desitky let ,zapomnéli“. Udajné si je vybavili v priib&hu psychoterapie, kterou
zacCali navstévovat pro potize odlisSného druhu. Popis syndromu faleSné

paméti existenci sexualniho zneuzivani v détstvi nikterak nezpochybnuje.
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Existuje vSak duvodné podezieni, ze v nékterych pfipadech byl syndrom
faleSné paméti disledkem psychoterapie, ktera vzpominky na udalosti, jez
se nestaly, ,mplantovala“. Podezfeni narlUsta zejména tam, kde byla
v pribéhu psychoterapie uzita hypnéza, pficemz k ,vybaveni* vzpominek
na udajné sexudlni zneuzivani v détstvi, doSlo obvykle az po desitkach let.
Skalopevné presvédcéeni nositele syndromu o tom, Zejeho vzpominky
odpovidaji skute€nosti, na véci nic neméni. Moznost ,implantace® vzpominek
na skuteCnosti, které se nestaly, dokladaji experimenty s détmi i s dospélymi
lidmi. (Koukolik, 2000)

4.2.7. Anatomie anamnestického syndromu

vrwve

mozku:

o Hipokampus, amygdala a spankové laloky

PostiZzeni recentni epizodické paméti je jednim z prvnich pfFiznakl rozvoje
Alzheimerovy nemoci. Mikroskopické poskozeni neuronl charakterizujici toto
onemocnéni (tzv. neuronalni klubka, tangles) ,isoluje“ hipokampus od jeho spojl
s dalSimi ¢astmi mozku. Postihuje totiz subiculum, ¢ast hipokampu, ktera je hlavnim
zdrojem vlaken sméfujicich do mnoha €asti mozku. Podobné poskozuje neurony |I.
a lll. vrstvy entorhinalni kury, coz je vyznamna ¢ast kary parahipokampalniho zavitu,
kam se dostavaji senzorické informace vSech smyslovych modalit a odkud jsou
nervovymi viakny vedeny do hipokampu. Neni zcela jasné, zda k poSkozeni paméti
vede izolované poSkozeni amygdaly, Ci izolované poSkozeni spankovych laloku
doprovazené poruchou paméti, aniz by byl poskozen hipokampus, nebo

i diencefalické struktury, jejichz poSkozeni muze vést k amnézii. (Koukolik, 1997)

o Diencefalon

Amnézie muze byt zplUsobena poSkozenim diencefala, a to jak thalamu,
tak i hypothalamu. PFiCinou amnézie v souvislosti s poSkozenim diencefala
je Wernicke-Korsakovlv syndrom, cévni mozkové prihody, pfip. nadory. Pri
Wernicke-Korsakovové syndromu byvaji posSkozena corpora mamillaria a/nebo
dorzomedialni jadro thalamu. Pfi pIné rozvinutém onemocnéni jsou poSkozeny i dalsi

struktury: paraventrikularni a periduktalni Sed4d hmota mozkového kmene, spodiny
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IV. mozkové komory, mozecCek, bazalni telencefalon. Za misto kritické pro vznik
pameétové poruchy se pfi Wernicke-Korsakovovu syndromu povaZzuje léze pfednich
thalamickych jader a mamillothalamického traktu. 1zolovana poskozeni diencefala,
kterd vedou k amnézii, byvaji nejCastéji dlsledkem cévnich mozkovych pfihod.
Klinicko-anatomické studie dokladaji souvislost amnézie s postizenim pfednich Casti
thalamu. PoSkozeni muzZe byt malé, zalezi v8ak na strategickém umisténi v prab&hu

mamillothalamicky trakt, pfipadné vystupy z amygdaly. (Koukolik , 1997)

o Bazalnitelencefalon

Bazalni telencefalon je rozsahla, slozita oblast, ktera tvofi korové a podkorové
struktury podél stfedni linie mozku, pfi bazi obou hemisfér, ventralné od bazalnich
ganglii. Spadaji sem amygdala, nucleus accumbens, ventralni pallium, tuberculum
olfactorium, Cichova kulra, nucleus basalis Meynerti a Brocliv diagonalni svazek.
NejCastéjsi pfiCinou loziskového poSkozeni této oblasti byva praskla vydut predni
nebo spojovaci mozkové tepny, vzacné pak uraz, zanét ¢i nadory. Typicky je bazalni
telencefalon, zejména pak cholinergni nucleus basalis Meynerti, postizen
pfi Alzheimerové chorobé. (Koukolik, 1997; Koukolik, 2000)

o Bild hmota

Poskozeni bilé hmoty vede k amnézii tam, kde jsou poSkozeny nebo poruseny
,=uzké profily“ informaéniho chodu. Dusledkem je odpojeni funkéné vyznamnych

soustav.

» Isthmus collateralis je svazek vlaken, jehoZz zdrojem jsou vnitfni casti
spankového laloku. Probiha pod spodinou postranni mozkové komory
v hloubce sulcus collateralis. Propojuje zadni €asti parahipokampalniho gyru
s korovymi oblastmi mapujicimi ¢innost jednoho smyslového systému i oblasti,
které soucasné mapuji €innost jejich vétsiho poctu. Informace jsou v tomto
systému vedeny oboustranné. PferuSeni tohoto svazku odpojuje hipokampus
od informacniho vstupu i vystupu. Levostranné poruseni muze zpuUsobit

amnézii pro sémantickou pamét, ta mize byt pfechodna.

= Amnézie v disledku poskozeni &i poruseni fornixu. Fornix je svazkem vlaken,
ktera propojuji corpora mamillaria a hipokampus. To, zda dojde ke vzniku

amnézie, zavisi na stupni preruseni fornixu (Uplny, neupiny), na divodu
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posSkozeni (nador, cévni pfihoda, chirurgicky zasah), umisténi pfipadné
destrukce, dale i poSkozeni z funkéniho hlediska blizkych struktur — pfedniho

thalamu, hypothalamu, pfip. g. cinguli a hipokampu.

= Corpus callosum je systém nervovych vlaken, ktery zrcadlové propojuje
pFislusné Useky mozkové kary obou hemisfér. Jeho protéti se trvalou
poruchou recentni paméti neprojevuje, zejména pokud se vySetfeni provede
nékolik mésicl po operaci a pokud nedosSlo k poSkozeni dalSich struktur, napf.
fornixu. (Koukolik, 1997)

Poskozeni bilé hmoty pfi roztrousené mozkomisni skler6ze muze byt také jednou
z pfi¢in pamétovych poruch. PoSkozena byva jak deklarativni, tak i proceduralni

pamét — zalezi na poctu, umisténi a aktivité chorobnych lozZisek. (Koukolik, 1997)

Spravné fungovani paméti je nezbytnou soudasti kognitivnich dé&ji. Uginné
terapeutické ovlivnéni pamétovych poruch vS8ak bohuZel neni stale uspokojivé.
(Rusina, 2004)
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5. Prehled modernich kognitiv

Kognitiva jsou farmaka, ktera pfiznivé ovliviuji centralni cholinergni pfenos,
obecné tedy pusobi centralné cholinomimeticky. Jsou urlena k terapii porusenych
kognitivnich (poznavacich) funkci, mezi které se fadi zejména pamét, intelekt,

pozornost, schopnost u¢eni a motivace.(Jirak, 2001; Jirak a Zemkova, 2002)

Centralni cholinergni systém je neurotransmiterovy systém mozku, ktery hraje
dllezitou roli v procesech u€eni a paméti a jeho porucha vede predevsim k poruSe
kratkodobé a stfednédobé paméti (zejména je porudena konsolidacni faze paméti —
vStipeni novych pamétovych obsahl). Tento systém je zvlasté porusen
u Alzheimerovy choroby a dale pak u demence s Lewyho télisky, u parkinsonskych
demenci a také u ischemicko-vaskularnich demenci. (Jirak, 2001; Jirdk a Zemkova,
2002)

Alzheimerova choroba je neurodegenerativhi onemocnéni, které se Kklinicky
projevuje jako demence. Je charakterizovana progresivni ztratou pameéti
a kognitivnich  funkci. Patogenetickym  znakem  Alzheimerovy  choroby
je nahromadéni plaku z AB. AB vyvoéva fadu neurotoxickych projevu, napf. tvorbu
reaktivnich kyslikovych radikali. U pacientd s timto onemocnénim jsou poruSeny
vSechny oddily cholinergniho systému. Postizena jsou zejména cholinergni vlakna
difuzné projikujici z nucleus basalis Meynerti do neokortexu, ale i dalSi vlakna, napf.
kmenova, podilejici se na regulaci kvalitativni urovné védomi. Je snizena hladina
CAT a je snizen také tzv. vysokoafinitni Na* dependentni cholinovy uptake, a tedy
nabidka substratu pro syntézu Ach. Dusledkem toho je snizené uvolnéni Ach
na presynaptickych zakon&enich. Rovnéz je sniZzen pocCet nAChR, pocet
postsynaptickych mAChR zustava — alespon v po¢ate€nich fazich nemoci - relativné
nezménén. (Mayeux R. a Sano M., 1999; Emilien a spol., 2000; Jirak, 2004; Jirak,
2005; Brunovsky, 2007)
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Obrazek 4: Cholinergni deficit u Alzheimerovy nemoci. (Brunovsky, 2006)

ZlepSeni centralni cholinergni transmise pusobi pfiznivé jak u Alzheimerovy

choroby, tak u dalSich demenci, napf. vaskularnich. (Brunovsky, 2007)

Vlastni farmakoterapii demenci, v€etné Alzheimerovy nemoci, lze rozdélit
na farmakoterapii  kognitivnich ~ funkci  (pamét, vnimani, pozornost aj.)
a na farmakoterapii ostatnich funkci (poruch chovani, emoci, spanku, IéCbu
pridruzenych delirii apod., ¢asto se pouziva souhrnného oznaceni ,behavioralni*

funkce). Kognitivni funkce jsou u demenci postizeny primarné. (Jirak, 2004)

Souc€asna symptomaticka lécba Alzheimerovy demence se zaklada na oddaleni
progrese jejich symptomu podporovanim cholinergni neurotransmise. K posileni
cholinergniho systému bylo vyvinuto nékolik Ié€ebnych postupu, napf. zvySeni tvorby
Ach z cholinovych prekurzor( (cholin a lecitin); inhibice AChE pomoci IChE (zabrana
rozkladu acetylcholinu na synapsich); pfima stimulace postsynaptickych
muskarinovych receptorl receptorovymi agonisty. (Emilien a spol., 2000; Brunovsky,
2007)

Z |éCiv se u Alzheimerovy choroby v soucasné dobé nejvice uplathiuji IChE,
jejichz uc€inek byl prokazan klinickymi studiemi a spoc€iva zejména ve zpomaleni
progrese demence a v prodlouZeni sob&stagnosti pacienta. V sou¢asné dobé je v CR
(podobné jako ve vétSiné stata Evropy) pouzivan donepezil, rivastigmin a galantamin

(GAL), dalsi latky jsou klinicky zkouSeny. Jsou indikovany u lehkych az stfedné
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tézkych forem onemocnéni, pro tézSi stadia je pak indikovan antagonista
glutamatovych NMDA receptord memantin. (Jirak, 2001; Jirdk a Zemkovéa, 2002;
Jirdk, 2004)

Tabulka 2: Inhibitory acetylcholinesterazy (upraveno podle: Rektorova, 2002)*

léky (u nés Donepezil Rivastigmin Galantamin
dostupné) (Aricept®) (Exelon®) (Reminy!®)
na trhu (rok) 1997 1998 2000
selektivita inhibice SOKA vysoka vwsoka
AChE vy (G1 forma) Y
chemicka skupina piperidiny karbamaty alkaloidy
- , AChE
inhibované enzymy AChE BUChE AChE
charakter inhibice D : Q. D
reverzibilni pseudoireverzibilni reverzibilni
AChE
ovlivnéni nACh ano: alostericka
. ano ?

receptoru modulace
T1/2 (hod) 70-80 12 5-8
hepatalni P4502D6+3A4 | O Melsou lekove P4502D6+3A4
metabolismus interakce
denni davka (mg) 5-10 6-12 20-40
titrace ucinné

. ne ano ano
davky
schéma davkovani 1 x denné 2 x denné 2 x denné

Centralni cholinergni systém v CNS Ize pozitivné ovlivnit nékolika mechanismy

vedoucimi ke zvySeni nabidky molekul Ach k vazbé na receptory:

» Podavani prekurzort acetylcholinu.

» Podavani inhibitort cholinesteraz.

= Podavani primych agonistii muskarinovych a nikotinovych receptort.

» Podavani latek ovliviujicich cholinergni systém pomoci ovlivnéni jinych
neurotransmiterovych systému.

» Podavani dalSich latek, napf. latek zlepSujicich vstup cholinu

do neuronu, syntézu a uvolnéni acetylcholinu.

'V mozku pacientti s Alzheimerovou chorobou dochazi k degeneraci cholinergnich neuront v nucleus
basalis Meynerti, k poklesu celkového mnozstvi Ach, korové AChE a CAT, zvySeni BUuChE a ke ztraté
nAChR a mAChR.
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5.1. Podavani prekurzort acetylcholinu

Samotny Ach je po parenteralnim podani velmi rychle odbouran, proto ho nelze
terapeuticky vyuZzit. Cholin neprochézi v dostate€ném mnozstvi hematoencefalickou
bariérou, navic mlize pusobit depresogenné. Netvofi se v neuronech, ale vznika
v CNS z latek, které jej obsahuji jako je napf. fosfatidylcholin. Proto se v terapii
vyuzivaji latky obsahujici fosfatidylcholin, predevdim lecitin. Uginek téchto latek
v léc¢bé Alzheimerovy choroby a dalSich demenci je vSak sporny. Diskutovan
je zejména dostatecny prostup pfes hematoencefalickou barieru. U nas se pouzivaji
rizné formy sojového lecitinu nebo cholin alfoscerat. U téchto latek v8ak nebyl
prokdzan kontrolovanymi  klinickymi  studiemi 1éCebny efekt. Neuc&innost
je vysvétlovana predevSim jejich malou prostupnosti pfes hematoencefalickou
barieru. Uzivaji se tedy spiSe jako dietetické pfipravky nebo pomocna IéCiva
pfi zakladni terapii IChE. (Jirdk, 2001; Jirak, 2004; Jirdk a Koukolik, 2004)

5.2. Podavani inhibitord cholinesteraz

Jedna se o prozatim (vedle memantinu) nejucinnéjSi typ farmakoterapie
u Alzheimerovy choroby a u demence s Lewyho télisky. Zablokovanim enzymu
AChE dojde k delSimu pFezivani molekul Ach, a tim se zvySuje jejich mozZnost vazat
se na muskarinové a nikotinové receptory. Principem IChE je kompetice s Ach
na molekule AChE. (Jirak, 2001)

Lécba IChE probiha ve dvou fazich:

» Faze zvySovani davky az do dosazeni klinického ucinku nebo maximalné
tolerované terapeutické davky (= faze titracni).

» Faze dlouhodobé udrZzovaci. (Brunovsky, 2007)
Existuji tfi typy inhibice AChE:

» Reverzibilni — inhibitor nebo jeho aktivni metabolit vytvafi s molekulou AChE
reverzibilni komplex, ktery trva tak dlouho, dokud jsou inhibitor nebo jeho
aktivni metabolit pfitomny v plazmé.

» lIreverzibilni - dochazi ke vzniku komplexu AChE - inhibitor, tento komplex

je jiz trvaly, nedochazi k uvolnéni takto inhibované AChE.
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» Pseudoireverzibilni - dochazi ke kompetitivnimu vytésnéni molekuly Ach
z vazebného mista enzymu inhibitorem a ten je pak sam AChE odbouravan.
Po jeho odbourani se molekula enzymu funkéné obnovi, plsobeni inhibitoru
vSak trva déle nez vlastni pfitomnost v plazmé. (Jirak, 2001; Jirak, 2002; Jirak
a Koukolik, 2004)

PoZadavky na inhibitory acetylcholinesterézy:

e Musi dobfe prochazet pfes hematoencefalickou bariéru.
e Nemély by ovliviiovat periferni cholinesterazy (hrozi nezadouci uc€inky —
nauzea a zvraceni, kfe€e v dusledku zvySeni nervosvalového prenosu).

e Meély by byt schopny ovlivnit obé izoformy AChE, G2 i G4.

Po podavani terapeutickych davek IChE v klinickych studiich doSlo ve srovnani
s placebem k pfechodnému zlepSeni kognitivnich funkci. Toto zlepSeni je individualni
u riznych pacientl. ZlepSeni trva asi pul roku az rok, kdy dosahne vychozi urovné
pfed zahajenim |éCby. Poté se kognitivni vykonnost dostava pod tuto uroven,
ale klesa pomaleji nez po placebu. IChE pozitivné ovliviuji jak kognitivni funkce,
tak i funkce nekognitivni (behavioralni). Dochéazi ke zlepSeni v oblasti chovani, mirni
se agresivni projevy, muze dojit i ke zlepSeni spanku apod. Tyto latky nemoc
nezastavuji, avSak jejich podani prodluzuje aktivni obdobi pacienta, tedy obdobi
lehké demence, kdy je nemocny jesté relativné sobéstacny a nezatéZuje tolik svoiji

rodinu a jiné pecCovatele.

Nezadouci vedlejSi ucinky IChE jsou odvozeny predevSim od toho, ze tyto latky
do urcité miry nespecificky ovliviiuji i periferni cholinesterazy. Mezi nejCasté;Si
nezadouci ucinky patfi napf. nechutenstvi, nauzea, zvraceni, ubytek na vaze, kfeCe

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

a nezadoucimi ucinky spojenymi s uzivanim IChE pfi |é€bé demence. (upraveno
podle: Brunovsky, 2006) 2

inkontinence

oblast cholinergni | nezadouci u€inky Rivastigmin | Donepezil | Galantamin
aktivity (Exelon®) | (Aricept®) | (Reminyl®)
centralni
hypothalamus (area | gastrointestinalni ] t t t
postrema) (nevolnost, zvraceni)
nc. caudatus extrapyramidove +/- ++ +/-
symptomy
mozkovy kmen poruchy spanku +/- ++ +/-
medulla oblongata . -
: o, kardiovaskularni a
(kardiorespiraéni N +/- + +
respiracni
centra)
frontalni/temporalni neklid + t t
lalok
periferni
periferni inhibice lérsgykardle azmeny +- + +
periferni svalové kiete a
nervosvalova +/- ++ +/-
. slabost
ploténka
mo&ovy méchyF mocova +- + +-

Absolutni kontraindikaci podani IChE je viedova choroba gastroduodenalni

a tézsi poruchy pfevodniho systému srde¢niho. (Jirak, 2001; Jirak, 2002)

Vyskyt nezadoucich ucinkd v akutni fazi IéCby lze sniZit jednak pozvolnym

zvySovanim (titraci) davky, dale je lze ovlivnit nékterymi dalSimi faktory. Ke snizeni

vede napfiklad podani s jidlem nebo kratce po jidle, rovnéZz nemocni muzského

pohlavi a nemocni s vySSi hmotnosti maji mensSi vyskyt akutnich nezadoucich

ucinkd. (Pidrman a spol., 2003)

2 Cholinergni aktivita: +/- mala ¢i Zzadna; + mirna; ++ stfedni; +++ silna
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Obréazek 5: Uginky spojené s inhibici rozdilnych izoforem cholinesteraz v riznych

oblastech mozku a periferie. (Brunovsky, 2006)

Rozdéleni inhibitort cholinesteraz dle chemického slozeni:

= Karbamatové derivaty

= Akridinové derivaty

» Piperidinové derivaty

= Inhibitory ze skupiny alkaloidl

5.2.1. Karbamatoveé derivaty

Jsou to latky, které pseudoireverzibilné inhibuji AChE. Prvnim zkouSenym
farmakem z této skupiny byl physostigmin. Klinicky se nepouziva pro jeho kratky
biologicky poloCas eliminace, obtizné hledani terapeutického okna (davky jiz ucinné,
ale bez nezadoucich ucinkd) a pro mnozstvi nezadoucich ucinkd. Eptastigmin
je latka klinicky zkou$ena. Rivastigmin (Exelon®) je latka klinicky pouZivana. Inhibuje
obé& mozkové izoformy AChE i BuChE. Neni biotransformovan v jatrech
a neinteraguje s cytochromovym  systémem, je  biotransformovan  pfimo
cholinesterazami, ma tedy malo Iékovych interakci na uarovni biotransformace.

Rivastigmin vykazuje vysokou selektivitu vU¢i G1 izoformé cholinesteraz.
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Je indikovan u mirnych az stfedné tézkych forem Alzheimerovy choroby a demence
s Lewyho télisky. (Jirdk, 2001; Jirak a Zemkova, 2002; Pidrman a spol., 2003)

5.2.2. Akridinové derivéaty

Jde o latky ucinné, av8ak s vyznamnymi nezadoucimi uc€inky. AChE inhibuji
reverzibilné. Tacrin (tetrahydroaminoakridin) byl klinicky uc€inny, ovSem pro svoiji
hepatotoxicitu byl stazen z klinického uZiti. Vyraznéji nez vlastni AChE inhiboval
BuChE. U nés vyvijeny 7-methoxytacrin vykazoval mensi hepatotoxicitu, jeho vyvoj
vSak nebyl dokonCen. ZkouS$eji se dalSi akridinové derivaty. (Jirak, 2001; Jirak
a Koukolik, 2004)

5.2.3. Piperidinové derivaty

Reverzibilné inhibuji obé mozkové izoformy AChE, podstatné neinhibuji BuChE.
Donepezil (Aricept®) je ve svété nejuzivanéj§im IChE. M4 dlouhy biologicky pologas
eliminace, coz umoziuje davkovani jedenkrat denné. Biologicka vyuZitelnost
donepezilu se blizi 100% s vrcholem koncentrace v plazmé za 2-4 hodiny
po peroralnim podani. Vaze se na plazmatické bilkoviny (albumin a a;-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 inhibuje Eastec¢né G1, vice G2 a G4 izoformy
cholinesteraz. Je pouzivan u mirnych az stfedné tézkych forem Alzheimerovy
choroby a u demence s Lewyho télisky. DalSimi ucinky donepezilu jsou nepfima
stimulace muskarinovych a nikotinovych receptord zvySenou koncentraci Ach
v synapsich CNS, zvySeni extraneuronalni koncentrace noradrenalinu a pfip.
dopaminu, snizeni pruniku kyslikovych radikald membranami neuronli a zlepSeni
metabolizmu glukozy v CNS. (Mayeux R. a Sano M., 1999; Svestka, 1999; Emilien
a spol., 2000; Jirak, 2001; Jirak a Zemkova, 2002; Pidrman a spol., 2003)

Icopezil, ktery je v tfetim stadiu klinického zkousSeni, je jesté specifiCtéjsSi pro
molekuly AChE. (Jirak, 2002)

5.2.4. Inhibitory ze skupiny alkaloidti

Reverzibilné inhibuji AChE. Huperzin A je alkaloid ziskany z Cinského raseliniku
Huperzia errata a tradicné se vyuziva v Cinské mediciné. Bylo s nim provedeno

nékolik klinickych studii, které potvrdily, Ze jde o perspektivni latku.
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Galantamin (Reminyl®) je terciarni alkaloid, ktery byl ptvodné izolovan z cibuli
snézenky Galanthus woronowi a pozdéji z dalSich rostlin Celedi Amaryllidaceae
(amarylkovité). Nahodné byl objeven bulharskymi farmakology Proskurninou a
Jakovlevem pfi izolaci z divokych snézenek, nyni je vyrabén synteticky. (Jirdk, 2001;
Svestka, 2001)

GAL inhibuje G2 a G4 izoformy cholinesteraz. Je rezistentni vici hydrolyze. Pro jeho
vazebné schopnosti a tedy biologicky ucinek jsou v jeho molekule dllezita 4 mista:
hydroxylova skupina cyklohexenového kruhu, cyklohexenovy kruh, terciarni

aminoskupina a methoxyskupina. (Jirak, 2001; Pidrman a spol., 2003)

galantamin

Obrazek 6: Struktura galantaminu. (Krejéova a Sevelova, 2003)

Byly pfipraveny derivaty GAL, které vykazovaly vétsi inhibici AChE nez samotny
GAL. Byly vSak polarngjsi nez pavodni molekula, coz branilo jejich priniku do CNS,
a tedy vyrazné omezilo jejich pouziti. Nadéjnym derivitem GAL je jeho ester
(acylovana hydroxylova skupina v poloze 6) n-butylkarbamat galantaminu, ktery
je méné toxicky nez GAL, méné polarni a lépe tedy pronikd do CNS. (Pidrman a
spol., 2003)

37



Farmakodynamika galantaminu

Cilovymi misty uc€inku GAL v organismu jsou: nervosvalové spoje, centralni
cholinergni synapse, periferni organy inervované parasympatickymi vegetativnimi

vlakny.
Na cholinergni synapsi pasobi GAL dvéma mechanismy:

» Inhibuje kompetitivné a reverzibilné AChE, ulinnost GAL je tedy zavisla
GAL se vaze na acetylové i cholinové vazebné misto. Inhibici AChE brani
GAL biodegradaci Ach, a tim se jeho koncentrace v synaptickych Stérbinach
zvySuje. GAL je 50-60krat silnéjSim inhibitorem AChE neZz BuChE a 10krat
vice inhibuje AChE v lidskych erytrocytech nez v CNS.

= Pdsobi jako alostericky modulator na presynaptickych i postsynaptickych
NAChR (v CNS, svalech a gangliich), protoZe v pfitomnosti GAL je zvySen&
vazebna afinita Ach na nAChR nebo izvySena propustnost kanall

odpovidajici aktivovanym receptoram. (Svestka, 2001)

Alosterické modulatory nAChR se neucastni pfenosovych déju pfimo,
nevyvolavaji tedy na rozdil od agonistl &i antagonistd zmény citlivosti nebo poctu
receptorl. In vitro se GAL vaze na misto nAChR, které je odliSné od vazebného
mista pro agonisty Ach. Pokud se na nAChR navaze GAL a ACh zaroven, odpoveéd
téchto receptorl na ACh se zesili. Alostericky potencuijici ligandy tedy samy o sobé
nevyvolavaji signifikantni odezvu, v pfitomnosti s pfirozenym mediatorem vSak
zvy8uji prachodnost iontovych kanall, a tak i potencuji submaximalni Ach
indukované odpovédi. Aktivace presynaptickych nikotinovych receptorll zplsobuje
zvysené uvolhovani Ach a déale glutamatu (zlepSeni procesu ucCeni a paméti),
serotoninu (omezeni emocnich poruch, jako je uzkost a deprese), GABA (zajiStuje
stabilni chovani napf. odstranénim agresivity). Dlouhodobé podavani GAL zvySuje
pocCet NAChR v urcitych oblastech mozku, které se podileji na mechanismech uceni
a paméti. Jde predevS§im o oblast hipokampu a prefrontalni kary. (Krejéova
a Sevelova, 2003)
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Farmakokinetika galantaminu

Absorpce GAL je rychla, maximalni koncentrace v krvi je dosazeno za 0,5-2 h
po poziti. GAL se po p. 0. podani snadno absorbuje nezavisle na Iékové formé. Jidlo
neovliviuje celkovou dostupnost GAL, ale zpomaluje jeho absorpci a shiZuje
maximalni dosazenou hladinu v plazmé (Cnax). GAL se prakticky nevaze
na plazmatické proteiny, snadno prochazi hematoencefalickou bariérou, jeho hladina

v CNS je 3x vy3si nez v plazmé. (Svestka, 2001)

Denni terapeuticka davka GAL pro 1éEbu Alzheimerovy nemoci je obvykle 16 mg.
Klinické studie prokazaly, ze vy$Si davky kognitivni funkce pacientl jiz nezlep3uji.
GAL je jen mirné toxicky, LDso pro potkana je po p.o. podani 83,6 mg/kg. NeZadouci
uginky GAL souvisi sjeho cholinergnimi vlastnostmi. Radi se mezi né& napft.
nevolnost, zvraceni, zavrat, bolest bficha, prijem, lehka bolest hlavy aj. Nezadoucim
efektem je ztrata chuti k jidlu a redukce hmotnosti. Tyto u€inky mohou byt tlumeny
antidoty. Po profylaktickém podani periferniho antidota N-methylskopolamin

hydrobromidu byly nezadouci Uginky zfetelné snizeny. (Krej¢ova a Sevelova, 2003)

GAL se eliminuje zejména moci, 18-22 % z podané davky se vyluCuje
nezménéno. Biologicky poloas &ini asi 7-8 hodin. Hlavnimi biotransformacénimi
cestami jsou N-oxidace, N-demetylace, O-demetylace, glukuronidace a epimerizace.
Timto zpUsobem se vytvareji metabolity norgalantamin (jediny biologicky aktivni), O-
demetylgalantamin,  O-demetyl-norgalantamin, epigalantamin  a galantaminon

(vSechny biologicky inaktivni). (Svestka, 2001)

Zadna z dostupnych studii neprokazala mutagenni &i teratogenni ucinek GAL.
Po fadé klinickych studii byl GAL zaregistrovan pro |éCbu Alzheimerovy choroby roce
2000 v nékterych zemich Evropské unie, v roce 2001 v USA a v Ceské republice pod
nadzvem Reminyl® firmy Janssen-Cilag. GAL je indikovan u mirnych aZ stfedné
t&Zkych forem Alzheimerovy demence. (Jirak, 2001; Svestka, 2001; Jirak a Zemkova,
2002; Krejcova a Sevelova, 2003)
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Obréazek 7: Efekt dlouhodobé 1é¢by galantaminem. (Frankova, 2004)3

Dulezité indikacni pole inhibitortl je i u tzv. mild cognitive impairment (mirna
porucha kognitivnich funkci); tato porucha je spojena s postizenim pamétovych
funkci, avSak nejsou postizeny aktivity denniho Zivota. Mild cognitive impairment asi
ve 12-15 % pfipadu prechazi do Alzheimerovy choroby a mlze tedy predstavovat
preklinické stadium této demence a pfipadné podavani inhibitorll by tak splfiovalo

kritéria prevence. (Jirak, 2002)

5.3. Podavani pfimych agonisti muskarinovych a
nikotinovych receptorti

Tato l|éCebna strategie neni dosud bézné pouZivana, jde vSak o velmi
perspektivni terapii, kdy jsou zkoumany agonisté obou typu receptord. U dosud
zkou$enych muskarinovych agonistd brani jejich klinickému pouziti vysoky vyskyt
nezadoucich ucinkd, pfestoZe byla prokazana jejich u€innost na kognitivni funkce.
Byly zkouSeny napf. oxotremorin, arecolin, xanomelin. V sou€asnosti je vlastné
vyuzivan pouze GAL jako agonista nikotinovych receptor(. Jak jiz bylo popsano
kromé inhibice AChE také alostericky moduluje jak presynaptické, tak postsynaptickeé
nikotinové receptory. Postsynaptickd modulace v mistech, kde se nevéze ligand
na receptor, vede pravdépodobné k tomu, Ze se hyposenzitivita receptorl vyviji velmi
pomalu. (Jirdk, 2001)

® Zelena kfivka znazorfiuje kognitivni pokles pfi 1é¢bé GAL v prabéhu &tyfleté 1éCby, oranzova kfivka
znazorfiuje pfedpokladany kognitivni pokles u nemocnych bez 1éCby.
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5.4. Podavani latek ovliviujicich cholinergni systém pomoci
ovlivnéni jinych neurotransmiterovych systému
Tento pfistup je zatim ve stadiu klinického zkousSeni, je vSak pravdépodobné
perspektivni. Jedna se napf. o zkouSeni nékterfgjch -karbolind. Tyto latky jsou
CasteCnymi 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 poc¢et nezadoucich u€inku. (Jirak, 2001)

5.5. Podavani dalSich latek, napfF. latek zlepSujicich vstup
cholinu do neuronu, syntézu a uvolnéni acetylcholinu
Jedna se o chemicky a farmakologicky nejednotnou skupinu latek. V terapii
Alzheimerovy choroby ani jinych demenci zatim nenaSla vyraznéjSi uplatnéni,
vysledky klinického zkouSeni jsou nejednoznacné. Patfi sem napf. acetyl-L-karnitin,
propentofyllin, ktery sice v preklinickém zkouseni zvySoval uvolfiovani Ach, do praxe
vSak zaveden nebyl. (Jirak, 2001)

5.5.1. Latky zlepSujici naruSenou glutamatergni transmisi

S postupujici progresi Alzheimerovy choroby dochazi k postizeni mozkového
systému excitatnich aminokyselin (glutamatergniho systému). Tento systém
je nejrozSifenéjsi neuromediatorovy systém mozku, je velmi vyznamny pro
mechanizmy ucfeni a paméti. lonotropni receptor typu NMDA zprostfedkovava
v soucinnosti s tzv. AMPA/kainatovym receptorem mechanizmus LTP — pfi
opakovaném pulsobeni stejného podnétu je kazdy nasledny postsynapticky potencial
vétsi nez predchozi. Toto je jeden ze zakladnich mechanizmi uceni a paméti.
Podrazdéni NMDA receptord je spojeno s otevienim kalciovych kanalu
a se zvySenym vstupem kalcia do neurond. Pro pamét je tedy nezbytna spravna
funkce glutamatergniho systému. V korovych oblastech a v hipokampu byly u fady
zivoCisSnych druhu nalezeny v zavislosti na stafi zmény receptorit NMDA. Na zakladé
téchto poznatkl bylo vyvinuto nékolik l1éEebnych strategii ke zlepSeni kognitivnich
funkci s vyuzitim antagonistd NMDA jako neuroprotektivnich faktord zpomalujicich
progresi demence. Mezi tyto antagonisty se fadi napf. dextrometorfan hydrobromid,

memantin (1-amino-3,5-dimetyladamantan) a ketamin. U demenci alzheimerovského
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typu i u dalSich neurodegenerativnich i cerebrovaskularnich onemocnéni dochazi
k nadmérnému uvolfiovani molekul glutamatu i dalSich excitaCnich kyselin.
Na receptorové Urovni pak dochazi k vyskytu prenosovych Sum, které znemozriuji
fyziologicky prenos signall. Tim je naruSen mechanizmus LTP. Navic nadmérnym
influxem iontd kalcia dochazi k aktivaci Fady intraneuronalnich enzymu (pfedevsim
proteinkinaz a fosfataz), k destabilizaci vnitfniho prostfedi neuronu, k aktivaci
patologickych gent v€etné genu pro apoptézu — programovanou bunécnou smrt
a neurony ve zvy3ené mife zanikaji. Terapeuticky uziteCné jsou proto parcialni
inhibitory NMDA receptorli, které brani tomuto jevu. V praxi je zatim pouZivana
jedina latka této skupiny, memantin (Ebixa®). Lé&ivo se podava per os a je obecné
velmi dobfe tolerovano. MlGze se kombinovat s IChE i dalSimi farmaky. Memantin
je uren predevSim Kk |éCbé stfednich az tézSich (ne vSak pokrocilych
az terminalnich) stadii Alzheimerovy choroby a pfibuznych demenci. Jeho pouziti
je zalozeno na dlikazech, které poskytly rozsahlé klinické studie. DalSi latky uzivané
ke zlepSeni kognitivnich funkci, nemaji ucinnost jiz tak presvédcivé dokazanou jako
IChE a memantin. Jejich pouziti neni jiz jednoznacné zaloZzeno na dostateCnych
dukazech zejména ve formé& kontrolovanych klinickych studii, nékdy je spiSe
empirické. (Emilien a spol., 2000; Pato¢ka, 2002; Jirdk, 2004; Petrovi¢ a spol., 2004,
Jirak, 2006)

Zavfeny kanal Orevr'en}'f kanal Blokovany kanal
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Obrazek 8: Blokada iontovych kanall NMDA receptord memantinem. (Petrovi¢
a spol., 2004)*

4 lontovy kanal NMDA receptoru je v nepfitomnosti agonisty vzdy uzavieny. V dlsledku vazby
agonisty (glutamatu a N-methyl-D-aspartatu) dochazi ke konformaénim zménam, které mohou vyustit
votevrem kanalu. Tim prochazi podél elektrochemického gradientu (tj. do nitra bunkyg ionty Na* a
Ca”™. Tento tok iontd vede k depolarizaci a zvysenl intracelularni koncentrace Ca®. Memantin
vstupuje do iontového kanalu podobné jako Na"a Ca’*. Vzhledem ke své vel|kost| ktera j Je vetSi nez
poér iontového kanalu (0,55 nm), v§ak nemuze projit a b|OKUJe priichod Na* a Ca’* kanalem.
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5.5.2. Neurotrofické rustové faktory

Tyto mozkové hormony slouzi v dospélosti k reparativnim procesim v mozku,
dale se podileji na neuronalni plasticité, na tvorbé dendritickych trnt, a tim novych
synapsi. U riznych demenci byva zjistén ubytek nervovych ristovych hormonl nebo
jejich receptoru v dusledku snizeného poctu neurond. Nervovy rustovy faktor (NRF)
je prototypem neurotrofického rustového faktoru, ma proto Uzkou vazbu k udrzovani
funkce cholinergniho systému bazalnich partii pfedniho mozku. Cholinergni neurony
pfedniho mozku jsou jediné buriky mozku dospélého Clovéka, které exprimuji velké
mnozstvi nizkoafinitnich receptor0 p75 pro NRF. NRF zvySuje mnozstvi
hipokampalniho Ach a brani ztraté cholinergnich bunék a atrofii po Iézich fornixu, coz
je dikazem prospésnosti NRF jako neuroprotektiva pro bunky bazalnich partii
predniho mozku a nemocnych s Alzheimerovou chorobou. Nervové ristové hormony
jsou proteiny, obvykly zplsob podani neni ¢asto mozny mj. pro jejich nedostateénou
prichodnost hematoencefalickou bariérou. Dfive byl pouzivan pfipravek
Cerebrolysin, coz je hydrolyzat vepfovych mozkl, obsahujici aminokyseliny a velmi
kratké peptidy (jde o prekurzory tvorby nervovych ristovych faktor(). Tento pfipravek
vS8ak neodpovidal standardim evropské Iékové agentury (EMEA). Nadéjny je vyvoj
pfipravkl, pusobicich uvolnéni nervovych rastovych hormonu prostfednictvim
tyrosinkindzovych (Trk) receptorli. Selegilin je inhibitor monoaminooxiddzy B
s antioxida¢nim ucinkem. Plsobi rovnéz jako uvolhovaé NRF nebo sam pulsobi jako
ristovy faktor v tkanovych kulturach. In vivo v8ak tento efekt zatim dokazan nebyl.
(Mayeux R. a Sano M., 1999; Emilien a spol., 2000; Jirak, 2002; Jirdk a Koukolik,
2004)

Estrogenni  hormony pusobi uvolnéni nervovych rustovych hormonu
prostfednictvim svych mozkovych receptortu. Kromé toho u€inkem na hladké svalstvo
cév zlepSuji mozkové prokrveni. Studie u postklimakterickych Zen, trpicich
Alzheimerovou chorobou nebo jinymi demencemi, v8ak nepfinesly uspokojivé
vysledky. SpiSe je zvazovano preventivni plsobeni estrogenni substituce u zZen
po klimakteriu proti rozvoji Alzheimerovy choroby, ale dokazédno opakovanymi
Klinickymi studiemi to nebylo. Nadé&jnou 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. (Jirdk, 2004)
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5.5.3. Snizeni bunééné reakce na neurodegeneraci

V mozku nemocnych s Alzheimerovou chorobou dochazi ke zménam bunék
mikroglie, zvySuje se jejich pocCet a roste jejich velikost. Tento fakt a pfitomnost
komplementu v plakach amyloidu vedlo k rozpracovani koncepce zanétlivého puvodu
Alzheimerovy nemoci. Bylo publikovano, Ze osoby uzivajici protizanétlivé léky
skupiny nesteroidnich antirevmatik maji mensi poCet bunék mikroglie a méné &asto
se u nich vyvine Alzheimerova choroba. V klinickych studiich bylo vSak prokazano
pouze slabé zlepSeni kognitivnich funkci u nemocnych s mirnou formou
Alzheimerovy choroby. Mezi nové pfipravky s protizanétlivymi ucinky, klinicky
testované pro pouziti u Alzheimerovy demence, patfi SC-110 a GR-253035, inhibitor
cyklooxygenazy 2 (COX-2). Vazebny protein pro DNA, NF-k B, ma dualezitou roli pfi
stimulaci transkripce z genu podilejicich se na zanétlivé reakci a v ramci toho i pfi
tvorbé COX-2, ktera se potom uplatiiuje ve stresove tkani, jakou je mozek
u Alzheimerovy nemoci. Zasah, ktery by blokoval toto stadium procesu, by mohl byt
jednim z moznych novych pfistupl k Ié€bé. Propentofyllin (3-metyl-1-[5-oxohexyl]-7-
propylxantin), xantinovy derivat a inhibitor zpétného vychytavani adenosinu, inhibuje
uvolfiovani glutamatu, zvySuje krevni prutok v mozku a puasobi na astrocyty
a mikroglie. Pfedpoklada se, ze oddaluje pfechod mirné demence do demence

stfedniho stupné a znamena zlepSeni symptomi demence. (Emilien a spol., 2000)

5.5.4. Léky snizujici oxidativni stres

Mozek nemocného s Alzheimerovou chorobou je pod vlivem téZzkého oxidativniho
stresu. Jednad se o dusledek nadmérné tvorby kyslikovych radikalad (peroxidy,
hydroxyskupina, singletovy kyslik, NO) vzniklych vlivem AR, nebo nasledkem
dysbalance vapniku v neuronech a jejich mitochondriich. Dochazi k peroxidaci lipida
neuronalnich membran a k inaktivaci nékterych kliCovych enzymu. Proto se latky
vychytavajici volné kyslikové radikaly, event. sniZujici mozZnost jejich vzniku
(scavengery volnych radikall) pouzivaji jak preventivné, tak lécebné. Vysledky
klinickych studii vSak nepfinaSeji uspokojivé dikazy efektivity. Léky jako alfa-
tokoferol (E-vitamin), idebenon nebo estrogen maiji silné antioxidac¢ni ucinky, jejich
ucinnost se liSi. Klinicky je zkoumano novéjSi antioxidans — ,zametaC volnych
radikald“ ARL-16556, jde o derigat -fenyl-t-butylnitronu, ktery ovliviiuje spin
elementarnich Castic. Kromé téchto latek byly zkouSeny také C-vitamin, pyritinol,
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retinol a beta-karoten, melatonin aj. Pfipravky obsahujici selen maji také své
odivodnéné pouziti — selen je soucasti pfirozeného enzymu glutationperoxidazy,
likvidujiciho volné radikaly. Inhibitor monoaminooxidazy B-typu selegilin sniZuje
tvorbu volnych radikall tim, Zze zabrariuje biodegradaci dopaminu. Je pomérné asto
pouzivan v lécbé demenci. Toto pouziti je ale spiSe empirické, klinické studie
nepfinesly uspokojivé vysledky. (Emilien a spol., 2000; Jirak, 2004)

5.5.5. Latky zlepSujici mozkovy metabolizmus

U demenci i lehkych poruch poznavacich funkci byva zjistovan defekt
oxidativniho mozkového metabolizmu. Toto zjisténi vedlo k zavedeni tzv. zvySovacu
mozkového metabolizmu (cerebral metabolic enhancers), jako jsou dihydrované
namelové alkaloidy, ale pfedevS§im nootropni farmaka (zvySuji vyuziti glukozy
a kysliku). Od uziti dihydrovanych namelovych alkaloidd se pro malou ucinnost
ustupuje. Rovnéz se vyrazné ustoupilo od uziti vazodilataCnich pfipravkd (napf.
od klomethiazolu) pro malou ucinnost a moznost vyvolani tzv. fenomenu okradeni
(,steal* fenomén) v pfipadé cévnich mozkovych lézi. V téchto pfipadech jsou cévy
v postizené oblasti paralytické, pouzitim vazodilatancii, se vSak rozSifi zdravé cévy
Vv nepostizené oblasti, ¢imz paradoxné dojde k jesté vétSimu ochuzeni postizené
oblasti. Nékteré latky s vazodilatacnim pUsobenim vSak maji i jiné efekty a jsou proto
potencialné uzite€né. ZlepSuji predevSim mikrocirkulaci a reologické (prutokové)
vlastnosti krve. Mezi tyto latky naleZi napt. pentoxifyllin (Agapurin®, Trental®) nebo
nartidrofuryl (Enelbin®). Jejich misto je predev&im v terapii vaskularnich demenci,
avSak pouZziti je opét spiSe empirické, nikoli zaloZzené na rozsahlych kontrolovanych
klinickych studiich. Nootropni farmaka jsou tedy latky, zlepSujici mozkovy
metabolizmus. Jsou hojné pouzivané, ale v praxi poddavkovavané, a jejich pouziti
neni vzdy racionalni. Rozsahlé klinické studie neprokazaly vyrazné efekty v ovlivnéni
pribéhu Alzheimerovy choroby. Nootropika se proto pouZivaji u jinych demenci,
postkomoénich a postintoxikacnich stavli, u Alzheimerovy choroby a pfibuznych
demenci pouze jako podplrna terapie. Jednotliva nootropika maji sva specifika.
Piracetam kromé pozitivhiho metabolického plUsobeni zlepSuje reologické vlastnosti
krve. Pyritinol ma také slaby protizanétlivy efekt a slaby efekt na vychytavani volnych
kyslikovych radikald. Nicergolin zlepSuje mozkovou mikrocirkulaci. Ginkgo bilobae
extractum ma rovnéz nootropni pusobeni. Kromé toho ma také pusobeni vazoaktivni

a efekt na vychytavani volnych kyslikovych radikal(. Kontrolované klinické studie
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s extraktem Ginkgo biloba prokazaly slaby efekt u vaskularnich, smiSenych i jinych
demenci, v€etné Alzheimerovy choroby. (Mayeux R. a Sano M., 1999; Pidrman
a Boucek, 2003; Jirak, 2004)

5.5.6. Terapie statiny

Tato 1éCebna strategie je ovéfovana a je uvazovano o tom, ze efekt nemusi byt
vazan na hypocholesterolemizujici ucinek téchto latek. Tento pfistup potfebuje dalSi

klinicka ovéfeni ve formé kontrolovanych studii. (Jirak, 2006)

Mezi dalSi potencialni IéCivo Alzheimerovy choroby se fadi kurkumin. Kurkumin
vykazuje antioxidacni (interaguje se superoxidovym anionem a hydroxylovym
radikadlem afunguje jako scavenger volnych radikall) a protizanétlivé ucinky
(je inhibitorem COX-2), chrani hepatocyty a neurony pfed uc€inkem nékterych latek,
ma antibakterialni, antimutagenni a antialergenni u€inky, zasahuje do procesu déleni
bunék a apoptozy, inhibuje nékteré enzymy apod. Schopnost kurkuminu inhibovat
peroxidaci lipidu je vétSi nez u alfa-tokoferolu. Kurkumin ma silny anti-amyloidogenni
efekt. Inhibuje akumulaci AR a vznik Abeta fibril. Rovnéz destabilizuje jiz vytvofené
Abeta fibrily v CNS. (Patocka, 2005)

V klinickém zkouSeni jsou i napf. néktera antidiabetika, pusobici prostfednictvim
receptord PPAR-gama, snizujici u alzheimerovskych demenci tvorbu toxického
proteinu AB. Velmi nadéjna se jevila vakcinace lidskym AR, ale ukéazalo se,
Ze vznikaly velmi zavazné postvakcinacni encefalitidy. Vétsi nadéje jsou vkladany
do pouziti monoklonalnich protilatek proti AB. Je ovéfovan i efekt soli lithia

na zmirnéni neurodegenerace u Alzheimerovy nemoci.

Kognitivni farmakoterapie Alzheimerovy choroby je jen jedna stranka léCby. Velmi
dllezita je také nekognitivni farmakoterapie, Ié€ba vSech interkurentnich somatickych
onemocnéni, aktivace nemocného, reedukace pFedevSim zakladnich Zivotnich

navyku a dovednosti, oSetfovatelska péce a rehabilitace. (Jirdk, 2004)
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6. Experimentalni ¢ast

6.1. Usporadani pokusu

K pokustim bylo pouzito celkem 24 samcul laboratorniho potkana kmene Wistar
albino, konvencéniho chovu, krmenych peletovanou standardni Larsenovou dietou
a s pfisunem vody ad libitum. Hmotnostni rozpéti zvifat se pohybovalo v rozmezi
195-230 gramu. Zvifata byla rozdélena do 1 kontrolni a 3 pokusnych skupin

pro jednotlivé davky GAL. V kazdé skupiné bylo po 6 zvifatech.

(kontrolni) skupiné byl i.m. podan pouze fyziologicky roztok.
pokusné skupiné byl podan GAL v davce 2,5 mg/kg i.m.
pokusné skupiné byl podan GAL v davce 5,0 mg/kg i.m.

P wDd PR

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

Odbér vzorki mozku

Zvifata byla usmrcena dekapitaci za 30 minut po podani testované latky.
Nasledovalo Setrné vyjmuti mozku a jeho bezprostfedni zmrazeni pfi nizké teploté
pro pozdéjsi odbér vzorkl (Celni korova oblast, hipokampus, septum, bazalni ganglia

a hypofyza).

6.2. Stanoveni aktivity acetylcholinesterazy Ellmanovou

metodou

6.2.1. Princip metody

Jednéd se o spektrofotometrickou metodu. AChE S$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)

6.2.2. Pouzité chemikélie a roztoky

o 0,2 M TRIS-HCI pufr: 24,2 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.
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o DTNB - ¢inidlo na SH- skupiny: 0,1 g DTNB se rozpusti v 50,0 ml 0,2 M TRIS
pufru.

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

o Kalibraéni roztok: vodny roztok cystein — HCI v koncentracich od 1-10* do
5-10° M.

o Vzorek pro méfeni: homogenat fezl pfisluSnych vzork( tkané laboratorniho

potkana - 1 mg mozkové tkané/1 ml destilované vody.

6.2.3. Pouzité pristroje

Univerzalni spektrofotometr, sklenéné kyvety.

6.2.4. Pracovni postup

ZtezU prislusnych vzorkG tkané laboratorniho potkana (frontalni kura,
hipokampus, septum, bazalni ganglia a hypofyza) byl pfipraven homogenéat (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.
Byla fotometrovana a registrovana zména absorbance pfi 412 nm. Z hodnot
absorbance bylo odecitano a zaznamenavano odpovidajici mnozstvi SH- skupin
v reakéni smési. Pro kalibraci se misto homogenatu pipetoval do kyvety roztok

riznych koncentraci cysteinu.
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6.3. Vysledky

Po podani GAL v davce 2,5 mg/kg nedoSlo ke statisticky vyznamnému poklesu
aktivity AChE v Zadné z vybranych €asti mozku. V bazalnich gangliich byla aktivita
AChE dokonce zvySena o 0,5% oproti kontrolni skupiné.

Podanim GAL v davce 5,0 mg/kg taktéZz nedoSlo ke statisticky vyznamnému
poklesu aktivity AChE v Zadné z vybranych ¢&asti mozku laboratornich potkand
ve srovnani s kontrolni skupinou. V hipokampu se aktivita AChE sniZila pouze
nepatrné. Naopak ve frontalni kufe, v septu a v bazalnich gangliich doSlo k mirnému
vzestupu aktivity AChE oproti kontrolni skupiné. Ve frontalni kife se aktivity zvySila
0 2,9%, v septu 0 0,9% a v gazalnich gangliich o 0,7%.

Po podani GAL v davce 10,0 mg/kg doSlo ke statisticky vyznamnému poklesu
aktivity AChE ve frontalni kife, v hipokampu, v septu a v hypofyze ve srovnani
s kontrolni skupinou. Ve frontalni kife klesla aktivita o 8,1% (386 nmol/min/100 mg
tkané) oproti kontrolni skupiné (420 nmol/min/100 mg tkané), v hipokampu o 11,7%
(242 nmol/min/100 mg tkané) proti kontrolni skupiné (274 nmol/min/100 mg tkané),
vseptu o 3,1% (745 nmol/min/100 mg tkané) ve srovnani s kontrolou (769
nmol/min/100 mg tkané) a v hypofyze o 27,8% (1,3 nmol/min/100 mg tkané)
ve srovnani s kontrolni skupinou (1,8 nmol/min/100 mg tkané). V bazalnich gangliich
doSlo pouze k mirnému, statisticky nevyznamnému poklesu aktivity AChE oproti

kontrolni skupiné.
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7. Diskuse

V této diplomové praci byla stanovovana aktivita AChE jako ukazatel centralniho
ucinku GAL. GAL je tercialni alkaloid, ktery se fadi mezi IChE. IChE jsou latky, jejichz
ucinek vede k oddaleni progrese symptomu demence. 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 uvolhovani Ach
v mozku. GAL snadno prochézi hematoencefalickou bariérou.

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

V biologickych materidlech muze byt stanoven i samotny GAL, napf.
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, kapilarni zonovou elektroforézou,
radioanalyzou aj. (Krejéova a Sevelova, 2003)

Pro stanoveni aktivity AChE byla v této diplomové praci pouZzita modifikovana
Ellmanova metoda. Ellmanova metoda je kolorimetricka metoda, ktera se obecné
vyuziva pro detekci molekul obsahujicich siru. Vzhledem k moznosti vyuZziti této
metody pro stanoveni Sirokého spektra latek obsahujicich siru, byla metoda
modifikovana v fadé analytickych pracich.

Vyhodou pouzité modifikované Ellmanovy metody oproti jinym metodam uréenym
pro stanoveni aktivity AChE je specifita reakce, rychlé a jednoduché provedeni
samotného méfeni a vysoka citlivost. Pravé vysoka citlivost dané metody dovoluje
zaznamenat i minimalni zmény aktivity enzymu, popf. méfit i material s velmi nizkou
aktivitou AChE. Proto je tato metoda vhodna pro sledovani aktivity AChE v raznych
Castech mozku. V nich je totiz aktivita tohoto enzymu vyrazné nizSi nez v jinych
biologickych materialech, napf. v krvi. Metodu je mozZzno modifikovat i pro stanoveni
BuChE obménou substratu acetylthiocholinu za butyrylthiocholin. Navic aktivita
AChE se v mozku laboratorniho potkana pohybuje fadové v desitkdch az stovkach
nmolG/min/100 mg mozkové tkané, zatimco u lidi je normalni aktivita tohoto enzymu
fadové v ymolech/min/100 mg tkané. (Ellman a spol., 1961; Bajgar, 1972)

Dle dosazenych vysledki GAL statisticky vyznamné inhiboval aktivitu AChE
ve frontalni kufe, v hipokampu, vseptu a v hypofyze pouze pfi podani davky
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10 mg/kg, tedy nejvyssi podané davky v pokusu. Nejvyraznéji klesla aktivita AChE
v hypofyze, a to o 27,8% oproti kontrole, nejméné pak v septu, a to o0 3,1%. Ziskané
vysledky tedy dokazuji inhibiéni efekt GAL na aktivitu AChE, ktery vSak neni
v samotném mozku pfili§ vyrazny. VySSi stupen antiacetylcholinesterazove aktivity
v hypofyze mlze byt zpusoben snadné&jSim pranikem GAL do této oblasti. Pfi podani
nizSich davek GAL (2,5 a 5,0 mg/kg) nedoSlo ke statisticky vyznamnému poklesu
aktivity AChE v zadné z vybranych ¢asti mozku laboratornich potkant (tj. ve frontalni
klre, hipokampu, septu, bazalnich gangliich a hypofyze). Pfi podani GAL v davce 2,5
mg/kg doSlo dokonce k mirnému vzestupu aktivity AChE v bazalnich gangliich a pfi
podani davky 5,0 mg/kg GAL doSlo k mirnému zvySeni aktivity AChE ve frontalni
kife, vseptu avbazalnich gangliich. Toto zvySeni aktivity AChE mohlo byt
zpusobeno nepfesnym odbérem vzorkl, nebot spravny odbér vzorku je nezbytnym

predpokladem spravnosti a pfesnosti vysledku.

52



8. Zaver

IChE jsou latky, které vedou k oddaleni progrese symptomu demence. Tato IéCiva
tedy nedokazi chorobu vylécit, pouze zpomali jeji postup.

GAL je latka ze skupiny alkaloidl, ktera se fadi mezi IChE. GAL je selektivnim
a reverzibilnim inhibitorem AChE s minimalni afinitou k BuChE. Na AChE se vaze
kompetitivné, na rozdil od ostatnich IChE (donepezil a rivastigmin), mGze byt tedy
molekulou Ach vytésnén. Hlavni odliSnosti GAL od donepezilu a rivastigminu je jeho
dualistické pulsobeni, spocivajici jak v inhibici AChE, tak v alosterické modulaci
nikotinovych receptord.

V této diplomové praci jsem se zabyvala efektem GAL na aktiviiu AChE
ve vybranych &astech mozku laboratorniho potkana. Jako ukazatel centralniho
ucinku GAL bylo tedy zvoleno méfeni aktivity AChE. Aktivita AChE byla méfena ve
frontalni kufe, hipokampu, septu, bazalnich gangliich a hypofyze.

V experimentalni Casti byl prokazan inhibi¢ni efekt GAL na aktivitu AChE.
Pro stanoveni aktivity AChE byla pouzita modifikovana spektrofotometricka
Ellmanova metoda. NejvyznamnéjSi pokles aktivity AChE nastal po podani GAL
v davce 10 mg/kg v hypofyze, a to o 27,8% ve srovnani s kontrolni skupinou. PFi
podani nizSich davek GAL (2,5 a 5,0 mg/kg) doSlo pouze k mirnému, statisticky
nevyznamnému poklesu aktivity AChE. V nékterych Castech mozku do$lo naopak
k nepatrnému zvySeni aktivity AChE ve srovnani s kontrolou. Tento fakt mohl byt
zpusoben nepfesnym odbérem vzorku, nebot odbér vzorku je kliCovym dé&jem celého
stanoveni. Ziskané vysledky prokazuji obecné antiacetylcholinesterazovy efekt GAL,
ktery byl — v ramci sledovanych struktur — nejvyraznéjsi v hypofyze.

IChE jsou Iéky prvni volby u lehkych a stfedné tézkych forem Alzheimerovy
nemoci. Vzhledem k tomu, Ze etiologie této nemoci neni doposud zndma, kauzalni
lécba neni zatim dostupna. Pro jeji 1éEbu je tedy tfeba dalSi vyzkum, vyvoj novych
diagnostickych strategii pro ¢asnou detekci neurodegenerativnich procest a vyvoj
dalSich typu léciv. Do budoucna by nadéjnou |é€ebnou metodou mohla byt

implantace kmenovych bunék do mozku pacienta.

53



9. Souhrn

Cilem této prace bylo zjistit, jaky je efekt galantaminu (GAL) ve vybranych
Castech mozku a hypofyze laboratorniho potkana. Jako ukazatel efektu GAL bylo
zvoleno stanoveni aktivity AChE. Pro stanoveni aktivity AChE byla pouZzita
kolorimetricka metoda podle Ellmana. Aktivita AChE byla méfena ve frontalni kdre,
hipokampu, septu, bazalnich gangliich a v hypofyze. GAL vyznamné sniZoval aktivitu
AChE v frontalni kdfe, v hipokampu, v septu a v hypofyze pouze v nejvyssi testované
davce 10 mg/kg. Ziskané vysledky tak ukazuji selektivni anticholinesterazovy efekt
GAL.

Summary

The aim of this work was to determine the effect of galanthamine (GAL)
in selected brain parts and hypophysis of the rat. As a marker of GAL effect was
chosen a determination of activity of AChE. For determination of AChE activity was
used colorimetric method according to Ellman. The activity of AChE was measured
in the frontal cortex, hippocampus, septum, basal ganglia and hypophysis. GAL
significantly decreased the activity of AChE in the frontal cortex, hippocampus,
septum and hypophysis in the highest dose used of 10 mg/kg. The results obtained

demonstrated a selective anticholinesterase effect of GAL.
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