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Abstrakt

Galantamin se fadi k reverzibilnim inhibitorim acetylcholinesterdzy (AchE),
které jsou zatim povaZoviny za nejudinn&jsi prostiedek 16&by lehké a7 stfedng t8zké
Alzhetmerovy demence, vaskulédrni demence a demence s Lewyho t&lisky. Galantamin
je charakterizovdn jako kognitivum s dudlnim mechanismem udinku (ma rovn&¥ plimy
modula¢ni efekt na nikotinovy cholinergni receptor).

Cilem této prace je stanoveni u¢inné inhibiéni davky galantaminu p#i zvoleném
zplisobu poddni a srovnani centralntho a periferniho efektu galantaminu. Stanoveni se
odehravalo na zéklade zji§téni aktivity AchE v centrilni nervové soustav® (ve frontdlni
mozkové kife, hippokampu, septu, bazalnich gangliich a hypofyze) a v periferni
nervové soustavé byla zji§tovina naopak aktivita butyrylcholinesterdzy (konkrétn®
v jatrech a plazmé).

Vysledky ziskané prostfednictvim pouzité Ellmanovy metody ukizaly, e
galantamin je obecné slabym inhibitorem a statisticky vyznamny efekt byl prokézan a2
pii nejvyS8i pouzité davce. PH této davee Ize viak odekdvat i nefadouci uginky

periferniho typu.

Abstract

Galantamine is a reversible inhibitor of acetylcholinesterase (AchE). It is recommended
for the treatment of mild to moderate Alzheimer's dementia, vascular dementia and
dementia with Lewy bodies. Galantamine is characterized as cognitive enhancer with
dual mechanism of action (it has also shown activity in modulating the nicotinic
cholinergic receptor).

The aim of this work is to determine the effective inhibitory dose of galantamine on the
selected route of administration and comparing its central and peripheral effects of
galantamine. Determination to proceed on the basis of the findings of AchE activity in
the central nervous system (in the frontal cortex, hippocampus, septum, basal ganglia
and pituitary gland) and on the contrary peripheral nervous system activity of
butyrylcholinesterase has been detected (specifically in the liver and plasma).

The results obtained by the Ellman's method showed that galantamine is generally a
weak inhibitor and statistically significant effect is found only at the highest dose used.
At the highest dose used can be expected adverse effects of peripheral type.
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1 Uvod

Jednim z hlavnich neuromediatord v centrdlni a periferni nervové soustavé je
acetylcholin (Ach). Vyskytuje se v celém centrdlnim nervovém systému s nejvy3si
koncentraci v mozkové kiife, hippokampu a v bazalni &asti pFedniho mozku. Stimuluje
dva zékladni typy receptort, které jsou rozd€leny farmakologicky dle afinity agonisti a
antagonisti na muskarinové a nikotinové acetylcholinové receptory.

Oba typy receptorii se nachdzi vcentrilni i periferni nervové soustavé,
V lidském mozku se nikotinové receptory vyskytuji v men$i mife ne? muskarinové
receptory, navic jsou na rozdil od muskarinovych receptord lokalizovany spie diftizné
mimo klasické cholinergni cesty.

U degenerativnich onemocnénich mozku jiZ vd&asném stadiu  dochizi
k regiondlnim nedostatkiim cholinergniho systému. U pacienti s Alzheimerovou
demenci (AD) je pozorovén pokles aktivity cholinergnich projekei do hippokampu a
mozkové kiry. Pacienti s AD &asto trpi ztratou explicitni paméti, jeliko? tvorba
explicitnich stop zahrnuje pracovni pam&’ ve frontalnich lalocich a zpracovani
v hippokampu. S postupnou progresi nemoci zasahuje cholinergni deficit i dal§i oblasti
mozku. Vieobecné se pfi procesech udeni a paméti uplatiuji je¥td dal¥i mozkové
struktury jako napfiklad corpora mamillaria, septum, bazalni ganglia — mucleus
caudatus, pfedni jadra thalamu, nucleus basalis Meynerti, amygdala, atd.

K 1eZb& t&chto neurodegenerativnich poruch se doposud pfednostné podavaji
reverzibilni inhibitory acetylcholinesterdzy (AchE), jako dosud nejefektivngjii terapie,
nikoliv ovSem kauzalni, Mezi inhibitory AchE patfi i terciarni alkaloid galantamin
(Gal). Je bran jako kognitivam s dudlnim udinkem, které kompetitivné a reverzibilng
inhibuje AchE a soufasné bylo zji¥téno, ¥e dokaZe alostericky modulovat nikotinové
receptory. Dalo by se tedy fici, Ze mé schopnost ovliviiovat oba typy acetylcholinovych
receptori.

Centralni a perifernf ii¢inek Gal spo&ivé v blokaci AchE, neni viak doposud jisté
jakou mérou do vysledného efektu Gal zasahuje jeho vlastnost alostericky modulovat
nikotinové receptory. Na urovni centrdlni nervové soustavy (CNS) Gal piiznivé
upravwje kognitivni, funk&ni a behavioralni vlastnosti kompetitivni a reverzibilni
inhibici pfisluiné izoformy AchE v odpovidajicich &4stech mozku. Periferni efekt Gal
se projevuje vnegativnich Ulincich cholinomimetického typu jako u ostatnich

cholinergik.



Cilem diplomové price bylo pfedeviim stanoveni Gi€inné inhibiéni davky
galantaminu u laboratornich potkami. Zérovei byl srovndvan centralni a periferni

anticholinesterdzovy efekt jednotlivych zvolenych davek.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Rozdélent acetylcholinovych receptorii

Z pohledu biochemie je receptor proteinovd molekula lokalizovand bud
vbunééné membring (transmembrinové receptory) & uloXend uvnitf busky v
cytoplazmé (intracelularni — cytosolové - receptory), obsahujici vazebné misto &i mista
pro specificke signdlni molekuly (endogenni &1 exogenni ligandy). Po navazani ligandu
dochazi obvykle ke zmé&n& konformace daného receptoru, popfipadé ke zméngd
funk&niho stavu receptorového proteinu. Vznik vazby mezi receptorem a ligandem

iniciuje bunéénou odpovéd (Liillman et al., 2004).

Acetylcholinové receptory se fFadi mezi transmembrinové receptory.
Farmakologicky byly rozli§eny na zékladg afinity rozdilnych agonistd na dva zdkladni
typy. Receptory stimulované dfinnou litkou nikotinem se dle n&j oznaluji jako
nikotinové acetylcholinové receptory (nAchR). Naopak receptory, které byly
aktivovany muskarinem, alkaloidem z muchomirky (Amanita muscaria) a jsou
selektivné antagonizoviny atropinem, byly pojmenovany muskarinové acetylcholinové
receptory (mAchR).

Svou strukturou a funkci se podstatn 13i (Benesova, 2003).

Nikotinové acetylcholinové receptory

NACchR jsou receptory patfici mezi ligandem Fizené iontové kanaly, pat¥ici do
tfidy ionotropnich receptoril. V t&chto receptorech se po navazani ligandu na vazebné
misto - v tomto pfipadé Ach - méni konformace receptorového proteinu a v disledku
toho se otevfe vlastni kandl. Dle vyskytu je miizeme rozdglit na neurondlni (napf. na
postsynaptické membréné vegetativnich ganglii) a muskularni (motoricka nervosvalova
ploténka kosterntho svalu) nAchR. Oba typy nAchR maji podobnou molekuldrni
strukturu, ale 1i8f se lokalizaci, farmakologicky i sloZenim svych podjednotek (Lincova,
2007).



Tab. & 1: Zakladni charakteristiky nAchR (upraveno dle Lincova, 2007)

Muskarinové acetylcholinové receptory

MAchR naleZi do tfidy metabotropnich receptorl. Metabotropni receptory
neformuji iontovy kandl jako u ionotropnich receptordi, ale trandukce signili se po
navazani ligandu uskute&finje spojenim s efektorovym enzymem pomoci G-regula&niho
proteind. Samotny G-regulatni protein udéva, zda bude pfisluiny efektorovy enzym
(napt. adenylylcyklaza) aktivovan &i inhibovan. Jedna se o receptory, jejich protein
sedmkrat prochdzi membranou (tzv. serpentinové proteiny). MAchR jsou tedy tvofeny
sedmi doménami.

Za pomoci klonovanf a daldich metod bylo identifikovano 5 subtypli mAchR,
které se znali M1 az M35. Nejlépe je definovéna funkce a vyznam u subtypl M1, M2 a
M3. Opét se jednotlivé subtypy mAchR 3 svou fukci a lokalizaci (Lincova et al,
2007).

Udinky mAchR na bunécné vurovni

M1, M3 a MS subtypy mAchR jsou spojeny s Ggi1 proteiny aktivujicimi
fosfolipdzn C, kterd stimuluje produkei nitrobund&nych poslil inositoltrifosfatu (IPs) a

diacylglycerolu (DAG). Nasledn& se zvy$uje intracelulirni koncetrace Ca®* a dochazi
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k excitatnim d&jim, napf. ke zvyieni sekrece Zlazovych bunék aj. U M2 a M4 mAchRs
probihd transdukce signélu prostfednictvim Gyo proteindl, které naopak zphsobuji
inhibici adenylylcyklazy a napf. vsrdei otevienim draslikovych kanald prodhuzuji
diastolickou depolarizaci a vedou k bradykardii. Tyto subtypy se déle vyskytuji
presynapticky v tloze autoreceptorti (BeneSova, 2003, Lincova et al. 2007, Langmead
et al., 2008).

Lokalizace a funkee

MAChR se nachézi v srde€nim a hladkém svalstvu, postsynaptickych gangliich
parasympatiku, Zlazach a v centralnim nervovém systému (CNS) (Trojan et al., 2003,
BeneSova, 2003, Langmead et al., 2008).

M1 receptory miiZzeme téZ oznagit jako ,,neurondini®, jelikoZ se jak v CNS, tak v
perifernich neuronech. Déle se vyskytuje tento subtyp v parietlnich buitkach Zaludku.
Navazinim Ach na M1 subtyp mAchR dochézi k excitalnim reakcim (napf. ke
stimulaci v CNS, zvySeni sekrece kyseliny solné v Zaludku aj.).

M2 subtyp mAchR se nachézi pfedeviim v srdci a v neurondlnich tkénich. Jejich
prostfednictvim dochazi naopak k inhibi¢nim reakcim (napf. vagova inhibice srdedni
frekvence, presynaptické inhibice v centralnim i perifernim nervovém systému).

M3 receptory byly objeveny v hladkych svalech a Zldzich. M3 subtyp
zprostfedkovava excitadni G€inky Ach (zvyeni sekrece slinnych ¥4z, bronchidlnich a
jinych, kontrakce hladkych svald vnitfnich organt), vhladkych svalech zplisobuji
naopak jejich relaxaci.

M4 receptory jsou lokalizoviny pravd&podobngé v CNS a 2lazéch a u MS

receptorli nenf lokalizace pfesn& zndma (Lincova, 2007).
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Tab. & 2 : Zikladni charakteristiky mAchR (upraveno dle Lincové et al., 2007, str.
115)
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2.2 Distribuce acetylcholinovych receptorii v mozku

Denzita mAchR 2 nAchR se v lidském mozku 1i§. NAchR se v lidském mozku
vyskytuji mnohem sporadiétéji nez mAchR. Navic jsou nAchR vice rozptyleny a ne

vZdy jsou v souladu s klasickymi cholinergnimi cestami (Paterson a Nordberg, 2000,

BeneSova, 2003).
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Hlavni cholinergni subsystémy:

Magnocelularni bazéini komplex (ncl. basalis magnocellularis Meynerti), projikujici do

mozkové kiiry véetné &elniho laloku,

Medidlni a dorsalni septalni jadro (hlavni projekce do hippokampu),
Pedunculopontinni-laterodorsaini komplex,

Striatum (,,vnitfni* stridtovy okruh, neprojikujict mimo striatum),
Habenulo-interpedunkularni systém,

Parasympatické komponenty hlavovych nervii lIL, VIL, IX. a X. (Gotti a Clementi,
2004).

Muskarinové acetylcholinové receptory

MAchR se vyskytuje, jak jiZ bylo uvedeno, mimo jiné i v CNS. Jednotlivé
subtypy dominuji v rlznych &4stech mozku. Hraji nezastupitelnou roli p#i kontrole
riiznych neurondlnich funkei v CNS. Nevyhnuly se proto pozornosti farmaceutického
primyslu jako moZnost pfipravy é&iv na onemocnéni jako AD a Parkinsonova choroba,

1é¢bu schizofrenie a drogové zavislosti (Langmead et al., 2008).

Nejhojn&ji se v CNS vyskytuji mAchR subtypu M1, které jsou lokalizovany
postsynapticky na neuronech v mozkové ki¥e, hippokampu, striatu a thalamu. M1
subtyp se nejhojngji objevuje v mozkové kiife a hippokampu. Hippokampus a mozkova
kiira jsou oblasti zndmé svoji tlohou sehrdvajic pfi procesech udeni a paméti, pFitemy
zna¢ny vyznam pii t&chto procesech maji i mAchR, jeliko? se podili na modulaci
dlouhodobé potenciace (jeden 2z mechanismi uklidini informace) v oblasti CAl

hippokampu a gyrus dentatus (Shiozaki et al., 2001, Langmead et al., 2008).

Byly provadény studie suzitim protilstek proti M1 subtypu za utdelem
prozkouméani jejich distribuce v lidském hippokampu u pacientd trpicich AD, demenci
s Lewyho télisky (DLB). Imunochemick4 studie probihala ve srovnani s kontromi
skupinou. Jejim vysledkem byl ndlez imunoreaktivity M1 protilatek u kontrolni skupiny

v granularnich neuronech v stratum granulosum v dentate gyrus, dale se byla
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pozorovana imunoreaktivita u pyramidélnich neurondi v CA oblastech (pfevaing v CA2-
3 oblastech), subiculu a parahippokampélni kiife. Naopak v mozku pacientd s AD a
DLB byl pozorovéan vyrazny pokles intenzity M1 imunoreaktivity v oblasti hippokampu
(Shiozaki et al., 2001),

Obr. &.:1 Lokalizace hippokampu na pritfezu lidskym mozkem

F J Hippokempus
jﬂ yy“’f {najhoneEl vyskA W1 typu mAChR)
/

M2 subtypy jsou umistnény pfevazn€ v mozkovém kmeni, thalamu, ale také v
mozkové kife, hippokampu a striatu, spfevdind presynaptickou lokalizaci a
kontrolujici uvolfiovani Ach (autoreceptory).

Naopak subtypy M3 a M5 mAchR se v mozku vyskytuji mnohem méng. M3
subtypy mAchR se sporadicky vyskytuji v mozkové kiife a hippokampu, subtypy M5
byly nalezeny v men3im mnoZstvi v substatia nigra.

M4 mAchR se nachézi vmnoha oblastech mozku vdetn& mozkové kiiry a
hippokampu, nejvyrazngj§i vyskyt je ve striatu, kde pravddpodobns kontroluje

uvolfiovani dopaminu a lokomoéni aktivitu (Langmead et al., 2008).
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Tab. &.: 3 Podtypy mAchr a jejich lokalizace v mozku (upraveno dle Langmead et
al., 2008)

Tuéné jsou vyznaleny oblasti, v kterych jsou dané receptory vice roziffeny, kurzivou

naopak oblasti se sporadickym vyskytem receptorii v mozku.
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Nikotinové acetylcholinové receptory

Existuji nejmén& dva typy nAchR odliSujic{ se svoji lokalizaci, Muskularni typ
nAchR nalezneme na nervosvalové ploténce, druhym typem je neurondlni, ktery jak
sam nazev napovid, se vyskytuje v nervové soustavd. Neurondlni nAchR se nachazeji
ve vegetativnich gangliich a v nékterych oblastech mozku. Jejich prostfednictvim jsou
ovlivnény riizné mozkové funkce. Efekt nAchR je zavisly na podtypu a lokalizaci
dan¢ho podtypu nAchR vnervovém systému. NAchR se vyskytuji nejen na
postsynaptickych membrandch cholinergniho systému, ale i na presynaptickych
axonovych zakon&enich (Gotti a Clementi, 2004, Kalamida et al, 2007, Gotti et al,
2007).

Pentamerni struktura nAchR je vysledkem homomerni & heteromerni
kombinace 12 podjednotek pouze typu o (¢2-10) a B (B2-4) na rozdil od muskulirniho
typu nAchR, kde se na skladbé vlastniho receptoru podili jesté dal¥i druhy podjednotek.
Rilznorodost v podjednotkovém sloZeni uréuje charakteristické vlastnosti jednotlivych
podtypli nAchR.

Heteropentamerni receptory jsou tvofeny kombinaci podjednotek 02-6 a [2-4.
Naopak homomerni podjednotky jsou formovény pouze z podjednotek a (a7, 8 nebo 9).
Existuji ale i podjednotky, které samy o sob& nebo ve vzijemné kombinaci nemohou
tvofit funk&ni receptorovy kanal. Jednd se o a5 a B3 podjednotky, které se diky své
funkel mohou oznafovat jako ,.pomocné“ (Gotti a Clementi, 2004, Kalamida et al.,
2007, Gotti et al., 2007).

Homo-oligomerni receptory nesou p&t identickych vazebnych mist pro Ach,
s tim Ze kaZdé podjednotka zahrnuje jedno vazebné misto, které je vidy umistnéno na
rozhrani mezi dvéma sousedicimi podjednotkami. Naopak hetero-oligomerni receptory
vlastni jen dv& vazebnd mista pro Ach, nachazejici se na rozhrani mezi o a B
podjednotkami. Vazebné misto pro Ach ma hlavni a doplikovou komponentu. U
heteromerniho receptoru je hlavni komponenta nesena 62-4 a a6 podjednotkami a
dopliikova komponenta je uloZena na B2 nebo B4 podjednotkach. Naopak kazda
podjednotka v homomernim receptoru vlastni hlavni i doplikovou komponentu

vazebneho mista pro Ach. Zde se nachédzi i vysvétleni pro¢ jsou a3 a §3 podjednotky
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povazovany za pomocné. Nenesou toti? ani hlavni ani doplitkovou komponentu pro

vazebné misto Ach (Gotti a Clementi, 2004, Kalamida et al., 2007, Gotti et al,, 2009).
Metody zjistujici distribuci nAchR

1) Metody pouZivajici radioaktivnich ligandfi ke studiu distribuce nAchR v homo gendtu
izolované mozkové tkané nebo histologickych &stech mozku. Metoda je velmi citliva
ale ne ptili§ specifickd, jelikoZ nejsou k dispozici podtypové specifické ligandy. 3H-

nikotin znatf spole¢n& s 3H-epibadinem napfikiad viechny nAchR.

2) Imunohistochemie nebo imunopurifikace zurditych &asti mozku znadenych

podijednotkové specifickymi protilitkami.

3) Mapovani in vivo s pomoci pozitronové emisni tomografie (PET), kterd vyuziva
plipravené specifické nikotinové ligandy a jeji vyhodou je neinvazivnost a pouiti i u

&lov&ka naptiklad u diagnostiky AD.

4) In situ hybridizace pfi identifikaci podjednotkové mRNA za pomoci selektivni
podjednotkové specifické sondy. Je nejvice citlivd oproti ostatnim uvedenym (Gotti a

Clementi, 2004).
Rozdéleni nAchR dle vazebnosti radioligandii v mozku

Na zéklad¢ odlifnych fylogenetickych, funk&nich a farmakologickych vlastnosti
se nAchR podtypy rozd&luji do dvou hlavnich t¥id. Toto rozlifeni vzniklo na podklads
diivéjsich studii, které se prostfednictvim radioligandii a jejich vazebnosti v riiznych
Castech mozku snaZily charakterizovat nAchR. Tyto studie byly pozdé&ji potvrzeny a
upfesnény pomoci molekuldrniho klonovani rodiny genu kédujich 12 podjednotek
riizn€ distribuovanych v CNS. Jedna t¥ida se skldd4 z a i B podjednotek a vytvati jejich
vzajemnou kombinaci jen heteromerni receptor, ktery je schopen vazat s vysokou
afinitou *H-agonisty ale ne o-bungarotoxin (aBtx). Do druhé tfidy spadaji jak
heteromerni tak i homomerni receptory, které oplyvaji nizkou afinitou k 3H—agonistﬁm a
naopak vy3sf afinitou vi&i aBtx (Gotti a Clementi, 2004, Kalamida et al, 2007, Gotti et
al.,, 2007).
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1) Receptory tfidy senzitivni viigi aBtx

Do této skupiny patii receptory, jejich kanal je utvifen podjednotkami o (a7-9).
Vznikaji homomerni receptory aktivované Ach, blokované nanomolirnimi
koncentracemi aBtx, s vysokou permeabilitou pro Ca2+ a rychlou mirou desenzitizace.

Receptory obsahujici podjednotku o8 byly dosud nalezeny pouze v nervovém
systému kufete, kde mohou vytvafet kromé& obvyklych homomernich i heteromerni
receptory. a9 podjednotka je obsaZena vreceptorech uloZenych extraneuronilng.
V mmnoha oblastech lidského mozku byly nalezeny receptory sloZené z podjednotky a7 a
to zejmeéna v hippokampu. Receptory obsahujici tuto podjednotku byly objeveny na
presynaptickych membranach, ale také s mimosynaptickou lokalizaci, mohou se viak
pfimo podilet na postsynaptickém pfenosu signalu. Na presynaptickych membrandch
usnadiiuji uvolfiovani transmiterh jako napfiklad giutamat a GABA. (Gotti a Clementi,
2004)

Homomerni receptory obsahujici o7 podjednotky jsou na zdklad& vazebnych

v

studii s pouzitim aBtx nejvice roziifeny v savlim mozku zejména: v mozkové kiife,
hippokampu a subkortikdlnich limbickych oblastem a vnizdich hladinich také
v talamickych oblastech a bazilnich gangliich. Mohou byt uloZeny jak presynapticky,
kde se podili na pfimém uvoliiovani glutamatu v hippokampu a ventero-tegmentdini
oblasti (VTA) a jejich pfi€inénim se uvoliiuji i excitadni aminokyseliny v prefrontalnim
kortexu, tak postsynapticky. Nepfimo zprostfedkovavaji uvolfiovani dopaminu
vbazalnich gangliich a prefrontdlnim kortexu, a noradrenalinu z hippokampu.
Postsynaptické receptory mohou dlouhodob& prostfednictvim stimulace Ca® influxu

plsobit na metabolické drahy a genovou expresi. (Gotti et al., 2009)

Receptory sloZené z podjednotek o7 byly nalezeny u vlaboratornich potkanii
zejména v oblastech hippokampu, hypothalamu, mozkové kiry a v motorickém jadru
nervus vagus. T&chto nalezi bylo dosaZeno na zéklad® studii vyuZivajicich
radioaktivniho ligandu, hybridizace in situ a imunohistochemie. Také bylo uZito

specifickych podjednotkovych protilatek. (Gotti a Clementi, 2004)
Distribuce v mozku priméti

V mozku primatil, kde se Fadi i &lovék, se vyskytuji a7 receptory predeviim

v autonomnich gangliich, hippokampu a thalamickych jidrech (retikularnim a
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geniculate), v mensi hustot& pak v mozegku, §ifince a mozkové kiife (Gotti a Clementi,

2004).

Tab. &.: 4 Distribuce nAchR citlivych viidi oBtx v lidském mozku (upraveno dle
Paterson a Nordberg, 2000)

2) Receptory tfidy necitlivé viidi aBtx

Receptory s vysokou afinitou k *H-agonistim se skladaji z o (@2-6) podjednotek
v kombinaci s B (B2-4) podjednotkami a formuji tak pouze receptory heteromerniho
charakteru. (Gotti a Clementi, 2004)
Provedenymi studiemi bylo zjiténo, Ze nejroziffen&j¥i nAchR podtypy v nervovém
systému jsou krom& homomernich receptori a7, heteromerni receptory obsahujici

pouze typ o a B podjednotky.
Stechiometrie

JelikoZ nAchR maji pentamerni strukturu, mohou nAchR vykazovat znaénou
molekularni diverzitu. Receptorové podtypy mohou mit stejné podjednotkové sloZeni,
ale mohou vykazovat riiznou stechiometrii. Ziskanymi vysledky byla potvrzena
hypotéza, Ze rliznd stechiometrie mibiZe propajfovat podtypiim nAchR o shodné
podjednotkové skladb& odlidné a pro né& charakteristické fyziologické a farmakologické
viastnosti (napf. permeabilita pro Ca"). Ritzn4 receptorova stechiometrie miiZe hrét roli
iu patofyziologickych stavii (Gotti et al., 2009).

Pfesna stechiometrie nativnich heteromernich nAchR je dosud nejasni (Gotti et al,
2007).
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Distribuce v mozku potkana

Nejvice roz8ifenym podtypem v mozku je 042, soutdsti podtypu miiZe byt i a5
podjednotka. Stejn€ tak podtyp receptoru o sloZeni a3p4 miiZe byt zirovell spojen
s podjednotkou a5 ale 1 bez ni Pf'ednostné.se tento podtyp nachézi v autonomnich
gangliich a dfeni nadledvin, lokalizovan je i v mozku a to v oblasti medialn{ habenuly,
nucleus interpedunkularis, hibetni michy, iSinky, déle pak v sitnici. Spojeni
podjednotek a6 a B3 bylo nalezeno v optické dréze, locus coeruleus a mezostriatalni
draze. Mezostriatilni drdha mé dv& sloZky: ventrdlni mezolimbickou dréhu (t¥la
neurond ve VTA a zakonleni v nucleus accumbens) a dorsélni nigrostridtovou dréhu
(t¢la neuroni v substantia nigra a zakongeni v caudate-putamen). NAchR mezostriatalni
drahy v dopaminergnich neuronech hraji diileZitou roli v kontrole lokomoce a rozvoji
nikotinové zivislosti. Spolefng spodtypem «df2 presynapticky zprostiedkovavaji
vyplaveni dopaminu z dopaminergnich bun&k (Gotti a Clementi, 2004, Gotti et al.,
2009).

Distribuce v mozku primat

Vé&tsina provedenych studii zmapovala distribuci za pouZiti radioligandi a jejich
vazebnosti (3H-nikotin, 3H-epibatidin) a selektivnich protilitek proti Jednotlivym
podjednotkdm. Vysledky studii prezentovaly distribuci nAchR v riiznych strukturach
mozku a to zejména v thalamu, mozkové kife a striatu. Pro zjist&ni distribuce nAchR

byla pouZita i neinvazitivni metoda PET 2000 (Gotti a Clementi, 2004).

studii in sitn hybridizace. Tato kombinace podjednotek byla prokdzina v
nasledujicich oblastech: striatum, hippokampus, habemula a mozkovi kiira a to v
kombinaci s podjednotkou B4. DiileZitou soudasti mesencefalickych jader jsou podtypy
nAchR obsahujici a6p3 podjednotky (Gotti a Clementi, 2004).
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Tab. &.: 5 Distribuce nAchR necitlivé vii¢i aBtx v idském mozku (upraveno dle
Paterson a Nordberg, 2000)

Distribuce nAchR u pacientii s AD

Pro priibéh AD je charakteristické narufeni cholinergni transmise, které souvisi
s nedostatkem mozkového Ach, ktery zajidtuje pfenos informaci mezi mozkovymi
bufikami. Postupny ubytek neurondi a porucha pfenosu informaci mezi nimi vede
k naruSeni mozkovych funkei Casné zmény jsou patrné zejména v oblasti hippokampu
a v entorhinalni kife. Primarn€ se snifuje po&et cholinergnich neuront v nucleus basalis
Meynerti a pfilehlych jidrech, projikujicich do hippokampu, amygdaly a celého
neokortexu. Nejdfive se tedy sniZuje potet axonovych terminal v uvedenych strukturach
mozku pfi relativnim uchovani postsynaptickych receptorli (Ganong a kol., 2005).

Zmény vdistribuci nAchR ve smyslu jejich Gbytku byly zaznamenany
v kortikdinich oblastech a také jsou patrné v subkortikdlnich oblastech. Za pougiti
radioligandii byly pozorovany zmé&ny v poétu nAchR v neokortikalnich oblastech a
hippokampu v tkani pacientl, ktef{ trp&li AD. Autoradiograficka analyza v lidském
hippokampu a pfidatné mozkové kilfe poukézaly na nejv&tdf hustotu v subikulérnim
komplexu, stratum lacunosum moleculare, gyrus dentatus a entorhinilni kife.

Imunochemické studie prokézaly deficit pfedeviim u podtyp nAchR obsahujici a4
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podjednotku v neokortexu a hippokampu. Usdity prokazatelny deficit byl zaznamenan i

u podtypd nAchR senzitivnich viidi aBtx vtempordlni mozkové kite. Nekters

pFedchozi studie zjistily redukei radioligand-vazajicich mist v oblasti striata u pacientd s

AD (zejména v nucleus caudatus) (Court et al., 2001),

Obr. & 2: Srovnan{ priifezu mozku zdravého a nemocného jedince s AD (upraveno

dle internetového zdroje: www.wikipedie.org)

“extrémni Ghytek
i mozKows Kiry

Nalevo: Mozek &lov&ka, ktery nenf postifen Zidnou neurodegenerativai chorobou.
Napravo: Mozek pacienta trpici AD, kde je patrny fibytek v oblasti mozkové kitry a
hippokampu. |
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2.3 Nikotinovy acetylcholinovy receptor

NAchR jsou integrdlni membranové proteiny aktivované medidtorem
acetylcholinem. NaleZi spoleéné s GABA,4 , glycinem a glutamatovymi receptory do
nadrodiny iontovych kanald fizenych ligandem (Karlin, 1993, Gotti a Clementi, 2004).

Struktura

NAchR je tvofen spojenim 5 transmembrénovych podjednotek uspofadanych
kolem centrélniho péru iontového kandlu a formujicich v membrang pentamerni

komplex majici podobu ,,soudku®.

Transmembranové podjednotky jsou kombinoviny ze 17 druhd homolognich
polypeptidil fadicich se do 4 hlavnich skupin, které jsou pojmenovany dle pismen fecké
abecedy a vzestupng sefazeny podle své molekulové hmotnosti (a, B, v, 5 a popfipadé
g). U o a B podjednotek byly zjistény jesté dal§i izoformy, které se znadi Siskcemi (al-
10, B2-4). Podjednotky o maji ve své extracelularni &4sti krom& vazebného mista pro
acetylcholin je§t€ dal$i alosterickd vazebnia mista pro nekompetitivni aktivatory
iontového kandlu, napf. modulitory iontového kanalu typu galantaminu &1 pro
nekompetitivni blokatory (nap¥. fencyklidin, chlorpromazin), steroidy a Ca®*, které

zplisobuji desenzitizaci nAchR.

Existuje vice podtypli nAchR danych urditou kombinaci transmembranovych
podjednotek, které uréuji riizné fyziologické a farmakologické viastnosti jednotlivych
podtypii. NAchR mohou byt bud’ to heteromerniho charakteru, kdy jsou napt. tvofeny
kombinaci podjednotek (04),(B2)s & se miiZe jednat o homomerni podtypy nAchR
tvofeny pouze z péti 07 podjednotek (Benedova, 2003, Kalamida et al., 2007, Gotti et
al, 2009).

-3 -



Obr. ¢ 3: Schéma pentamerni struktury homomerniho a heteromerniho pedtypu

nAchR (upraveno dle internetového zdroje www.niaaa.nih.gov)

5 podjednotek o formujici a7 hamomerni podtyp nAchR

uné buihy

ca™

2 podiednotiy a4 o 3 podjednotios B2 formujt
heteromerni ad4B2 podtyp nAchR

OB e

e e
ol e R

uné buitky g g

ﬁf B2 L

e

F{ § membrina bubiky

urniti buithy
v
Na* Ca™

NAchR konstantné€ obsahuje vidy 2 podjednotky @, nebot pouze ty nesou vazebné

misto pro Ach.
Struktura podjednotek

Vzhledem k N-terminélni extracelularni domén& kaZdého ligandem Fizeného
iontového kanalu, kde je zachovéna sekvence t¥indcti zbytkd kovalenin® vazanych
cysteind, se nAchR fadi kroding Cys-loop receptort. Vtomto typu receptori
kovalentn€ vizané cysteiny formuji smy&ku mezi vazebnym mistem ligandu a doménou
iontového kandlu, extracelulérni amino-termindlni &ist podjednotek nAchR je
hydrofilntho charakteru a nese vazebné misto pro acetylcholin a je stodena do
synapticke Sté€rbiny. Déle mésleduji 3 hydrofobni transmembranové domény znaené
MI1-M3, velkd intraceluldrni smy&ka a &tvrta téZ hydrofobni transmembranovd doména

M4. Hydrofobni transmembrénové domény MI1-M4 jsou soustfedény v jednotlivych
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vrstvach kolem centrilniho ,,vodniho® péru. M2 je doména kolem membranového péru
a je chranéna prostfednictvim domén M1 a M3 od okolni lipidové dvojvrstvy. Doména
M4 je naopak nejvice vystavena lipidové dvojvrstvé (BeneSova, 2003, Kalamida et al.,
2007, Gotti et al., 2009).

Obr. & 4: Schéma muskuldrniho typu nAchR (upraveno dle internetového zdroje

www.hature.com)

varehné misto Ach na o podjednotte

-]

tvoiena 4 hydrofobninmi
transmembranovimi
doménand (M1-M4}

b

extracelulirni
prostar

Nature Reviews | Mouroscience

Role podjednotek

Ukaézalo se, Ze n&které podjednotky slouZi jako p¥idatné & druhotné a nemohon
samy o sobg, tedy bez pfitomnosti blavnich « podjednotek, formovat vazebné misto pro

piisluSny ligand. (Gotti et al., 2009)
Lokalizace nikotinovych receptrorii

Na zaklad€ lokalizace rozli§ujeme dvé& zdkladni podt¥idy nAchR. Neuronalni
typ nAchR , které se jednak hojn& vyskytuji v CNS, jednak v periferni nervové soustaveé
ve vegetativnich gangliich, Druhou podtfidou nAchR je muskularni typ, které se

nachazi na periferii v neuromuskularni ploténce. NAchR mohou byt exprimovany i
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v non-neurondlnich a nemuskularnich buiikédch (keratinocyty, makrofigy, epitelidlni
buriky, atd}.

Periferné uloZené nAchR v nervosvalové ploténce kosterniho svalstva, neboli
tedy nAchR muskulérniho typu, jsou sloZeny zpodjednotek al,fl,y,8, nebo ¢
podjednotky. Vysledné stechiometrie podjednotek nAchR je také odli§nd u svalu plodu
(obecné:  azPyd) od stechiometrie svalu dosp&lého jedince (o,Bed). Rozdil spodiva
vnahrad€ y podjednotky za € podjednotku u nAchR dospé&lého jedince. Dochazi

nasledné€ i ke zm&n¢ vodivosti kandlu a tim i kanalové kinetiky.

Neuronilni typy nAchR v mozku obsalwji pouze o a B podjednotky. Ty viak
existuji v n€kolikd izoforméch. Podjednotky 02-6 a podjednotky B2-4 formuji hetero-

oligomerni nikotinové receptory, zatimco o7-9 homo-oligomerni nikotinové receptory.

V srdei a ganglifch nalezneme kombinaci podjednotek a3 a aS, které jsou
spojovany s B2 nebo P4 podjednotkami (Karlin, 1993, BeneSova, 2003, Buccafusco,
2004, Kalamida et al., 2007),

Tab. €. 6: Podtypy nAchR a jejich prezentace a tloha v mozku, autonomnich

gangliich a kosterni svaloviné (upraveno dle Buccafusco, 2004)

S  Prenossigndlu
- Autonomni 2 presynaptického
_ganglia - ama na postsynapticky
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Non-neurondlni lokalizace nAchRii

Lymfatickd thin

Vazebna mista pro nikotin se vyskytuji v B-lymfocytech a T-lymfocytech
brzliku. Jejich podet se starnutim zvySuje. Receptory maji vliv na proliferaci
cirkulujicich T bungk, déle plsobi na diferenciadni a selekdni procesy brzliku a na B
bufikach dochdzi ke stimulaci riistu a poklesu produkce protilitek. Lymfocyty obsahuji
cholimoacytyltransferazu, acetylcholinesterazu a vezikuldrni acetylcholinovy

transportér, coZ umoziiuje aktivaci nAchRs patrng prostfednictvim autokrinni drahy.

Makrofigy

Cirkulujict butiky, které jsou schopny fagocytézy, obsahuji té% nAchRs, jejichz
aktivaci se snizuje uvoliiovani tumor-nekrotizujictho faktoru a (TNFa) a interleukinu 1
ao.

Kiize

Lidské epidermalni keratinocyty exprimuji nAchR. NAchR zprostfedkovavaji
béZné funkce kiiZze, pfedeviim proliferaci, apoptdzu, diferenciaci, adhezi a motilitn

keratinocyt regulovanim influxu Ca®* ijonté.

Dal3imi misty, kde byly nalezeny nAchR, jsou plicni busiky, vakuldrni thiri a
astrocyty (Gotti a Clementi, 2004).

Funkce

Po navazéni ligandu (acetylcholinu, specifického agonisty &i antagonisty) na
pentamerni nAchR dochézi ke konformaci podjednotek receptoru za tidelem otevFeni
iontového kanalu. Otevienym kandlem proudi skrze kanél ionty (K, Na*, Ca®") tadové
po dobu milisekund, dochazi k depolarizaci membrany a nasledné k pienosu signdlu.
Jakmile se kanél uzavie, pfechazi bud’ to do klidového stava nebo do stavu
desenzitizace, kdy je nAchR refrakterni na n&kolik milisekund aZ minut. Podjednotkové

sloZeni nAchR rozhoduje o pribé&hu a rovnovaze mezi jednotlivymi konformanimi

stavy.
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Chronické vystaveni nAchR relativné nizkyrm hladindm nikotinu (jako se déje
prostfednictvim krve kut'dkl) vede, na rozdil od v&tiny agonistd, k po&atesni rychlé
desenzitizaci, kdy se receptor stabilizuje uzavienim kanalu a stiva se necitlivym vigi
agonistovi a nasledné pak probihd ,up-regulace”. Zvyseni poétu membrénovych
receptord, tzv. up-regulace, tak pfedstavuje do znadné miry vyjimku, jeliko? b&zné
zplisobuje agonista po dlouhodobém piisobeni na piistuiny membranovy receptor

naopak snizeni poftu, neboli ,,down-regulaci (Benesova, 2003, Gotti et al., 2009).

Obr. & 5: Schematicky priifez nAchR znizoriiunjici iontovy kandl, vazebné misto
pro Ach, kompetitivai agonisty a antagonisty a ridzné alostericka vazebna mista,

rozloZena v extracelularni &asti receptore (upraveno dle Benefova, 2003)

ACh sgomsté
farapentvn antagunicté

MNCA

Mgt Ca™

NCA - nekompetitivni alosterické sktivatni vazebné
misto

NCI - nekom petitivni alostericke inhibitni vazebné
misko

Neurondlint funkce

V experimentalnich studiich se prokézalo, Ze diky nAchR se realizujc fada
fyziologickych reakci jako napiiklad udrfovéni vigility, selektivni pozornosti,
zpracovani informaci, udent a pamét, stresova reaktivita, probouzeci reakce, spankové

cykly, vyvoj zavislosti a abstinendniho syndromu (Paterson a Nordberg, 2000).
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Vyvoj a starnuti

V priibéhu lidského vyvoje a stamuti dochdzi k podstatnym zménam v podtu,
typech nAchR. Bylo prokézéno, Ze v priibhu tshotenstvi (od 17-27 tydne) se stabilng
zvySuje jejich poCet, a Ze hladiny vysoce afinitnich vazebnych mist pro nikotin dosahuji
vy83i drovn€ neZ v jakékoliv jiné dob& lidského ZXivota, Byly vymezeny oblasti
s nejvy3si koncentraci nAchR. Jedn4 se o Meynertovo bazalni jidro a tegmentalni Jjadro,

dale globus pallidus, putamen, veskera cerebelarni jadra, parietdlni a cerebelarni kiru,

Pt

Od narozeni a hlavng pak vpribshu stdmuti vrozmezi 60-90 et Fvota
vyznamné€ klesd koncentrace nAchR, i kdyZ vriiznych oblastech mozku odlifnym
tempem a v riiznorodém rozsahu. Spiie ojedingle, miZe dojit i k navySeni podtu nAchR.
Panuje vSeobecnd shoda, Ze pokles nAchR se odehrava tém&F ve viech sledovanych

oblastech mozku.

S pfibyvajicim vékem se sniZuje polet B2 podjednotek ve viech strukturich
mozku, k prokazatelnému poklesu dochézi i u podjednotek 04, aS, o 7 a p4 v oblastech
mozkové kiry a mozetku, naopak 04 a a3 podjednotky se nesnifuji v putamen a

hippokampu. U podjednotky 3 byl dokonce v mozkové kiife prokézan vzestup.

Uvedené zm&ny nAchR vpriibshu vyvoje a stirmuti jsou do znadné miry
specificke, jelikoZ se tak ned&je nap¥iklad u muskarinovych ani u glutamatergnich
receptoril. ZvySend koncentrace AchR ve stadiu utvéfeni synapsi p¥i vyvoji mozku hraje
vyznamnou roli v kontrole rozvoje struktury neuronfl, ve stabilizaci utvafeni synapsi a
orientaci a kontrole rlistu neuritl (zvI4§t& 7). Experimentalng bylo prokézano i trofické
plsobeni nAchRs, jejichZ stimulace vedla ke zvygené produkci nervového riistového

faktoru, mozkového neutrofniho faktoru a fibroblastového riistového faktoru.

Uvedeny piiklad prokazuje dileZitost nAchR v obdobi pre- a perinatalnim pfi
utvafeni nervové soustavy a jak v priibhu starnuti ovliviiuji degeneraci bungk. Na
rozvoj nervové soustavy u plodu miZe pisobit aktivni i pasivni koufeni matky i kojeni
pokud matka koufi. V dospélosti pak uZivani lékii stimulujicich podjednotky nAchR
milZe vést ke zpomaleni degenerativnich procesi vmozku a tim i k udr¥eni
kognitivnich funkei (Bene$ova, 2003, Gotti a Clementi, 2004).
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Patologie

Lze pfedpoklédat moZné vyuZiti nAchR jako dileZitého terapeutického cile pro
1é€bu nékterych onemocnéni potinaje Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou,

schizofrenii, myasthenia gravis a¥ po odvykanf koukeni:
A)Onemocnéni spojené s muskuldrnim typem nAchR
Myasthenia gravis

Jedna se o autoimunitni onemocnéni, coz se vyvozuje ze zv{y¥eného titru
protildtek proti nAchRs u vét¥iny pacientd trpicich touto chorobou. Protilatky pak
snizuji poCet nAchR na nervosvalovém spojeni (Kalamida et al., 2007, Lincové a kol,

Zakladni a aplikovana farmakologie, 2007, str. 121).
B)Onemocnéni spojené s neurondlnim typem nAchR

U téchto typlt onemocnéni, které maji spojitost s neurononalnim typem nAchR,

neni pHliS jasné definovana p¥itina jako u myasthenia gravis.
Epilepsie

Byla zjiSténa forma epilepsie frontalntho laloku, kter je autozomaing dédidna.
Gen pro tuto formu epilepsie je lokalizovan na chromozomu v oblasti, kterd mimo jiné
obsahuje také gen exprimujifci podjednotku a4 nAchR. Tato podjednotka se hojné
vyskytuje — jak jiz bylo zminéno - v lidském mozku. Na zdkladg této skutenosti byly
provedeny studie, které prokédzaly zménu ve funk&nosti 04B2 podtypu nAchR, pokud
tento podtyp obsahoval podjednotku ad, kterad byla exprimovéna prostfednictvim
zmutovaného genu. Vyvstdva tak moZnost jisté spojitosti mezi mutaci genu pro o4
podjednotku a timto geneticky podmin&nym onemocnénim (Gotti et al., 1997, Paterson
a Nordberg, 2000).

Alzheimerova choroba

AD je neurodegenerativni onemocnéni charakteristické progresivnim poklesem
kognitivnich funkef a to zejména paméti, pozornosti a orientadnich schopnosti. K daliim
pfiznakdm patfi ztrita socidlnich dovednosti s emocionalni labilitou projevujici se

agitovanosti, tzkosti, depresi nebo agresivitou, je také narusen cyklus spanek-bdéni.
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Symptomy AD jsou odrazem postupné ztraty cholinergni transmise, a to nejen
zprostfedkované Ach ale i uvaZovanymi modulétory tohoto pfenosu. Patrné je to
pfedevim v cholinergni dréze sméfujici z pfedniho mozku (Meynertovo bazalni jadro)
do mozkové kiry a hippokampu. V mozku pacientii s AD dochézi ke zméng denzity
nAchR na rozdil od nAchR v mozku bing stdrnoucich lidi. Imunochemické analyzy
prokazaly, Ze pfedn& dochdzi ke ztrdté o4 podjednotek nAchR. Mensi ztrity byly
objeveny u a3 a o7 podjednotek nAchR. V&tiina ztracenych nAchR v pfipade AD se
tykd a4P2 podtypu. U AD je porufena pFedeviim presynaptickd &ast spojii mezi
neurony (Paterson a Nordberg, 2000, Cour et al., 2001, Benefova, 2003, Lincova a kol,
Zakladni a aplikovana farmakologie, 2007, str. 144).

Parkinsonova choroba (PD)

PD je neurodegenerativni onemocn&ni spojeno subytkem dopaminergnich
neuronil v substantia nigra, které prostfednictvim produkce dopaminu reguluji Sinnost
v bazalnich gangliich (nucleus candatus, putamen, pallidum). Ztrita dopaminergnich
neurond je patmd i u dopaminergnich zakondeni v corpus striatum.

V mozcich pacientd s PD byl objeven pokles i nAchR v oblasti substatia nigra.
Pfedpoklada se, Ze v této oblasti probihd soudasné s ibytkem dopaminergnich neuroni.
Stejné tak jako u pacientl s AD poukézaly epidemiologické studie na niZ$i vyskyt PD u
kufakt neZ u nekufakl. Divodem je zfejm& zvy$ené uvoliiovani dopaminu ve striatu
zplsobené aktivaci nAchR, které se nachézeji na nigrostriatilnich a mezolitickych
dopaminergnich neuronech. Jedna se pfedn® o podtypy o4p2 a 032 nAchR.

Hlavni pfiznaky parkinsonismu jsou zpfisobeny i zménou aktivity v dalsich
neurotransmiterovych systémech (Ach, noradrenalin, serotonin, GABA). Tyto zmény
v newrotransmiterovych systémech se odréi v priib&hu postupujiciho onemocnéni
(Paterson a Nordberg, 2000, BeneSovi, 2003, Lincovi, Zakladni a aplikovana
farmakologie, 2007, str. 146).

Schizofrenie

Na urditou souvislost mezi schizofrenii a nAchR poukazala vysoka prevalence
kufakl mezi pacienty trpicimi timto onemocnénim. U t&chto pacientd byly zji$tény 1
vysokeé hladiny nAchR protilatek, které mohou byt moZnou piiéinou sniZeni poctu

nAchR v oblasti hippokampu. PFi srovnani kontrolni skupiny s pacienty se schizofreni
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se ukézalo, Ze u schizofrenikil je znainé redukovan protein podjednotky o7 ve frontalni
mozkové kife, coZ by mohlo naznalovat jistou spojitost mezi nAchR a schizofrenii

(Gotti et al,, 1997, Paterson a Nordberg, 2000).
Deprese

Byla vyslovena hypotéza, kterd vysvétluje pfi¢inu deprese jako nerovnovaZny
stav mezi cholinergnim a adrenergnim nervovym systémem, kdy dochazi
pravdépodobn€ kzvylené aktivaci nAchR. Vie¢ se zfejmé odviji od dysfunkce
hypotalamo-hypofyzirni osy, kterou zfejm& podnécuje nerovnovazna aktivace nAchR,
majicich regulagni vliv na tento systém. Na moZnou spojitost mezi pFiSinou deprese a
nAchR poukazaly studie s antidepresivy (tricyklick4 antidepresiva, nov&j¥{ serotoninové
inhibitory typu SSRI), kdyZ se objevila jich schopnost inhibovat nAchR. Doposud neni
viak role nAchR v souvislosti s depresi prokazateln® vyfeSena (Paterson a Nordberg,

2000, BeneSova, 2003).
Kuiactvi, zavislost

Chronicky ptivod nikotinu aktivuje nAchR lokalizovanych na dopaminergnich
neuronech nebo na glutamatergnich aferentnich vldknech dopaminergnich neuronii, coZ
vyvolavd uvoliiovéni dopaminu v oblastech tzv. ,centrech odmény” (nukleus
accumbens, ventrilni tegmentum). Zastaveni tohoto pfivodu vyvold abstinenéni
ptiznaky. Usp&Snost pi 16cb& zavislosti vykazuje kombinace substituéni terapie

spole¢n€ a uZitim antagonisty nAchR (bupropionu) (Beneova, 2003).

2.4 Galantamin
Uvod

Gal je tercidlni alkaloid fenantrenové fady. Plvodn& byl izolovan v 60. letech
zcibuli snéZenky Gallanthus woronovi bulharskymi védci Proskurninem a
Yakovlevem. Pozdgji se ziskaval z rostlin Geledi Amaryllidaceae (amarylkovité), nyni

(od roku 2000) je moZno jej pFipravit synteticky.
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Ve vychodni Evropg se piivodné vyuZival pro sviij antikurarovy efekt
k antagonizovani neuromuskularni blokddy navozené perifernimi myorelaxancii. Pod
oznaCenim Nivalin proto nalezl vyuZiti v anesteziologii a v neurologii (lé&ba paréz a

paralyz rizného piivodu, napf. u myasthenia gravis).

Po provedent rliznych klinickych studii by! Gal zaregistrovan v roce 2000 v fadg
evropskych zemi pro 1é¢bu lehké aZ stfedn® t&7ké Alzheimerovy demence (AD). Rok na
to byl farmaceutickou spolegnosti Janssen-Cilag uveden i na Sesky trh pod firemnim
ndzvem Reminyl (Svestka, 2001, Krejéové a Sevelov, 2003, Cibitkova a Palitka,
2005).

Struktura

Gal se svou strukturou podobd kodeinu. Podléhd stejné biotransformaci, aviak
postrada jeho analgetické vlastnosti. Je rezistentni vi&i hydrolyze. V molekule Gal jsou
diileZita 4 vazebnd mista. Konkrétng se jednd o hydroxylovou skupinu cyklohexanového
kruhu, cyklohexanovy kruh, tercidrni aminoskupina a methoxyskupina (Krejfova a
Sevelova, 2003).

Obr. & 6: Struktura Gal

Modifikace molekulové struktury (analoga)

Ukazalo se, Ze analoga Gal by mohla byt 6¢inn&j3i v terapii AD. V porovnéni se
samotnym Gal jsou jeho analoga nékolikandsobng selektivn&idi k AchE ner va&i
butylcholinesterdze (BuChE). Pfikladem mohou byt 6-O-acetylmethyl-6-O-
demethylgalantamin hydrochlorid (P11012)a 6-0-6-0O[(adamantan-1-yl)-
karbonyl]galantamin hydrochlorid (P11149). Jedna se o prolétiva, kterd se rychle
hydrolyzuji na 6-O-demethylgalantamin (6-DMG). Jejich nevyhodou je viak obtiznéjsi
prichod pfes hematoencefalickou bariéru, divodem je vy$§{ polarita 6-DMG ve

srovnani s jeho matefskou litkou. Polarita vitbec je limitujicim prvkem pouziti derivatd
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Gal, jako napf. ukézala modifikace molekuly v mistech methoxyskupiny & tercidrni
aminoskupiny, kdy vznikla kvartérni amoniova sil. NiZ&f polaritu vykazoval pouze
ester Gal,, jehoZ kladem je také niZ3 toxicita ne¥ u samotného Gal (Krejéova a
Sevelova, 2003, Cibitkova a Palitka, 2005).

Farmakodynamika

Gal je obecné charakterizovan jako kognitivum s dudlnim U¢inkem. Radi se
k reverzibilnim iphibitordm AchE, které jsou dosud nejudinn&j§imi 16¢ivy pro terapii
lehke aZ stfedné t&7ké AD a DLB. U Gal viak byla navic v 90. letech objevena vlastnost
alostericky modulovat nikotinové receptory, coZ jej ¢ini odli¥n&j§im vii¢i ostatnim

klinicky vyuzivanym
inhibitorfim AchE (Svestka, 2001, Jirak, 2004, Cibitkova a Pali¢ka, 2005).

Gal se jako inhibitor AchE vaZe na spodni &ast kavity AchE a interaguje s acyl-
vazebnou kapsou prostfednictvim své methoxyskupiny a soudasns s cholin-vazebnym

mistem prostfednictvim cyklohexanového kruhu (Krejéova a Sevelova, 2003).

Gal funguje jako reverzibilni a kompetitivni inhibitor AchE, co? znamen4, e
soutéZi s Ach o vazbu na tento enzym. U kompetitivni inhibice nezavisi jejt vlastni
troveti ani tak na absolutni koncentraci inhibitoru jako spife na poméru koncentrace
inhibitoru a substratu (Ach). Z toho vyplyva, e uinnost inhibitoru se zvySuje p¥i niz$f
koncentraci endogenniho substrétu, ke které dochazi pravé na postsynaptické membrané
nemocnych. AchE je na postsynaptické membrédné pom&mné silng inhibovana a diky
tomu je biodegradace Ach slab¥i a jeho koncentrace v synaptické §t&rbing se zvysuje.
ZlepSuje se tim synapticky pfenos v centralnich i perifernich cholinergnich synapsich.
Mimo inhibice AchE reverzibilnimi inhibitory AchE dochézi i k inhibici BuchE. BuchE
je béZn€ ve zdravém mozku minoritni slozkou, aviak u AD dochézi k jejimu zvySenému
vyskytu. Samotny Gal je 50x-60x siln&j$im inhibitorem AchE ne¥ BuchE, V lidskych
erytrocytech dochazi diky Gal k 10x vys8i inhibici AchE nez v CNS (Svestka, 2001,
Krejéova a Sevelova, 2003, Cibitkova a Pali¢ka, 2005, Jirdk, 2007).

Vztah mezi stupn€m inhibice AchE a klinickym uginkem Gal vyjadfuje kfivka

ve tvaru obrdceného ,U* jelikoZ excesivni mnoZstvi Ach snifuje aktivitu
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cholinacetyltransferdzy zaji¥t'ujici syntézu Ach z cholinu a acetyl-koenzymu A (Svestka
1., 2001, Jirdk, 2007).

Galantamin jako alostericky moduldtor

Jak jiZ bylo fe¢eno, Gal plisobi navic jako alostericky modulator nAchR v CNS,
ganglich a svalech. PH alosterické modulaci dochdzi k vazbd modulatoru na jiné
vazebné misto neZ to, které je urfeno pro mavazéni Ach a &astym vysledkem byva
senzitizace piisluSnych receptor vii¢i agonistovi. Pouze soudasny kontakt exogenniho
ligandu (Gal) a Ach sreceptorem vede k jeho senzitizaci, u nAchR tedy k otevfeni
iontového kandlu, nikoliv jen tedy pouhd pfitomnost exogenniho Hgandu (Gal).
Experimentalné bylo dokazano, e vazebnost Gal je vy$¥i vidi o4 2 o7 podjednotkidm
nez k a3 podjednotkdm nAchR (Svestka, 2001, Cibitkové a Paligka, 2005, Krejdovd a
Sevelova, 2003).

Gal moduluje nAchR a zpiisobuje uvolfiovéni Ach z presynaptického elementu,
vytvafi tak podminky pro aktivaci postsynaptickych elementli a upravuje tak

cholinergni pfenos.

Stimulaci nAchR nedochazi jen k uvolnéni Ach do synaptické Stérbiny, ale
patmé i dalfich neurotransmiterd jako dopaminu, serotoninu (sniZovani emod&nich
poruch, zejména deprese). Gal dlouhodob zvySuje syntézu NGF (nervovy ristovy
faktor), kratkodobg pak tvorbu pFirozeng se vyskytujiciho mozkového neurotrofického
faktoru (BDNF) (Svestka, 2001, BeneSova, 2003).

Pasobenim Gal na nAchR (pfednostng na a2p4 a o7 podtypy) se uvoliiuje
solubilni non-amyloidni prekurzor B-amyloidu. Tento prekurzor ochrafiuje neurony
(0284 a a7 podtypy nAchR)pfed neurotoxicitou nerozpustného B-amyloidu. Obecné se
soudi, Ze jak AchE, tak BuChE akceleruji v mozku tvorbu depozit B-amyloidu, o

vlastnich mechanismech tohoto ovlivnéni neni zndmo nic blizéiho (Svestka, 2001).

Na zaklad® toho se vyvozuje pravd&podobnost, ¥¢ Gal omezuje tvorbu
amyloidnich plakd a to diky jiZ zmin&nému dvojimu mechanismu G¢inku.
Samotny modulatni uinek Gal neni zivisly na antiAchE aktivits, co¥ ukézal

stejny potencujici efekt Gal i u bunék neobsahujicich AchE.
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Senzitizaci nAchR dochazi k up-regulaci a ndsledné genomické expresi proteind,
coz vede k navySeni mnoZstvi funk&nich nAchR. Dlouhodobé potencovani nAchR a
zvySeni jejich density miiZe mit pozitival efekt na kognitivni funkce u AD (Svestka,
2001, Krejtova a Sevelova, 2003, Cibickova a Palidka, 2005).

Daldi uéinky Gal

U Gal byly vypozorovany i antiapoptotické G&inky, které chrani buiiku pted
zanikem vyvolanym  B-amyloidem. Tento efekt je pFicitdn zvySené expresi

antiapoptotického proteinu Bel-2 v diisledku mirného zvyseni eytosolového Ca’,
Gal ma téZ neuroprotektivni charakter (Cibi¢kova a Palitka, 2005).

Farmakokinetika

Farmakokinetika Gal je prvniho fadu a je linedrni v diavkovacim rozmezi 5-

35mg.

Absorbee Gal probiha po p. 0. podani rychle a tém&F nezavisle na lékové formd
(tableta, obdukovana tableta, roztok). Cas dosaZeni maximélni plazmatické koncentrace
se uvadi kolem 0,5-2h po poZiti (tmax). Rychlost absorpce je ovlivnéna poZitym jidlem.
Zalude&ni naplii zpisobuje pomalej§i dosaZeni maximalni koncentrace Gal v plazmé (

Cmax), ale samotny objem absorpce viak ovlivnén neni.

Distribuce Gal z centréintho kompartmentu do tkéni a orgéni se d&je pasivni
difuzi slabé baze s pKa 8,32. Vazba na plazmatické bilkoviny je nizka (18%). Gal se
kumuluje intraceluldrné diky npepatrnému rozdilu vhladinich pH uvnitf bungk,
erytrocytech a v plazmé, pfiCemZ jeho plazmatickd hladina je zanedbateln& vy§i.
Prochazi dobfe hematoencefalickou bariérou a jeho koncentrace je v CNS trojndsobng
vyssi neZ v plazmé. Biologick4 dostupnost po uZiti tablet byla téméF 100% a po podani
roztoku 83%. Vysokd biologickd dostupnost vypovida i o nizkém | first-pass® efektu.

Biotransformace Gal probihd v jatrech. V cytosolu jaternich bungk dochdzi bud’
ke glukuronidizaci, N-oxidaci, O-demethylizaci, N-demethylizaci nebo epimerizaci , za
ugasti cytochromu P450. Na biotransformaci se podili izoenzymy CYP2D6 a CYP3A4.
Ze vzniklych metabolith si pouze nor-galantamin zachovava &astefnou biologickou

aktivitu matefské ldtky, ostatni metabolity, jako napf.  o-demethylgalantamin,
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epigalantamin & galantaminon, jsou inaktivni. PH stfedné t&¥ké dysfunkci jater se

biotransformace Gal zpomaluje ptiblizng o 30-60%.

Eliminace Gal kondi vyloudenim modi, ztoho 18-22% odchdzi v nezménéné
podobe. Klesajici clearence kreatininu zplisobuje pokles eliminace, terapeutické
dévkovéni je poté tfeba upravovat. Hodnota biologického polo&asu se pohybuje mezi 5
az 6 hodinami (Svestka, 2001, Krejdova a Sevelova, 2003, Pidrman et al, 2003,
Cibi¢kova a Pali¢ka, 2005).

Tab. & 7: Vybrané farmakokinetické parametry Gal (upraveno podle Cibigkova a
Pali¢ka, 2005)

Indikace

Gal zlepSuje narudené kognitivni funkce, dale i denni a socidln aktivity
(behavioralni a psychologické pfiznaky) AD. V dne$ni dobé se inhibitory AchE Fadi ke
zlatym standardim 1é¢by lehké a7 stfedné t87ké formy AD a Gal nalesi — vedle
donepezilu a rivastigminu - do této skupiny. Klinické studie prokézaly pozitivni
vysledky iu jinych typii demenci, a to naptiklad u demence komplikujici Parkinsonovu
nemoc, DLB a také u vaskularnich demenci. (Svestka, 2001, Jirak, 2007, Pidrman et al,
2003)

Kontraindikace

Obvyklé kontraindikace zahrnuji zndmou pecitlivélost na pipravek. Zarove
neni doporufeno uZivat Gal pacienty s gastrointestindlni nebo mo&ovou obstrukei nebo
po chirurgickém zékroku v téchto oblastech. Je tFeba dbét opatrnosti u pacientll trpicich
bronchiélnim astmatem, obstruk&nimi plicnimi onemocnénimi, gastroduodenalnimi
viedy a epilepsif. Se zvy$enym rizikem je nutno poéitat i pfi poruchich
sifiokomorového pfevodu, zejména spojenych s bradykardii (Svestka 1., 2001, SPC LP
Reminyl).
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Ddavkovani

Podavani Gal v klinické praxi probihd ve dvou fazich. V podatedni fazi, neboli
Htitradni* (také akutni), se doséhne postupnym zvy$ovanim davky poZadovaného
klinického Géinku. Naslednou fazi podévéani Gal je dlouhodoba ,udrrovaci® fize.
(Pidrman et al., 2003, Brunovsky, 2006)

Gal se pouZiva p. o. ve formé klasickych tablet s okamZitym uvolfiovanim a
vzhledem k délce jeho biologickému polo&asu se doporuduje jeho podavani ve 2
dennich davkach. Od roku 2006 je k dispozici i tableta s prolongovanym GSinkem, coZ
umoZiiuje podavat 1x denné (Pidrman, 2007).

Tab. & 8: Priibéh titraéni faze p¥i podavéni Gal (upraveno dle Jirsk, 2007)

Legenda k tab. &. 8: Doporudené schéma podavani Gal . Od 3. mésice se podéva plnd

konednd divka 24mg, kterd se dale neméni. (Jirak, 2007)
NeZddouci uéinky

(al se podobné jako ostatni 1é8iva této skupiny vyznaduje nezddoucimi ucinky
cholinomimetického charakteru. Existuje viak i rozdil ve vyskytu nezadoucich G&inki
dany délkou podavani a ddvkovanim Gal. V poditeéni fazi uZivani Gal jsou nezadouci
udinky zplisobeny zvySenou centralni cholinergni aktivitou v oblasti area postrema
hypotalamu. Nejiast&ji a nejvyrazn&ji se objevuji gastrointestindlni obtize (nauzea,
vomitus, prijem, zvraceni, flatulence, nechutenstvi, bolesti bticha), které jsou pouze
pfechodnym jevem v tvodu terapie. Nutnosti v tomto obdobi je pomalé navySovani
davek, se zajifténim dostateného pivodu tekutin a2 podle potfeby i s podinim

vhodného antiemetika.
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U pacientli se mohou vyskytnout poruchy spanku, neklid nebo vétdinou lehdi

bolesti hlavy. Del8i nechutenstvi byvé spojeno s tbytkem véhy.

Gal se vyznaluje vagotonickym piisobenim a proto mfiZe vyvolat bradykardii a
bronchospasmus.

Podstata vyskytu neZddoucich G&inkd spociva v plisobeni na centralni a periferni
cholinergni mechanismy, kdy dochézi k blokaci AchE a predeviim v inhibici Jjejich
jednotlivych izoforem. Tyto izoformy G1, G4 a G2 AchE se li#i vzajemn® chemickou
stavbou a topografickym rozmistnénim v CNS &i periferif. V lidském mozku se
vyskytujf izoformy G1 a G4. G1 izoforma se nachdzi preferenénd v oblastech mozkové
kiiry, hipokampu a amygdale. Z pohledu terapeutického se jedna o nejvhodnéj§i cil
efektu Gal, jelikoZ je lokalizovand pravé v oblastech nejvice zasaZzenych AD.
Nevyhodou je ale vy§§ Cetnost gastrointestinilnich neZadoucich Ginkf. Avdak
s ohledem na dlouhodobou léébu je tato inhibice izoformy G1 nejbezpetngjsi. Izoforma
G4 je nejvice zastoupena v mozkovém kmeni a nucleus caudatus. Nésledkem této
blokady jsou kardiovaskularni neZidouci uginky a mohou se objevovat i
extrapyramidové efekty. Periferng je ulofena izoforma G2.

Gal pfednostn& inhibuje G2 a G4 izoformu. (Svestka, 2001, Pidrman et al., 2003,
Krejtova a Sevelova, 2003, Jirak, 2004, Cibitkova a Palitka, 2005, Brunovsky, 2006)

Tab. &. 9: Izoformy AchkE, lokalizace a pFedpokladany vyznam (upraveno podle
Pidrmana et al., 2003)
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Interakce

Jako cholinomimetikum by nemél byt Gal podavén s jinymi cholinomimetiky a
s 1éky, které zpomaluji srdeéni frekvenci (beta blokétory). Gal stejné jako ostatni
inhibitory AchE zvySuje produkci Zalude¢ni sekrece, nedoporuduje se proto jeho
podanim spoledné s nesteroidnimi antiflogistiky a kortikoidy.

Vzhledem k hlavnim metabolickym cestdm probihajicich v jatrech za udasti
cytochromu P450, pfesngji izoenzymi CYP2D6 a CYP3A4, je tfeba dbét opatrnosti pFi

kombinaci s lé€ivy, které mohou indukovat & inhibovat tyto izoenzymy.

Induktory cytochromi snizuji hladinu Gal v plazmg, riziko vyvstavé pfi vysazeni
induktoru, kdy dochdzi k nahlému nérlistu plazmatickych hladin, které mize vést
k projeveni nezadoucich G¢inkd aZ k toxicité. PH sougasném podavani Gal s inhibitory
miize byt nutné sniZit jeho davku. (Svestka, 2001, Cibickovd a Pali¢ka, 2005, Pidrman
et al,, 2003, Brunovsky, 2006)

Tab. & 10: Latky rizikové pro viskyt farmakokinetickych interakei p¥i 16€bg Gal
(upraveno podle Pidrmana et al, 2003)

* lzoenzymu2D6
'_:Am1mpty1m,ﬂuoxet' -Amltnptyhn ﬂuoxetm ﬂuvoxamm,pamxe
“paroxeting ,amiodaron "metldm djltxazem exytromycm, : grap
._.c;metldm kode"' : '

.:metoproiolf. ropatenor

Toxicita

Gal je pouze mirn€ toxicky. P.o. LDsg pro potkana je 83,6mg/kg. (Krejéova a
Sevelova, 2003)

Intoxikace Gal se podobné jako u jinych cholinomimetik projevi nauzeou,
zvracenim, bfi$nimi spazmy. MiiZe se vyskytnout priijem, slinéni, poceni, trachedlni
hypersekrece, bronchospasmus, svalovd slabost, epilepticky zachvat, respiraéni ttlum,

hypotenze &i bradykardie (Svestka, 2001).
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2.5. Stanoveni aktivity acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterizy

Princip metody

Existuje mnoho metodik jeZ byly pro stanovenf aktivity cholinesteraz vyvinuty,
mezi nejastéji pouZivané jsou Fazeny metody elektrometrické, titradni, kolorimetrické,
méfeni zmény pH spouzitim indikitorn, spektrofotometrické, flurimetricks,
radiometrické, polarografické a enzymové. Vyde uvedené metody viak nemohou byt
zavedeny do rutinni praxe z mnoha diivodi, zv14§té pak narodné dpravy vzorku, dlouhé
doby méfeni nebo nedostatedné specificity enzymu k substratu.

Velmi citlivd a pro b&iné vyuziti vhodnd metoda byla popséna Ellmanem. Tato
kolorimetricka metoda je dnes zavedena do praxe k hodnoceni zdravotniho stavu lidi,
ktefi b&Zn& pFichdzi do styku s organofosforovami inhibitory.

Princip této metody je zaloZen na hydrolyze thiocholinu (acetylthiocholinu pro
AChE, butyrylthiocholinu pro BChE). Po enzymové hydrolyze, je uvolnéna piistugna
kyselina a thiocholin. Thiocholin obsahujici ve své molekule SH-skupinu je detekovéan
pomoci  5,5'dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) tim, Ze po reakci
s thiocholinem dochazi k uvoln&ni S-merkapto-2-nitrobenového aniontu (TNB'). Tento
anion je pak detekovan spektrofotometricky pfi vinové délce 412 nm.

Atkoliv je Ellmanovd metoda rychla, jednoduchd a levnd, ma také své
nevyhody. Velmi zasadni pfi méfeni aktivit cholinesterdz vkrvi je interference
s hemoglobinem. Absorpéni maximum barevného indikdtoru TNB~ (5-merkapto-2-
nitrobenzoatového aniontu) 412 nm. PFi této vinové délce viak absorbuje zéfeni také
v krvi pfitomny hemoglobin. Pokud cheeme vyloudit takto vzniklou chybu, je potfeba
krevni vzorek hodné ziedit. Dalsim problémem je pak reakce Ellmanova &inidla
(DTNB) spomalu reagujicimi sulfhydrylovymi skupinami vroztoku, je’ mohou
ovlivnit vysledky méfenim.

Tyto nedostatky vedly k mnoha modifikacim pévodni Ellmanovy metody (in
press Chemické listy).
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Reakéni schéma stanoveni aktivity acetylcholinesterdzy:

Obr. & 7: étépeni acetylthiocholine na Kyselinu octovou a thiecholinu

N /\/SWO( acetylcholinesteraza _ j}(o

acetylthiocholin kyselina octova

-4

N/\/S

thiocholin
Obr. & 8: St¥peni DTNB a vznik chromoforu

O;N NO,
4 -
O O
thiocholin DTNB
O5N NO,
N,
+ _
HO s—s /\/.&l\ 3 OH
O 0O

Obr. & 9: Prechoed chromoforu na formu, ktera je fotometrovana

NO- NO2
- OH — OH
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Uspo¥ddani pokusu

K pokusfim bylo pouZito celkem 24 samcil laboratorniho potkana kmene Wistar
albino, konvenéniho chovu, krmenych peletovanou standardni Larsenovou dietou a
s pfisunem vody ad libitum. Hmotnostni rozpéti zvitat se pohybovalo v rozmezi 195-
230 gram@. Zvifata byla rozdélena do 1 kontrolni a 3 pokusnych skupin pro jednotlivé
davky galantaminu. V kaZdé skuping bylo po 6 zvifatech.

Viechny experimenty byly schvaleny spoleénou etickou komisi LF UK a FVZ UNOB.

1. kontrolni skupin€ byl i.m. podén pouze fyziologicky roztok,

1. pokusné skupiné byl podan galantamin v divce 2,5 mg/kg im.,
2. pokusné skuping galantamin v davce 5,0 mg/kg im.,

3. pokusne skupiné galantamin v davce 10,0 mg/kg.

3.2 Odbér vzorkit mozku

Zvifata byla usmrcena dekapitaci 30 minut po podani testované ltky.
Nasledovalo vyjmuti mozku a jeho bezprostfedni zmrazeni p¥i nizké teplot& (-30 °C)
pro pozdéjsi odbér &éasti mozku (Selni korova oblast, hipokampus, septum, bazilni

ganglia a hypofyza), jaterni tkafi a krev.
3.3 Pouiité¢ chemikilie a roztoky

Roztoky pro biochemické stanoveni

0,IM Tris pufr — zisobni roztok pro piipravu Tris pufru byl pfipraven
rozpuiténim 24,2g 1,1, 1-tris-(dihydroxymetyl)-aminometanu ve 1000ml destilované
vody, z tohoto roztoku bylo odebrano 250 ml a dopinéno na objem 950 ml destilovanou
vodou, v tomto objemu bylo ustidleno pH na 7.6 pomoci kyseliny chlorovodikové (HCH
a doplnéna destilovana voda na konedny objem 1000 ml.

Zasobni roztok Tritonu X-100 byl pfipraven tak, Ze k 1000g destilované vody
bylo pfidano 0,12 g Tritoru X-100.

0,2M Tris pufr — k 100ml 0,1M Tris pufru bylo pfidano 370 ml zasobniho
roztoku Tritonu X-100, v tomto objemu bylo ustileno pH na 7,6 pfidanim pFisluiného

mnoZstvi zasobniho roztoku pro pifpravu Tris pufru, poté byl doplnén zasobni roztok
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Tritonu X-100 na koneény objem 500 ml. Timto postupem byl ziskan 0,02M Tris puft,
ktery je zaroveil pfiblizné 0,01% roztokem Tritonu X-100.

Zasobni roztok DTNB byl piipraven tak, ze 0,1 g DTNB bylo rozpu§téno za
stalého michéni v 100 ml 0,1M Tris pufru o pH 7,6. Tento roztok lze ke stanoveni
pouZivat jen 3 dny, pokud je uchovavén v lednici p¥i teplot€ +4 °C a je chranén pred
svétlem. V dob€ potfeby je pfipravena smés zasobniho roztokn DTNB a 0,1M Tris
pufru vpome&ru 135 : 40 (DTNB : Tris pufr). Takto pfipraveny roztok mie byt
pouZivan pouze v den pfipravy, béhem stanoveni je tfeba jej chranit pfed slunenimi
paprsky (jejich vlivemn dochazi ke §t&peni DTNB a vzniku barevného TNB', coz zanaii

chybu do nasledného spektrofotometrického stanovent).
Substrdty

Pro stanoveni aktivity AChE je pouzivan specificky substrat, acetylthiocholin
jodid (ATCh). Zisobni roztok ATCh je pFipraven rozpudténim 0,029 g ATCh v 10 ml
destilované vody. Takto pfipraveny zésobni roztok je uchovéavan v dévkach 1 mi pH
teploté -12 °C. V dob& potfeby je obsah jedné mikrozkumavky roztaven a zasobni
roztok je zfedén v poméru 1 : 10 (roztok ATCh : destilovana voda).

Pro stanoveni aktivity BuChE je jako substrat pouzivin butyrylthiocholin jodid
(BTCh). Zasobni roztok tohoto substratu je pFipraven rozpuiténim 0,032 g BTCh v 10
mi destilované vody. Zisobni roztok je skladovéan v davkich po | ml pfi teplot& -12 °C.
V dob& potfeby je pfipraven roztok zfed®nim vpoméru 1 : 10 (roztok BTCh :

destilovana voda).
Kalibraéni roztok

Biochemické stanoveni aktivit cholinesterdz je kalibrovéno pomoci cystein
chloridu. Zasobni roztok cystein je pfipraven rozpu§ténim pfesného mnoZstvi této latky
(0,03152 g) v 200 mli destilované vody. Zasobni roztok je rozd&len na davky 1 ml do
mikrozkumavek a je skladovén pii teplot& -12 °C aZ do doby, kdy je pouZit ke kalibraci.



3.4 Poufité p¥istroje
Pro stanoveni absorbance byl pouZit Spektrofotometr Helios Alpha (Electron

Corporation, Oxford, Velk4 Britinie).

3.5 Pracovni postup

Zezi pfisluSnych vzorkd tkdng laboratorniho potkana (frontdlni kira,
hipokampus, septum, baziini ganglia a hypofyza) se pfipravi homogenit (1 mg
mozkove tkan&/1 ml destilované vody). Do kyvety se k I ml homogenatu ptidévalo 0,4
ml DNTB a 0,4 ml TRIS pufru. Reakce byla zahdjena pfidanim 0,2 ml substratu.
Fotometruje se pfi 412 nm a registruje se zm&na absorbance. Z hodnot absorbance bylo
odetitano a zaznamenavano odpovidajici mnoZstvi aniontu TNB™ v reakéni smési. Pro

kalibraci se misto homogenitu pipetoval do kyvety roztok riiznych koncentraci cysteinu,
Kalibrace

Pro vlastni kalibraci je pfipravena cysteinova kalibradni fada. Zakladni roztok
cysteinu je fedén vidy vpom&m 1 : 1 (koncentrovangjsi roztok cysteinu : destilovana

voda). Takto vznikne fada o Etyfech riznych koncentracich, pFi¢emz zékladni roztok je

0,2 pM.
Kalibradni Fada:
0,2 iM — 0,1 uM — 0,05 pM — 0,025 uM

Pro kalibraci se do kyvety misto homogenétu vybrané mozkové tkang pipetuje
stejny objem (0,1 ml) roztok cysteinu z pFipravené kalibraéni fady. PFida se roztok
DTNB (1,7 ml) vpufru a reakce se odstartuje pfiddnim 0,2 ml p¥isluiného substratu
(ATCh, BTCh). Absorbance vzorku se méfi pfi 412 nm. Kalibrace se m&H proti

slepému vzorku, v ném? je destilovand voda.
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4 Vysledky a diskuze
4.1Vysledky

Tab. & 11: Hodnety aktivity AChE (nmol/min/100 mg tkéng)

Graf &, 1: Hodnoty aktivity AchE ve vybranych mozkovych strukturdch (frontdlni
kilira, hippokampus, septum, bazalni ganglia)

1

1760 176811772 1756
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Vysledky stanoveni aktivit AchE v mozkovych strukturich (frontalni kira,
hippokampus, septum, bazdlni ganglia) vypovidaji o schopnosti Gal inhibovat tento

enzym v mozku, kdy je nutny prinik skrze hematoencefalickou bariéru.

Graf €. 2: Hodnoceni aktivity AchE v hypofyze

Vysledky stanoveni aktivity AchE v hypofyze napovidaji, Ze i kdyZ neni nutny
prinik Gal pfes hematoencefalickou bariéru v mozku, dochézi ke srovnatelnému efektu

jako v testovanych mozkovych strukturach.

Vysledky poukazuji na to, Ze ani v jedné z mozkovych struktur nedochézi

k vyrazné inhibici AchE prostfednictvim Gal.
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Tab. &. 12: Hodnoty aktivity BuChE (nmol/min/100 mg tkang)

* Signifikantni na 5% hlading vyznamnosti

Graf €. 3: Hodnoceni aktivity BuChE v jaterni tkani a krevni plazmé

Vysledky stanoveni aktivity BuchE v jitrech a plazmé& jsou ukazatelem
periferniho efektu Gal. Se zvySujici se davkou Gal dochézi tedy i na periferii k vy&§
mhibici AchE.
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4.2 Diskuze

Pro stanoveni aktivity AchE bylo vyvinuto mnoho metodik. Ke stanoveni AchE
byla v tomto experimentu zvolena b&Zné v praxi vyuZivani Ellmanova metoda pro svou
Jjednoduchost, dostatetn€ velkou citlivost a moZnost pom&mé rychle ziskat vysledek.
Substratem v této kolorimetrické metod® je thiocholin obsahujici SH-skupinu. Po
enzymove hydrolyze AchE je detekovan pomoci DTNB, kterd se navéze na SH-skupinu

thiocholinu a uvoln&ny anion (TNB) z této reakce je fotometrovan p¥i 412 nm.

Mozkové struktury laboratorniho potkana vybrané k tomuto experimentu naleZ
k cholinergniho systému. Jedna se o struktury sehrdvajici roli pfi ukladéni, uchovévéani a
vybavovani informaci (p¥i mechanismech uleni a paméti, viz rovné% obr. 10). PH
poskozeni frontdlni kiry byla pozorovana - mimo jiné - zhorSen4 fixace a vybavovani
paméfovych stop, dile také byly u &lovka pozorovany poruchy chovani ve
spoleCenském prostfedi a zmény v intelektudlnim chovani. Znitenim hippokampu je
znemoZnéna konsolidace viemi (pfenos informace z kritkodobé paméti do dlouhodobé
paméti). Septum je pfepojovaci stanici mezi hippokampalni formaci a diencephalem
(thalamem a hypothalamem). P jeho poskozeni byly téZ zaznamenény poruchy udeni a
paméti. Bazalni ganglia se podili na planovini a programovdni pohybii, kdy se
abstraktni mySleni méni na volni pohyby. Maji ulolm v n&kterych kognitivnich dgjich,
kterd je zCasti v plisobnosti nucleus caudatus. Hypofyza byla zvolena, z diivody, ze
postradé ochranu hematoencefalické bariéry (HEB). Vysledky inhibice viak ukazaly, e
samotna HEB nehraje podstatngj¥i roli (Ganong, 2005).
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Obr. & 10: Priifez mozkem s vyznafenymi mozkovymi struktarami déleXitymi pro
mechanismy uceni a paméti uZitymi i v experimentilni &4sti této prace (upraveno

dle internetového zdroje www.memorylossonline.com)

- i
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PATLITARY HIPPGEAMNIS | ", LOOUS COERLLEUS
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Periferni i¢inek Gal byl stanovovén v jaterni tkdni a krevni plazmé.

PH srovnéni centrdlniho a periferntho efektu Gal se ukéazalo, Ze Gal je obecnd
slabym inhibitorem. Statisticky vyznamny efekt se projevil aZ p¥i nejvyssi pouzité
dévce. AvSak vptipadé pouziti nejvy$si davky lze ofekdvat i neZddouci udinky

periferniho typu.
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5 Zavéry

Prostfednictvim Ellmanovy metody bylo provedeno srovnani centralniho a
periferniho G¥inku Gal Vybrané mozkové struktury (frontalni kira, hippokampus,
septum, bazalni ganglia), v nichZ byl prov&fovan centrdlni efekt Gal, byly zvoleny
jednak jako soulasti centralniho cholinergniho systému, jednak pro svou diileZitou roli
v procesech uteni a paméti. Navic mozkova kiira a hippokampus pfedstavuji mozkové
struktury, kde je zaznamenina degenerace v &asnych stadiich AD. Hypofyza byla
vybréna pro snaz§i dostupnost Gal, jelikoZ postrad ochranu hematoencefalické bariéry.
CoZ bylo svym zplisobem na zékladé ziskanych vysledk@i vyvriceno. V piipadd
fungovéani hematoencefalické bariéry jsem predpokladala statisticky vyznamny efekt jiz
u nizdich pouZitych d4vek. Naopak BuChE slouzila jako ukazatel periferniho efektu Gal

v plazmé a jaterni tkani.

Gal se ukdzal jako obecné slaby inhibitor. Vyznamnéjitho efektu bylo dosaZeno
aZ pfinejvyS8i pouZité davee. Periferni efekt Gal by se projevil ve vyskytu nezadoucich
uginkil, které by se objevily v souvislosti s nejvyssi pouzitou davkou.

Pokud srovnime tedy centrélni a periferni efekt Gal na zdklad® jeho inhibice
AchE a BuChE, dojdeme dle ziskanych vysledkd k zAv&ru, Ze se nikterak vyraznd
navzajem od sebe neli$i. Navzdory tomu, Ze Gal je prezentovan jako selektivni inhibitor

AchE s 50x-60x silné&j$im inhibi¢nim efektem proti BuChE, jak uvadi literatura.
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