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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HEB hematoencefalicka bariéra

CNS centralni nervovy systém

P-gp P-glycoprotein

MCT1 proton/monocarboxylate co-transporter
ACEI inhibitor angiotensin konvertujiciho enzymu
AMT adsorpci zprostiedkovana transcytoza
RMT receptorem zprostfedkovana transcytoza
MCT1 monokarboxylatovy ko-transportér
NBMPR nitrobenzylthioinosin

OCTN organic cation/carnitine transporter
MEOTA 7-methoxytakrin

Tfr transferrinovy receptor

MRP protein svazany s multi-latkovou rezistenci
BCRP breast cancer resistance protein

MK mastné kyseliny

CoA koenzym A

EEG elektroencefalograf

CRT L-karnitin

DTNB 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
AChE acetylcholinesteraza

IAChE inhibitor acetylcholinesterazy

BuChE butyrylcholinesteraza

TMABA 4-trimethylaminobutyraldehyd

OAT organic ion transportér



OBSAH

1. UVOD A CiL PRACE
2. TEORETICKA CAST

2.1 Hematoencefalicka bariéra a transport latek

2.1.1 Hematoencefalicka bariéra (HEB)

2.1.2 Mechanismy transportu latek ptes hematoencefalickou bariéru

2.1.2.1 Transport limitovany molekulovou hmotnosti vs. P-gp efluxni transport.
2.1.2.2 Transport latek pres HEB pomoci specifickych pienasect

2.1.2.2.1 Hexosovy transportni systém

2.1.2.2.2 Transportni systém pro aminokyseliny

2.1.2.2.3 Transportni systémy pro monokarboxylove kyseliny

2.1.2.2.4 Transportni systémy pro aminy

2.1.2.2.5 Transportni systémy pro nukleosidy

2.1.2.2.6 Ostatni transportni systémy zodpoveédné za pienos latek HEB

2.1.2.2.7 Ptfenos peptidi pfes HEB

2.1.2.2.7.1 Piijem peptidl pres HEB za pomoci pienasecovych systému

2.1.2.2.7.2 Ptenos peptidi pies HEB pomoci adsorpci zprostiedkované transcytozy
2.1.2.2.7.3 Pienos peptida pfes HEB pomoci receptorové zprostiedkované transcytozy
2.1.2.2.8 Systém zajistujici eflux 1éciv

2.2 MoZnosti ovlivnéni transportnich mechanismii hematoencefalickou bariérou.
2.3 L-karnitin

2.3.1 Historie

2.3.2 Chemicka charakteristika

2.3.3 Biologicky vyznam karnitinu

2.3.4 Metabolismus karnitinu

2.3.4.1 Exogenni piijem karnitin

2.3.4.2 Metabolismus exogenniho karnitinu

2.3.4.3 Endogenni syntéza karnitinu

2.3.4.3.1 Distribuce enzymu biosyntézy karnitinu

2.3.4.4 Exkrece endogenniho a exogenniho karnitinu

2.3.5 Fyziologicky vyznam karnitinu a acetyl-karnitinu v CNS
2.3.6 Transport L-karnitinu a acetyl-L-karnitinu pies HEB

3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Cil préace

3.2 Usporadani vlastniho pokusu

3.3 Stanoveni aktivity AChE

3.3.1 Princip Ellmanovy metody

3.3.2 Pouzity material a chemikalie

3.3.3 Pracovni postup Ellmanovy metody

4, VYSLEDKY

5. DISKUZE

5.1 Ellmanova metoda

5.2 Vliv soucasného podani L-karnitinu a MEOTA na aktivitu AChE
6. ZAVER



1. UVOD A CiL PRACE

Hematoencefalicka bariéra (HEB) je unikatni anatomicky membranovy systém,
ktery odd¢€luje prostor centralniho nervového systému (CNS) a systémového krevniho
fecisté, dovoluje prunik jen latkdm urc¢itého chemického charakteru, molekulové
hmotnosti a fyziologického vyznamu. Svym vyznamem udrzuje specifické prostiedi pro
fungovani CNS, chrani jej pted vlivem nékterych toxickych latek a metabolitu
pochazejicich ze systémového fecisté. Na druhou stranu ale vyznamné ovliviiuje prinik
nékterych terapeutik do CNS. Z diivodu omezené palety latek schopnych penetrovat
pies HEB do CNS, je stale obtizné 1é¢it néktera onemocnéni a infekce objevujici se
v oblasti CNS. Z tohoto divodu je dnes HEB a transportni mechanismy pies HEB
z4jmen mnoha studii a experimenti.

L-karnitin je latka s sirokou skalou fyziologickych ucinku. Mezi nejznamé;jsi patii
usnadnéni transportu aktivovanych mastnych kyselin pies vnitini mitochondrialni
membranu i zpétny transport toxickych zbytki beta-oxidace. Krom toho karnitin
zlepSuje metabolismus glukézy stimulaci enzymovych komplext
pyruvatdehydrogendzy a fruktokinazy. Jeho dalSi funkci je modulace koncentrace
koenzymu A a odstrafiovani riznych acylovych zbytkl z organismu. Posledné byly
objeveny specifické transportni proteiny pro L-karnitin ptitomné také v HEB.

Cilem diplomové prace bylo popsat z dostupné literatury poznatky o struktuie HEB,
popsat informace o transportnich mechanismech ptes HEB a jejich ovlivnéni. Déle
shrnout soucasné védomosti o tloze L-karnitinu ve fyziologickych d&jich. Cilem
experimentalni ¢asti bylo zjistit moznosti ovlivnéni u¢inku 7-methoxytakrinu L-
karnitinem. Jako ukazatel efektu bylo zvoleno stanoveni aktivity acetylcholinesterazy

(AChE) ve vybranych ¢astech mozku laboratorniho potkana.



2. TORETICKA CAST

2.1 Hematoencefalicka bariéra a transport latek

2.1.1 Hematoencefalickd bariéra

HEB tvoii unikatni systém, ktery tésné odd€luje prostor mozku od té€lniho ob&hu.
CNS obsahuje krevni kapilary, jejichZ struktura je odliSna od kapilar v ostatnich
orgénech. Tato strukturélni odliSnost vede k odlisné prostupnosti latek mezi kapilarami
a extracelularni tekutinou tkan€¢ mozku. Strukturdlnim podkladem HEB je systém céva
— astrocyt — neuron. Kapilary mozku a michy obratlovcili postradaji malé pory, které
jinak umoziuji rychlou vyménu latek mezi krevnim ob&hem a pfislusnou tkani.
Endotelie mozkovych kapilar jsou tésné spojeny, pomoci tzv. zonulae occludentes
nebo-li tight junctions. Soucasti t€snych spoju jsou vybézky astrocytarnich bunék.

V endotheliich nejsou vytvoreny fenestrace, ani se zde nevyskytuje rozsahlejsi
»pinocytarni zakladna®. Bunky, které vystylaji mozkové komory a neurogliové bunky
jsou v zasads trojiho typu.t

Astrocyty jsou vSude v CNS. Podle tvaru se rozliSuji na protoplasmatické astrocyty a
vlaknité astrocyty. Vybézky astrocyti hvézdicovité vyzatuji na vSechny strany
Z pomérné malého bunécného téla obsahujiciho jadro. Vybézky se mohou dale vétvit, az
v periferii prechazeji v tenka plocha rozsifeni, jez se prikladaji ke skupinam axoni a
K télim a dendritim nervovych buné¢k a lemuji je, zatimco jiné vybézky obdobnym
zpusobem obklapéji cévy. Sousedni vybézky nebo vybeézky sousednich astrocytii se pti
tom doplnuji a z&asti prekryvaji. Mezi vybeézky astrocytli ddle mohou vznikat
desmosomy a spojeni typu nexus. Na kapilarach tak pokryvaji asi 85% jejich zevni
plochy. Na druh¢ strané jsou vybézky astrocytii pfilozeny k télim i vyb&ézkiim
nervovych bunék, pro které udrzuji homeostatickymi mechanismy vhodné prostiedi.
Podileji se napt. na cirkulaci ionta K1

Oligodendrocyty jsou buniky mensi nez astrocyty, s kulatym nebo polygonélnim

télem, v némz je relativné velké jadro. T¢€lo téchto bunék vysila mensi pocet vybézk,



vétvicich se riiznymi sméry. Vybézky sousedicich oligodendrocytli maji mistni
vzajemnd spojeni typu nexus. Oligodendrocyty se vyskytuji jako satelitni buiiky kolem
tél neuront a jsou s Nimi v tésném kontaktu. Vyznam astrocytt a oligodendrocyti pro
Zivotni funkce a latkovou vyménu nervovych bunék vyplyva i z omezeni transportu
latek sténou kapilar z krve daného pritomnosti HEB.?

Pritomnost tight junctions mezi bunkami endotelu vede ke vzniku velmi vysokého
trans-endotelového elektrického odporu v rozmezi 1500-2000 Qcm? ve srovnani s 3-
33 Qem?, ktery je ptitomny u krevnich kapilar ostatnich organu. Tato vysoké hodnota
brani para-celul&rni difusi, kterd existuje v jinych organech. Cévy zasobujici mozek
maji ponékud mensi pramér a tenci sténu, nez cévy v ostatnich organech. Také hustota
mitochondrii v kapilardch mozku je vyssi, neZ v jinych organech. Vymeéna latek zde
probiha trans-celularn¢ a nebo pomoci specifickych transportnich mechanismt. Obecné
jen latky lipofilni charakteru mohou projit difusi membranami bunék endotelu kapilar
tvoricich HEB.!

Nekteré regiony CNS nevytvaieji klasicky typ endotelovych bun¢k bézny pro HEB.
Kapilary jsou zde podobné tém v periférii. Jedna se o tzv. cirkumventricularni organy.
Cirkumventrikularni organy jsou ohranicené, lehce vyvySené okrsky na sténéch II1. a
IV. mozkové komory, s ur¢itymi zvlastnostmi stavby ependymu, pfilehlych cév a
priléhajici glie. S vyjimkou subkomisuralniho orgdnu, ktery ma vyrazny sekrecni
charakter, se jedna predevs§im o mista, kde je vyrazné pozménéna HEB a umoznéna tak
snadnéjsi vymeéna riiznych latek, event. pisobkli mezi krvi a mozkomisnim mokem,
mezibunéénou tekutinou a nervovou tkani. Prostfednikem vymény latek jsou zde patrné
zvlast upravené ependymové tanycyty s rozvétvenymi, do nitra komory vy¢nivajicimi
silnymi vybézky. Tanycyty jsou navzajem spojeny pomoci zonulae occludentes, a proto
sténou komor v mistech, kde se tanycyty vyskytuji, nemiize pronikat mozkomisni mok.
V mistech, kde neni hematoencefalicka bariéra, se vybézky tanycytd stykaji s cévami.
Cirkumventrikul&rni organy zahrnuji organum vasculosum laminae terminalis
(tuberculum intercolumnare), organum subfornicale — subfornikalni organ, organum
subcommissurale — subkomisuralni organ, recessus pinealis, recessus suprapinealis a
recessus infundibuli, area postrema a neurohypofyzu.?

HEB ma také dodate¢ny enzymaticky aparat. Latky prochazejici bunécnou
membranu jsou nasledné podrobeny piisobeni degradacnich enzymd, které jsou
pritomny v bunikach endotelu ve velkém mnozstvi, stejné tak enzymy mohou byt

vV mitochondriich pfedstavujicich vysoce metabolicky aktivni bunécné organely.



Enzymy HEB detekuji a rychle degraduji vétSinu peptidii, véetné ptirozené se
vyskytujicich neuropeptidt. Dale je HEB posilena vysokou koncentraci P-glykoproteinu
(P-gp), transportniho proteinu pro aktivni eflux latek v luminalni membran¢ endotelu
mozkovych kapilar. Tento efluxni transportni systém aktivné odstranuje fadu latek,
vcetng 1€Civ, z cytoplasmy bunék endotelu, diive nez projdou do parenchymu mozku

(podrobngji viz dale).*

2.1.2 Mechanismy transportu latek pi‘es hematoencefalickou bariéru
2.1.2.1 Transport limitovany molekulovou hmotnosti vs. P-gp efluxni transport

Dlouho se vétilo, Ze rozhodujicim faktorem, ktery urcuje transport 1é¢iv do CNS pres
HEB, je lipofilita a molekularni hmotnost dané latky. Pardridge (1995) zjistili, Ze
lipofilita jako index transportu latek ptes HEB, plati piiblizné do molekulové hmotnosti
400-600 Da. Piedpokladali existenci molekularné hmotnostniho prahu na zéklad¢ toho,
ze v membran¢ fosfolipidové dvojvrstvy vznikaji doCasné kanalky, popripadé klicky, a
to na podklad¢ rotace okolo vazby uhlik-uhlik. Maximalni velikost takto vzniklych pori
je urcujici pro limity transportu zavislého na molekuldrni hmotnosti latek. Podle této
hypotézy, jestlize molekularni hmotnost 1é¢iva ptesahne rozmezi 400-600 Da, tak 1 ptes
jeho lipofilitu nemtze byt transportovano pies HEB ve farmakologicky vyznamném
mnozstvi.?

V rozporu s predchozi teorii novy koncept tvrdi, ze nedostatecny prinik nékterych
na luminalni membran¢ bun¢k endotelu kapilar mozku. Jasny in vivo dikaz o participaci
P-gp na snizené penetraci nékterych 1é¢iv pfes HEB byl ziskan pfi objeveni genu
mdrla, ktery ho kdéduje. K experimentu byly pouzity gen mdrla-knockout laboratorni
mysi. Méfenim hladin koncentrace 1€¢iv u mdr1 genu-knockout mysi, byly zjistény
vysSi koncentrace digoxinu, doxorubicinu a cyklosporinu A v mozku, nez u kontrolni
skupiny mysi, jejichz genom byl v potadku. Vysledky tohoto pokusu indikuji zavér, ze

P-gp je zodpovédny za aktivni eflux tchto ti - a patrné i fady dalich - 16&iv z mozku.”



2.1.2.2 Transport latek pfes HEB pomoci specifickych pfenasect

V endotelovych bunkach kapilar tvoficich HEB existuje nékolik transportnich
systému pro ziviny a endogenni latky. Jsou zde pfitomny hexosovy transportni systém
pro glukosu a manosu, transportni systém pro neutrdlni aminokyseliny fenylalanin,
leucin, isoleucin a dalSi neutralni aminokyseliny, transportni systém pro kyselé
aminokyseliny jako je kys. asparagova, transportni systém pro bazické aminokyseliny
lysin, arginin, histidin, transportni systém pro f-amino kyseliny, to je B-alanin a taurin,
dale transportni systém pro monokarboxylové kyseliny, pro laktat a mastné kyseliny
s kratkym fetézcem, napt. acetat. Taky jsou zde piitomny transportni systémy pro
cholin, jez ptenasi cholin a thiamin, aminovy transportni systém pro mepyramin,
transportni systém pro nukleosidy, ktery ptenasi purinové baze jako je adenin a guanin,
ale ne pyrimidinové baze. Posledni z transportnich systému je peptidovy transportni
systém pro malé peptidy jako je napf. vazopresin. Vyuziti rozdilt v afinité a maximalni
transportni aktivité téchto transportnich systéma HEB je zajimavou strategii jak

kontrolovat prostup a zadrzeni 1é¢iv v mozku.”

2.1.2.2.1 Hexosovy transportni systém

Glukodza je esencidlni pro funkci mozku a prochdzi HEB pfes specificky transportér.
Jelikoz je kapacita glukzového transportéru v HEB vyznamné vys$si (1420nmol/min/g
tkdn€), nez u ostatnich transportéru pro ziviny, predpokladé se jeho vyuziti i pro pfenos
jinych latek, véetné 16¢iv. Existuji dva typy transportéru pro glukézu, Na* - zavisly a
Na" -nezavisly, které jsou rozdéleny do rodiny SGLT a GLUT. V luminalni membrané
bunék endotelu kapilar mozku, stejné jako v choroiddlnim plexu a v neurondlni
membrané je pFitomen Na' nezavisly glukozovy transportér, GLUT1, ktery pfenasi z
plazmy D-glukézu a mandzu, ale ne L-glukézu. Zajimavosti je, ze stupen glykosylace
GLUTL1 se lisi podle mista exprese, coz vede k rozdilné molekulové hmotnosti 54, 47 a
42 kDa v kapilarach mozku, choroidalniho plexu a v neuronalnich bunkach. Pouziti
chemoterapeutik k 1é¢bé mozkovych nadord je limitovano jejich vSeobecné nizkou
penetraci pres HEB. MozZnosti, jak zvysit transport takto Spatné prochazejicich latek

HEB, je modifikovat tyto latky tak, aby byly transportovany do mozku hexosovym



transportérem GLUTL, protoZe mozkovy typ transportéru GLUT1 ma vysokou hodnotu
maximalniho transportniho poméru Vmax. Exprese GLUT1 je v rozsahu okolo 6.10°
molekul na jednu bunku endotelu kapilar mozku. Exprese pirenase¢e GLUT]1 je
regulovana hladinou glukozy v krvi a jeho tilohou je udrzeni konstantniho piivodu
gluk6zy do mozku navzdory jeji ptirozens kolisajici hlading v krvi.®*®

Glukézovy transportér je potencialné pouzitelny pro pienos membranove
neprichodnych latek a nékteré studie zjistily, Ze cukerna analoga mohou prechazet
bariéry prave za vyuziti jeho transportni aktivity. Studie ukazaly, Ze néktera L-serinyl-f3-
D-glukosidové analoga odvozen4 od Met® enkephalinu byla pienasena pies HEB a
navodila proto dlouhou a silnou analgesii po intraperitonealnim podani u laboratornich
mysi, zatimco neglykosylovany peptid nevykazal takovy efekt. Modifikace D-glukozy
O-methylsulfonylem byla také zkouSena pro transport alkyla¢niho cytostatika busulfanu
do mozku. Mimoto byla také testovana glykosylace opioidniho peptidu dermorfinu. Zda
se byt pravdépodobné, ze GLUT1 transportér je zodpovédny za transport téchto
glykopeptidovych proléciv do mozku a z vysledku vyplyva, Ze glykosylace mize byt
slibna cesta, jak transportovat 1é¢iva s aktivitou v CNS, ale nizkou schopnosti priniku
pies HEB.

Ackoliv do soucasnosti nebylo s uréitosti prokazano, jestli Na*-zavisly hexosovy
transportér SGLT je pfitomen v buitkdch HEB, nedévna studie napt. svédci o participaci
SGLT v pienosu cykasinu pies HEB. Cykasin (methylazoxymethanol 3 -D-glukosid)
byl zjistén jako vyznamny etiologicky faktor Parkinsonovy nemoci. V uvedené studii
byl sledovan piijem cykasinu do in vitro kultivovanych endotelovych bun¢k kapilar
mozku skotu. Piijem se déje v mnozstvi zavislém na davce, s maximem pii koncentraci
10 uM. Jev byl pozorovan pfi inhibici ptenase¢e SGLT pomoci a-methyl-D-glukosidu a
dinitrofenolu (inhibitory energetického metabolismu) a ziméné extracelularniho NaCl

za LiCl. ®
2.1.2.2.2 Transportni systém pro aminokyseliny

Transportéry pro aminokyseliny se bézné rozd€luji na zakladé vlastnosti, které
charakterizuji jejich funkci a to podle zavislosti na sodikovém iontu a podle substratové
specifity. Na zaklad¢ substratové specifity pak mohou byt zhruba rozdéleny do tii typt
a to v zavislosti na naboji substratu, jestli tedy jde o anionickou, kationickou, nebo

neutrdlni aminokyselinu. Podle toho lze napf. rozliSovat pfenasece pro velké neutralni



aminokyseliny (systém L), transportéry pro kationické aminokyseliny (systém y™) ,
ptitomné v HEB jako na sodikovém iontu nezavislé systémy. Mezi pienasecové
systémy piitomné v HEB a zavislé na sodikovém iontu se fadi transportéry pro
aniontové aminokyseliny, systém X', transportéry pro neutralni a nebo kationicke
aminokyseliny, Systémy A, B® a ASC a B-aminokyselinovy systém. *°

Mezi transportni systémy zivin pres HEB patii transportni systém L pro velké
neutralni aminokyseliny, jako jsou fenyalanin, tyrosin a leucin. Ten ma nejvyssi
maximum poméru permeability, vyjadieny jako Vmax/Km (2,6), kde Km vyjadiuje
Michaelisovou konstantu. Na*-nezavisly systém L je symetricky piitomen na obou
plochach membrany, tj. v luminalni a abluminalni membrané bunék endotelu kapilar
mozku. Predpoklada se, ze tento systém je dilezity pro transport 1éCiv, protoze systém L
ma Sirokou substratovou specifitu pro relativné velké molekuly. Déle se predpoklada, ze
transportni systém L transportuje centraln¢ pasobici léky, jako jsou L-dopa, gabapentin
i néktera dalsi antiepileptika. Nedavno byl objeven gen pro jeden z podtiidy
transportéru systemu L, byl klonovan a pojmenovan LAT-1. LAT-1 byl detekovan
v celém mozku pomoci metody Northerm blot a proto muze byt pfitomen i
v endotelovych buiikach kapilar mozku. Na druhou stranu Na-zavisly systém A,
transportujici malé a neutralni aminokyseliny, napt. prolin, alanin, glycin, methionin a
glutamin, je pfitomen jenom na abluminalni strané. Systém ASC transportuje malé
neutralni aminokyseliny, napf. alanin, serin a cystein. Systém y', zprostiedkovava
transport kationickych aminokyselin, nap. lysinu, argininu a ornitinu Na* - nezavislym
mechanismem. CAT-1 a CAT-2 byly klonovany jako systém y* pienasece. Ackoliv oba
jsou pfitomny v mozku, jenom CAT-1 se zda byt i v HEB. Na" kotransportér, B®*-
systém zodpovédny za prenos analogu N-(methylamino)isoméselné kyseliny (MeA1B)
a velkych neutralnich kyselin, je také zastoupen na abluminalni strané membrany. V
HEB se dale nachazi systém X', transportujici anionické aminokyseliny, jako jsou
asparagova a glutamova kyselina. Naopak transportni systém T, specificky pro transport
aromatickych aminokyselin, neni pfitomny v HEB. 714

Léciva patiici mezi analoga aminokyselin (napt. L-dopa, a-methyl-dopa, gabapentin
atd.) mohou byt vyuzita jako centralné aktivni latky. Pfedpoklada se, Ze jsou pienaseny
pomoci transportnich systému pro aminokyseliny. Transport gabapentinu, nov¢jSiho
antikonvulziva, transportnim systémem L ukazal, Ze je dvojsmérny. Experiment se

provadél na laboratornich potkanech. Propustnost HEB pro influx a eflux 1é¢iva byla



0,042 a 0,36 ml/min. Experiment tedy ukézal, Ze gabapentin je efektivnéji
transportovan z extracelularni tekutiny mozku do plazmy ne? naopak.>**

N¢ékteré aminokyseliny jsou prekurzory neurotransmiterti. Plazmaticka koncentrace
neutrdlnich aminokyselin po straveni potravy obsahujici 40% proteinli u potkanti
vzrostla 0 1mM, coz je vice nez desetinasobek normalni hodnoty. AvSak zména
koncentrace v mozku je zanedbatelnd, protoZe hodnota Km pro neutrdlni aminokyseliny
je okolo 30 uM, coZ vede k rychlé saturaci pfenasece a proto jen k malé zméné v
transportu pres HEB. Po podani L-dopy spole¢né se stravou bohatou na proteiny
dokonce koncentrace L-dopy v mozku klesla diky jejimu kompetitivnimu vytésnéni z L
systému zpiisobenému zvySenou hladinou neutralnich aminokyselin v plazmé. Pii
oralnim podani 100mg/kg fenylalaninu laboratornimu potkanu bylo zjisténo
pozitronovou emisni tomografii pfechodné (cca 60 min) zvySeni jeho plazmatické
koncentrace v riiznych oblastech mozku, pfi soucasné redukei ptijmu
[*'Claminocyklohexankarboxylétu, coZ je analog velké neutralni aminokyseliny. Jeho
influx do celeho mozku klesl po podani fenylalaninu z 0,036 na 0,019 ml/g/min. Tento
experiment dokazal, Ze prenos aminokyselinovych 1é¢iv za vyuziti transportniho
systému L s relativné nizkou hodnotou Km mize byt — mimo dalsi faktory — silné
zavisly na kompetitivni inhibici.?

Mezi transportni systémy pro aminokyseliny patii také § -alanin transportni systém
HEB. Tento pienasecovy Systém s vysokou mirou vazebnosti byl objeven na zakladé
studia kultury hovézich endotelovych bun¢k mozkovych kapilar. Piijem 3-alaninu je
zavisly na sodikovych a chloridovych iontech. Aminokyseliny 3 jako je 3 -alanin, taurin
a hypotaurin silné inhibuji pfijem B-alaninu, zatimco a- a y-aminokyseliny maji nizky
nebo zadny inhibi¢ni Gcinek. Tato zjisténi potvrzuji, ze f-alanin je aktivné
transportovan za vyuziti hnaci sily fizené vnitinim gradientem Na* a Cl, vlastné se
jednd o piiklad sekundarn¢ aktivniho transportu. Taurin je transportovan pomoci
transportniho systému pro B-alanin, ktery je pfitomen jak na luminalni, tak abluminalni
membrané endotelu bunék kapilar mozku, jde o Na* a CI” zavisly transport. Dlouho se
také véfilo, Ze pro neuromediator L-glutamat existuje transportni systém jen na
abluminalni membran¢ bunck, tvoticich kapilary zasobujici mozek a proto glutamat jen
obtizné prochazi HEB do extracelularni tekutiny mozku. Avsak posledni studie
vyuzivajici perfuzi mozku in situ svédéi o tom, Ze glutamat je piijiman z luminalni
membrany v HEB pies Na* -nezavisly a saturabilni transportni systém. Transportni

koeficient glutamatového transportniho systému se pohyboval in situ v rozmezi od



0,7440,07 pl/s na jeden gram v parietalni kufe, 0,44+0,07 ul/s na jeden gram

v hipokampu. Vlastni transport L-glutamatu byl sniZen v ptitomnosti L-aspartatu ¢i L-
homocysteinu, L-cysin tento transport nesnizoval. Samotny L-glutamat zvySoval prinik
D-melfalanu, ktery jinak ptes HEB neprochézi °,

HEB dale obsahuje 6-(4-nitrobenzyl)thio-9-B-D-ribofuranosylpurin-senzitivni (es)
transportni systém s nizkou afinitou, ale s vysokou kapacitou pro saturabilni transport
pyrimidinovych bazi, napf. thyminu. Tento es-systém muze napf. pfenaset
deoxycytidin a uridin. Pfikladem nukleosidového analogu transportovaného HEB je
tiazofurin (2-B-D-ribofuranosyl thiazole-4-carboxamid). Jednosmérny transport
[*H]tiazofurinu, ktery byl zm&fen pomoci perfuze kapilar mozku prasete, byl vyznamng
sniZen v pfitomnosti neznaceného tiazofurinu, ale nebyl ovlivnén adenosinem nebo
dipyridamolem. Tyto vysledky sice potvrzuji, Ze transport tiazofurinu z krve do mozku
se uskuteciiuje pomoci transportniho systému, ale jen ¢astecné pomoci nukleosidového
transportniho systemu. Uvedené poznatky mohou poskytnout zakladni informace, jak
dodat pomoci ptfenaSeCovych systémt pfes HEB do mozku protirakovinné nukleosidoveé

derivaty k 16¢b& malignich onemocnéni mozku. °

2.1.2.2.3 Transportni systémy pro monokarboxylove kyseliny

Transportni systém pro monokarboxylove kyseliny v HEB transportuje laktat,
pyruvat, monokarboxylové kyseliny o kratkém fetézci jako acetat a ketolatky,
B-hydroxybutyrat a acetoacetat, jejichz piitomnost je nezbytna pro metabolismus CNS.
Dukaz o téchto transportérech prvné pochazi ze studii pouzivajicich metodu s indexem
BUI (brain uptake index), ukazujici pfi sledovani hladin kyseliny mlééné v mozku na
vyznam stereospecifity a zavislosti na pH. °

Pfi experimentu, u kterého byl in vivo pouzit zptisob podani latky do karotidy a
nasledné¢ in vitro metoda zkoumani priicchodu latek bunécnou kulturou hovézich
endotelidlnich bun¢k kapilar mozku, byla zjiSténa vyznamna kompetitivni inhibice
transportu [*H]acetatové kyseliny kyselinou salicylovou a valproovou, kdeZto di- a
trikarboxylové kyseliny a cholin nevykazovaly tyto inhibi¢ni ucinky. Uvedené vysledky
naznacuji, ze kysela 1é€iva obsahujici monokarboxylovou skupinu prochdzi HEB
pomoci vlastnich prenasecu. U dalsiho experimentu, pii kterém byl méfen transcelularni
transport a luminalni piijem farmakologicky aktivnich inhibitora 3-hydroxy-3-

methylglutaryl koenzymu A (HMG-CoA), jako jsou simvastatin (nejvice lipofilni



derivat), lovastatin a pravastatin, pomoci znatené lipofilni [**C]simvastatinové kyseliny,
se ukézalo, Ze tyto latky jsou transportovany proton/monokarboxylovym ko-
transportérem. VSechny tyto latky obsahuji monokarboxylovou skupinu. Méné¢ lipofilni
pravastatin mél nizsi afinitu k pfenaSeCovému proteinu, coz se projevilo inhibi¢nim
efektem na piijem [**C]simvastatinové kyseliny. Simvastatin, prolé&ivo simvastatinové
kyseliny, je znam svym vedlejSim efektem zplisobujicim spanek, zatim pravastatin toto
ziejme nezpusobuje. Uvedend pozorovani svéd¢i o tom, ze se tato 1é¢iva navzajem lisi v
schopnosti prochazet HEB, ackoliv obecné v§echny piechazi HEB pies pH-dependentni
monokarboxylovy transportér. Vyznamny faktor v tomto sméru ptedstavuje jejich
lipofilita. Nejvice hydrofilni derivat, pravastatin, byl nejmén¢ schopny piechazet HEB a
pusobit nezadouci vedlejsi ucinky, ackoliv prochazi intesticialni epithelialni membranu
pomoci specifického prenasece pro monokarboxylové kyseliny. Tato absence vedlejSiho
ucinku pravastatinu na CNS je pfipisovana jeho velice nizké afinité k pfenaseci
monokarboxylovych kyselin. Proto strategie, jak se vyhnout pfipadnému nezaddoucimu
ucinku, maze spocivat v redukci afinity 1é¢iva k ptisluSnému transportéru v HEB.'?

Proton/monokarboxylatovy ko-transportér (MCT1) byl klonovan ze stfeva potkana.
MCT1 cDNA je 3320 parti bazi dlouhd a kdduje tento transportni protein skladajici se
z 494 aminokyselin o celkové molekulové hmotnosti 53 235. Pomoci metody Northerm
blot hybridizace byl MCT1 identifikovan v HEB, ale i v jinych tkanich. Zaroven byl
MCT]1 nalezen na obou, tzn. jak luminalni, tak ablumindlni stran¢ membrany
endotelovych bunék kapilar mozku. Tyto vysledky ukazuji, ze funkci MCT1 v HEB je
zajistovat dvoj-smérny transport mlééné kyseliny a ostatnich monokarboxylovych
kyselin s molekulovou hmotnosti do 200Da. Dostatek protonovych iontd, které
poskytuji hnaci silu pro fungovani a piipadné zesileni transportu monokarboxylatu
pomoci MCT1 z plazmy do extracelularniho prostoru mozku zajistuje Na'/H" pumpa
existujici na luminalni membrané bunék kapilar mozku. Nadbytek MCT1 v kapilarach
mozku narozenych mysi naznacuje vyznamnou roli tohoto transportéru v pfenosu
energeticky bohatych latek do neonatalniho mozku. Za normalnich fyziologickych
podminek u dospélych jedinct usnadiuje MCT1 eflux laktatu vznikajiciho z glukozy
v mozku do krve. °

Ackoliv antikonvulzivum kyselina valproova je zndma tim, ze inhibuje transport
laktatu, pyruvatu a mastnych kyselin o kratkém fetézci, jako je acetat pres HEB, je
pienasena pomoci prenasece pro sttedné-dlouhé mastné kyseliny. Hodnota

Michaelisovy konstanty se pohybuje mezi 10 a 20mM, v zavislosti na konkrétnich



oblastech mozku. Pfenos znacené valproové kyseliny ptes HEB nebyl inhibovan za
sou¢asné piitomnosti mastnych kyselin o kratkém fetézci (méné nez C,), dale a-keto
kyselinami, ale byl vyznamné¢ snizen pisobenim mastnych kyselin o sttedn¢ dlouhém
fetézci (Cg-Ci12), coz vedlo k zavéru, ze transportni protein pro pienos
monokarboxylovych kyselin o sttedné dlouhém fetézci neni zodpovédny za luminalni
piijem valproové kyseliny. Zaroven se zjistilo, Ze octova kyselina, probenecid a
dikarboxylové kyseliny jako glutarat, ptijem valproové kyseliny zvySovaly. To je

pripisovano inhibici efluxniho mechanismu pro kys.valproovou.1

2.1.2.2.4 Transportni systémy pro aminy

Transportni mechanismy 1é¢iv typu aminu nebyly dosud pIné objasnény, az na
nékolik 1€Civ, u kterych byla zjisténa pasivni difuze a podil pfenaseCovych systémd.
Endogenni hydrofilni amin cholin je pfijimédn pfenaseCovym systémem. Experimentalné
bylo zjisténo, Ze pijem radioaktivng znaceného [*H]cholinu byl inhibovén latkami
obsahujicimi amin (eperison, skopolamin, thiamin, isoproterenol a hemicholinium-3),
zatimco obojetné ionty nebo anionty nevykazovaly inhibi¢ni u¢inky. Pfedchozi nalezy
moznosti transportu aminovych slozek HEB naznacuji nejméné dva navzajem odlisné
pienasecové systémy pro cholin a aminova léciva. Ptikladem muze byt objasnéni
transportu H;-antagonistti. Tento transportni mechanismus pro Hj-antagonisty mize mit
vyznam pro nezadouci tlumivy efekt, ktery je pravdépodobné zptsoben blokadou Hj-
receptortl v mozku. U experimentl provadénych za Gcelem objasnéni piijmu a
transportu klasického H;-antagonisty [*H]mepyraminu pomoci monolayeru primérni
kultury hovézich endotelidlnich bunék byl zjistén jeho saturabilni transport do mozku.
Piijem byl inhibovan 1é¢ivy typu aminu jako je chlorfenylamin, difenhydramin a jinych,
ale nebyl napf. inhibovan cholinem, hemicholiniem-3 a Ié€ivy ve form¢ aniontd.
Nekolik zastupct Hy-antagonisti jako je azelastin, ketotifen, cyproheptadien, emedastin
a cetirizin kompetitivng snizuji pijem [*H]mepyraminu u monolayeru primérni kultury
hovézich endotelovych bunck na 8.6, 15.1, 15.8, 28.5 a 75.1 % oproti kontrolnimu
vzorku. Tyto vysledky ukazuji, ze tyto latky sdili spoleéné transportni mechanismy
S mepyraminem. Ze vSech téchto latek m¢l nejmensi inhibi¢ni efekt cetirizin, jehoz
postranni fetézec je karboxylovan. Toto odpovida piedstave, ze pokud je polovina

molekuly antihistaminika ve formé& aniontu, coz je piipad cetirizinu, klesa afinita pro



pfenase¢ v HEB, coz mlize zna¢né snizit, ¢i Gplné eliminovat nezadouci efekt

v mozku.>!

2.1.2.2.5 Transportni systémy pro nukleosidy

Transportéry pro nukleosidy jsou pfitomny v réiznych tkanich a zahrnuji Na*- zavislé
a Na'-nezavislé pienasece. Oba jsou dale rozdéleny na nékolik rodin, v zavislosti na
substratové specifité. Funkéné mame dva usnadnéné Na'-nezavislé transportéry, které
maji Sirokou substratovou specifitu. Tyto dva transportéry se vyznacuji odliSnou
citlivosti K NBMPR (nitrobenzylthioinosine), jmenovité es- typ (citlivy k NBMPR) a ei-
typ (necitlivy k NBMPR). Na'- zavislé transportéry zahrnuji pét ¢lenti od N1 po N5,
rozliSenych na zakladé substratové specifity. Nékteré z téchto transportérta byly
podrobngéji prostudovany. Aktivita nukleosidového transportu byla zkoumana jak in
vivo, napf. pomoci metody perfuze mozku, stejné jako in vitro metodami za pouziti
kultury endotelidlnich bun¢k. VSeobecné vyssi permeabilitu maji nukleosidy odvozené
od purinovych bazi ve srovnani s pyrimidinovymi nukleosidy. Adenin, adenosin,
guanosin a inosin vykazuji vyznamnou distribuci do mozku, zatimco distribuce cytidinu
a thymidinu je zanedbatelna. Distribuce uridinu do mozku je relativné nizka, ale
saturovatelna. Vysledky ukazuji, Ze oba purinove a pyrimidinove nukleosidy mohou byt
transportovany, dale purinové nukleosidy maji vyssi permeabilitu, pravdépodobné
z diivodu fyziologické potieby zasobeni purinovymi nukleosidy. Adenosinovy
transportér v HEB ma vysokou afinitu, s hodnotou Km mezi 1 a5 uM a
Na*dependentni permeabilitu. Podle ¢lenéni nukleosidovych transportéri patii pfenased
pro adenosin mezi Na*dependentni a na NBMPR necitlivé, coz vylucuje es- typ
transportéru. Transportér pro thymidin byl verifikovan ve vepifovém srdci jako es- typ,
stejn€ jako NBMPR necitlivy, nebo na sodiku zavisly N2-typ prenasece. Tyto rozdily
Vv zafazeni jsou pravdépodobné zplisobeny mezidruhovou odlisnosti. Jak es- tak ei-typ
transportéru byly identifikovany v tkani mozku, podobné byly Na*dependentni
transportéry identifikovany v HEB. Gemcitabin (2,2°-difluorodeoxycytidin) je
transportovan es-typem nukleosidového transportéru s hodnotou Km 329uM a na
sodiku zavislym, pyrimidin-selektivnim, N2-typem transportéru CTN1, s hodnotou Km
18,3uM. Dale CTNI1 pienasi antivirotikum 3"-azido-3"-azidodeoxythymidin (AZT) a
2",3"-dideoxycytidin (ddC). Na druhou stranu, AZT a ostatni 1é¢iva jsou efluxné

ptenaseny z mozku ptes HEB, coz vede k jejich sniZené distribuci v mozku. Tento



efluxni proces Ize inhibovat za pouZiti anionickych latek, napt. probenecidem ¢i p-

aminohippuronovou kyselinou.** "%

2.1.2.2.6 Ostatni transportni systémy zodpoveédné za pienos latek HEB

Transportni studie, pii které bylo pouzito primarni kultury vepfovych endotelovych
bunék kapilar mozku, naznaéila existenci Na*-nezavislénho a saturovatelného (Km =
28lUM) transportniho systému pro L-karnitin. Luminalni pfijem L-karnitinu pies tento
saturovatelny pfenaSeCovy systém byl inhibovan butyrobetainem, zatimco abluminalni
piijem L-karnitinu byl snizen fenylalaninem, leucinem a inhibitory L-systému. Tyto
vysledky naznacuji, ze L-karnitin vstupuje do mozku ptes luminalni membranu v HEB
pies Na'-nezavisly transportni systém a jeho eflux pies abluminalni membranu z mozku
se d&je za uziti transportniho systému pro aminokyseliny.

VySe popsany lumindlni transportér pro L-karnitin se zda byti funkéné rozdilny od
transportéru oznacovaného jako ,,organic cation/carnitine transporter (OCTN?2),
protoze OCTN2 piijima L-karnitin Na'-zavislym zptisobem a existuje hojné
v ledvinéch, kosternich svalech, srdci a v placentg, ale jen nepatrné v mozku.
Farmakologicka 1é¢ba pacientt s Alzheimerovou chorobou dnes nabyva na své
dilezitosti a acyl-L-karnitiny patii mezi kandidaty na novy lék. Hladina acetyl-L-
karnitinu v mozkomi$ni tekutin¢ byla po jeho podavani vyrazné vyssi, coz reflektuje
jeho dobry prinik ptres HEB, ackoliv neni pfesné jasné, zdali je acetyl-L-karnitin
transportovan pies saturovatelny transportni systém, nebo pouze mechanismem pasivni

difuze.*?

2.1.2.2.7 Ptenos peptidl pres HEB

2.1.2.2.7.1 Pfijem peptidl pfes HEB za pomoci pienaSecovych systémil

JiZ bylo popsano n¢kolik transportnich systému pro malé peptidy. Z diive
objevenych zmifime specializovany transportni mechanizmus pro neurotropin a cytokin.
Mezi pozdéji objevené patii naptiklad prenaseCovy systém pro glutathion. Pfi studiu
transportu redukovaného glutathionu (GSH) pies HEB pomoci **S znageného GSH byl

zjistén saturovatelny transport s hodnotou Km 5.8 mM. Ze studie funkéni exprese RNA



ziskané z kapilar hovéziho mozku v oocytech Xenopus laevis, byla zjisténa piitomnost
Na* zavislého transportéru GSH.”

Dalsimi jsou transportéry oligopeptidi PepT1la PepT2 identifikované u potkana,
kralika a ¢loveka. PepT1 je prenaSeC o nizké afinité, ale vysoké kapacité, ptitomny ve
velkém mnoZstvi v tenkém stifevé a v menSim mnoZzstvi v proximalnich tubulech ledvin.
PepT?2 je transportér o vysoké afinité a nizké kapacité, jehoz exprese je naopak nejvyssi
v ledvinach. S protonem spiazeny transportér PepTla PepT?2 zajistuje piijem di- a
tripeptidi pomoci existujiciho vnitiniho protonového gradientu a negativniho
membranového potencialu. Oba tyto pfenasece jsou fyziologicky a farmakologicky
velice vyznamné, protoze zajist'uji absorpci malych peptidii a peptidomimetickych 1é¢iv
ve stfevé a jejich reabsorpci v ledvinach. Pep T2 byl také nové objeven v mozku
potkana. Obecné tyto pfenaSeCové proteiny transportuji v travicim traktu oralné
podavand p-laktatova antibiotika, inhibitory angiotensin konvertujiciho enzymu (ACEI)
a lé&iva charakteru peptida.

Mezi pienasece oligopeptidii objevené v mozku patii jest¢ HPT zodpovédny za

prenos histidinovych oligopeptidi a histidinu samotného. °

2.1.2.2.7.2 Ptenos peptidu pies HEB pomoci adsorpci zprostiedkované transcytozy
(AMT)

AMT je spusténa elektrostatickou interakci mezi pozitivné nabitou polovinou
peptidového fetézce a negativné nabitym povrchem domény bunééné membrany. Tento
proces nezahrnuje specificky membranovy receptor. Pfi navazani kationické slozky
k plazmatické membrané se nastartuje endocytoza, nasledovana vytvoienim endozomu.
Koncept pienosu peptidii ptes HEB pomoci AMT byl prvné navrzen pro kationizovany
albumin. Ackoliv nelze pfedpokladat specifické zacileni transportu pomoci AMT
vyluéné do mozku z divodu existence tohoto mechanismu i v ostatnich tkanich, zda se
byt jeho nizsi afinita a vyssi kapacita vyhodnéjsi pro prenos peptidi ptes HEB ve
srovnani s receptory zprostifedkovanou transcytézou (RMT). V n¢kolika studiich byla
sledovana AMT syntetickych peptidi, které jsou rezistentni k enzymatické destrukci a
nesou kladny naboj. Jedna se vlastné€ o vhodnou chemickou modifikaci endogennich
peptidi. Ptikladem miiZe byt ebiratid, synteticky peptidovy analog

adrenokortikotropniho hormonu, ktery byl rovnéz testovan u 1écby Alzheimerovy



choroby. Tento synteticky peptid je pozitivné nabity, jeho izoelektricky bod je 10 a je
rezistentni k G¢inku peptidaz diky vhodné chemické modifikaci ¢asti tvorené endogenni
aminokyselinou. Internalizace [**°1]ebiratidu byla studovéna u primarni kultury
hovézich endotelovych bunék. Ugast AMT pfi jeho transportu pies HEB potvrzoval
inhibi¢ni efekt polykationickych peptidi a chovani inhibitorit endocytozy.

K demonstraci transcytdzy ebiratidu pfes HEB bylo vyuzito kapilarni deple¢ni studie
(metoda pouzivajici ke kvantifikaci transcytozy pies HEB perfuzat, ktery obsahuje
radioaktivné znaCenou testovanou latku a radioaktivné znaceny marker) a
mikrodialyzaéni metody. Po desetiminutové infuzi [**1]ebiratidu do karotidy byl
vypreparovan a homogenizovan mozek potkana. Jak v dialyzatu, tak v supernatantu

z homogenatu mozku byla pomoci HPLC stanovena hladina nemetabolizovaného
ebiratidu. Bylo tak zjiSténo, Ze do mozku prochazi vice nez 80% radioaktivné
znaceného ebiratidu v nezménéné forme€. Podobna studie byla provedena pro E-2078,
analog dynorfinu, ktery m¢l vysokou afinitu k opioidnim receptorim a po systémovém
podani vykazoval analgetickou aktivitu. Ostatni velké molekuly, které pronikaji HEB
pomoci AMT, zahrnuji rizné polykationické proteiny, jako je B-endorfin-kationizovany
komplex, histony a avidin.’

V jiném piipadé, kdy $lo o uréeni strukturalni specifity AMT v HEB pomoci
srovnani nékolika syntetickych peptidu, které maji rozdilnou velikost molekuly,
bazicitu, hydrofobicitu a karboxy-terminalni strukturu, bylo pouzito primarni kultury
hovézich endotelidlnich bunék. Stabilni stav piijmu modelového bazického peptidu
001-C8, H.MeTyr-Arg-MeArg-D-Leu-NH(CH2)NH,, byl zavisly na teploté a
koncentraci a byl vyznamné¢ snizen v pritomnosti dansylkadaverinu, protaminu a nebo
poly-L-lysinu. Piijem peptidi modifikovanych 1,8-oktandiaminem, 1,5-
pentandiaminem, 1,2-ethandiamninem, nebo ethylamidem a peptida s volnym
karboxylovym koncem byl naopak zvy$en. Konstanta polovi¢ni saturace a maximalni
kapacita ptenosu téchto peptid byly v rozsahu 0.2 do 134 uM a 1.1 do 408 pmol/mg.
Tyto hodnoty dobie korelovaly s bazicitou molekuly. Vysledky ukazuji, Ze nikoliv
pocet aminokyselin, které tvoti peptid, ale terminalni karboxyl a bazicita molekuly jsou

uréujici pro prenos AMT systémem pies HEB.®



2.1.2.2.7.3 Pfenos peptidi pies HEB pomoci receptorové zprostredkované
transcytozy (RMT)

Peptidy, které jsou farmakologicky aktivni, ale neprochazeji membranami, mohou
byt specidlné upraveny tak, ze mohou byt pfeneseny pomoci RMT. Takto modifikované
peptidy jsou nazyvany ,,chimeric peptides“. Transferrinovy receptor (TfR) je
transmembranovy glykoprotein skladajici se ze dvou 90-kDa podjednotek Disulfidicky
mustek spojuje tyto dvé podjednotky a kazda z nich maze vazat jednu molekulu
transferrinu. TfR je exprimovan nejvice v hepatocytech, erytrocytech, buiikach stiev,
monocytech a edotelialnich buiikach HEB. V mozku je exprimovan zejména v bunkach
choroidalniho plexu. Nasmérovani 1é¢iv na TfR mize byt dosazeno pouzitim
endogenniho ligandu, transferrinu, nebo pomoci protilatky OX-26 namifené proti TfR.
Transferrinovy receptor, ktery je hojné ptitomny v HEB a OX-26 protilatka, coz je 1gG2
monoklonalni mysi protilatka proti potkanimu TfR, mohou byt vyuZity jako vektory
k pfenosu latek pfes HEB. Monoklonalni protilatka OX-26 se vaZze k vnéjsimu epitopu
TfR, ktery je odlisSny od vazebného mista pro pfirozeny ligand. Proto vazba OX-26
nijak neinterferuje s vazbou samotného transferinu. Transport protilatky OX-26 do
mozku byl zkouman metodou kapilarni deplece. Vysledky ukazaly, Ze RMT vyuZivajici
protilatka OX-26 je pouzitelna pro cileny transport (,,targeting*) peptid pfimo do
mozku. Monoklonalni protilatka OX-26 byla take vyuzita pro diagnostiku
Alzheimerovy choroby a to pro doru¢eni markeru -amyloidového peptidu (AB), ktery
se vaze k jiz dtive existujicim amyloidnim plakim za tvorby chimernich peptidti z OX-
26. Diky modifikaci cilového peptidu monoklonalni protilatkou OX-26 tak bylo
dosazeno zvysené permeability HEB. V dusledku toho rovnéz klesl plazmaticky
clearence AP z 10.1 na 1,2 mL/min/kg , ¢imz se jeho plazmaticka koncentrace zvysila
priblizné desetindsobné. RMT, vyuzivajici monoklonalni protilatky, je ucinny nastroj
pro transport peptidl pfes HEB, protoze vede ke zvySeni membranové permeability a

k poklesu jejich plazmatické clearence. ** *°

2.1.2.2.8 Systém zajistujici eflux 1éciv

Pted rokem 1992 byly studie transportu 1é¢iv do mozku primarné zaméteny na

influxni mechanismy z cirkulujici krve do mozku. N&hled na celkovou koncepci HEB



byl revidovan poslednimi zjisténimi, které ukazaly ze P-gp, exprimovany na luminalni
membrané endotelialnich bunék kapilar mozku, funguje jako efluxni pumpa, coz vede
k restrikci akumulace nékterych cytotoxickych nebo lipofilnich 1é¢iv. P-gp patii do
rodiny tzv. ATP-binding cassette (ABC), coZ znamena, Ze tyto pienaseCové proteiny ke
své ¢innosti potiebuji ATP. Identifikace P-gp jako aktivniho efluxniho transportéru
v HEB tak zménila dosavadni pohled na HEB a to od modelu statické membranoveé
bariéry na dynamické rozhrani, které obousmérné reguluje pohyb latek mezi mozkem a
plazmou za ptisobeni aktivnich transportnich mechanizmi. Nejvice presvédcivy dikaz
pro P-gp zprostiedkovany eflux je demonstrace vyznamné zvysené distribuce fady 1é¢iv
do mozku mysi, které postradaji gen mdrl, ktery kdduje expresi P-gp v mozku. U téchto
mysi byla v mozku zvysena distribuce nékterych cytostatik, imunosupresiv i dalSich
1é¢iv, které jsou substraty pro P-gp ve srovnani s normalni populaci. Ukazalo se take, Ze
distribuce cytostatika doxorubicinu v mozku potkani za podminek nedostatku ATP
zpusobeném piechodnou ischemii mozku vzrostla pfiblizné sedmnactindsobné. Kdyz se
hodnota ATP v mozku obnovila, distribuce 1é¢iva klesla opét k normalu. Jelikoz
transport P-gp vyZaduje ATP jako energeticky zdroj, depleci ATP poklesne aktivita P-
gp zprostiedkovaného transportu, coz nasledné vede ke zvySeni hladin jeho substrati v
mozku. Nedavno byly popsany dalsi efluxni transportni systémy pro n¢kolik 1é¢iv. Byla
tak prokédzana existence i jinych efluxnich transportnich systému, nez pouze P-gp. U
salicylatu, benzoatu a probenecidu se myslelo, Ze jsou pienaseny z intersticialni tekutiny
do plazmy pomoci monokarboxylatového ptenasSece. Snizena distribuce probenecidu
v mozku miize byt pfipsana efektivnimu efluxu pfes MCT1 anebo dalsi ptibuzné
pienasece. Uvedené vlastnosti ¢ini z MCT], ptipadné i z dalSich transportnich bilkovin,
slibny cil pokusii pro modifikaci vstupu monokarboxylovych 1é¢iv do mozku.>**

Novy multispecificky transportni peptid pro organické anionty (oatp2), byl klonovan
z mozku potkana. Oatp?2 je protein 0 661-aminokyselindch, skladajici se z 12 domén a
vykazujici 77% shodnost v sekvenci aminokyselin s Na*-nezavislym polypeptidem
oragic anion transportér (OAT-K1). Jak ukédzala metoda analyzy Northern blot, oatp2 je
hojn¢ piitomen v mozku, jatrech a ledvinach, ale nikoliv v srdci, slezing, plicich,
kosternich svalech nebo testes. Ve studii funkéni exprese v oocytech Xenopus laevis
oatp2 zprostfedkovaval piijem zlu¢ovych kyselin, jako jsou taurocholat, cholat,
konjugaty estrogenu, napt. 17p-estradiol-glukuronid a kardiogennich glykosida jako je
digoxin. Ackoliv vétSina uvedenych latek je béZznymi substraty nékterych oatp-

pribuznych ptenaseci, vysoce afinitni transport digoxinu je typicky pro oatp2.



Eliminace digoxinu z téla po jeho podani je okolo 25% hepatobiliarni exkreci do Zluce,
15% pfes stfevni mukozu a pies 60% pomoci exkrece ledvinami do moce. Je dobie
znamo, ze predavkovani digoxinem indukuje nékolik typli nezddoucich tcinkt na CNS.
Tyto vysledky indikuji, Ze oatp2, ktery je ¢asto pfitomen v mozku, jatrech a ledvinach,

muze hrat obzvlasté dilezitou roli v akumulaci 1é¢iv v mozku, toxicité digoxinu a

Vv hepatobiliarni a rendlni exkreci kardiogennich glykosidi z téla. Detoxifikace digoxinu
a jeho usnadnéna exkrece do zluce a moce se d¢je efluxnim mechanismem
zprostiedkovanym P-gp v HEB, kanalikuldrni membrané hepatocytt, a v

membrané kartdcového lemu tabuldrnich ledvinovych epitelidlnich buné¢k, zfejmé i v
kombinaci s transportni funkci oatp2 v téchto tkanich."’

Pro¢ nekteti pacienti se zachvaty jsou uspesné 1éCeni antiepileptiky a jini jsou na
stejnou 1écbu rezistentni neni zndmo. Nejméné 10% az 20% epiletik( nereaguje na
podavani 1é¢iv jako jsou fenytoin, fenobarbital a karbamazepin. Tato tfi antiepileptika
jsou znédma tim, Ze jsou substraty pro P-gp efluxni pumpu. Jestli je P-gp exprimovéan v
mozku nékterych pacientl s refrakterni epilepsii ve vétsSim rozsahu, pak antiepileptika
jim exportované nedosahuji efektivnich hladin. Jedenact z devatenacti vzorkt mozku
odebranych béhem operace pacient pro refrakterni zachvaty, mélo hladinu multidrug
resistance —associated protein (MDR1) mRNA 10 krat vétsi, nez kontrolni skupina.
Imunohistochemie cilend na P-gp u 14 subjekti ukazala narast denzity v
endotelialnich bunkach kapilar mozku ve srovnani s tou samou studii u zdravych lidi.
Genové exprese MDRL1 je zvySena v mozku nékterych pacient nereagujicich na podani
antiepileptik, coz naznacuje, Ze absence odpovédi na medikamentdzni 1éCbu je
zpusobena nedostate¢nou hladinou antiepileptik v mozku. Kombinace antiepileptik
s inhibitory efluxni funkce P-gp a nebo nov¢ vyvinuta antiepileptika, které nejsou
substraty pro P-gp, mohou vést k zefektivnéni 1é¢by pacientu s farmakorezistentni

epilepsif.’

2.2 Moznosti ovlivnéni transportnich mechanismii hematoencefalickou

bariérou

Ackoliv ovlivnéni transportnich mechanismtt HEB nepatii dnes mezi nejcastéjsi
techniky jak zvysit prostupnost 1é¢iva do mozku, ma jiz v praxi své misto. Ke zvyseni

propustnosti le¢iv HEB do mozku se dale pouziva chemicka modifikace pro zvyseni



lipofility, kterd ale neni vzdy moznd. ZvysSeni liposolubility 1é¢iva mlze mit nezadouci
efekt, jako jsou napt. zmény v nastupu a délce vlastniho efektu dané napt. zvySenim
vazby na plazmatické proteiny (Casto s vysokou afinitou), zmény biotransformace apod.
Mezi dalsi techniky patii pouziti proléCiv, coz zahrnuje podani 1éCiva ve formé, ktera je
inaktivni, nebo malo aktivni, ale ochotné piechazi HEB, typickym piipadem je L-
DOPA. Idealni je, kdyz je prolé¢ivo dobie liposolubilni, snadno pfechazi HEB a je
zcela preménéno v CNS na aktivni formu, kterd je vice polarni nez prolécivo, ¢imz se
stane efektivnéji uvéznéno v CNS. Mezi dalsi patii intracerebralni injekce/infuze. Tato
metoda zahrnuje pfimou injekci 1é¢iva, bud’ do parenchymu mozku, nebo
intraventrikularné do cerebrospinalni tekutiny. Dal§i moZnost predstavuje intranazalni
podani, cesta pro podani do CNS pies olfaktorni epitel a nervy je také zajimavy zptisob
prostupu lé¢iva do mozku. DalSimi je modulace HEB, jako je naptiklad osmotické
otevieni bariéry za pouziti infuze 25% roztoku mannitolu do karotidy. Tato metoda se
s tspéchem pouziva nékolik let zpét k 16¢bé nadort mozku. Mezi nejnovéjsi techniky
patii pouziti peptidovych vektort prochédzejicich bunikami, liposomy a nanodastice.™

Transportni mechanismy piitomné v HEB mohou byt v zasadé podrobeny inhibici a
nebo indukci, respektive zpomaleni nebo zrychleni jejich transportni aktivity. V zasadé
muze byt modulovana aktivita jak transportéru z ttidy SLC (solute carriers consists of
specific membrane), jez zahrnuji napt. rodinu pfenasect pro karnitin (organic
cation/carnitine transporter OCTN), transportér pro peptidy (PEPT), pro
monokarboxylové kyseliny (MCT), tak z tfidy ABC (ATP-binding cassette transporter)
transportéru, jejimz hlavnim zéastupcem je P-gp (MDRL1). V roce 1951 byl objeven prvni
nepiimy ditkaz ovlivnéni transportnich mechanismii, kdyz bylo zjisténo, ze soucasné
podéani probenecidu s penicilinem vedlo k poklesu renalni clearence, k prodlouzeni
polocasu a zvySeni plazmatické koncentrace penicilinu, coZz umoznilo redukci davky.
Mechanismus této interakce byl objasnén o nékolik let pozd&ji: aktivni sekrece
penicilinu byla redukovana inhibici OAT (organic ion transporter) v basolateralni
membrané proximalniho tubulu ledvin. Podobné souc¢asné podani probenecidu s HIV
antivirotiky, nebo antihypertenzivy, jako jsou ACEI, take navozuje redukci renalni
clearence, prodlouzeny polocas a zvySeni plazmatické koncentrace téchto 1é¢iv. U
¢loveéka digoxin predstavuje substrat s vysokou afinitou k P-gp (MDR1), n¢které latky
pusobi jako induktory, ¢astéji vSak spiSe jako inhibitory P-glykoproteinu. Inhibice
MDR1 atorvastatinem, klarithromycinem, nebo verapamilem byla spojena

s vyznamnym zvySenim plazmatické koncentrace digoxinu. Nedavno provedena



preklinicka farmakokineticka studie Iékové interakce mezi risperidonem, bupropionem

a sertralinem u hlodavct svéd¢i o tom, Ze sertralin vykazuje vyznamny inhibi¢ni efekt

na MDRI1 pienase¢ v HEB, coZ vede ke zvySenému vstupu risperidonu a jeho

metabolitu 9-OH-risperidonu do mozku. Zajimavosti je, Ze jina studie s hlodavci

ukézala, Ze P-gp lokalizovany v HEB je vice rezistentni k inhibici, nez P-gp v ostatnich

tkanich. Inhibice na MDR1 byla zjistovana in vitro pomoci posledni generace

antidepresiv, coz ukazalo rozdilny potencial interakce. Zatimco paroxetin se jevil jako

silny inhibitor P-gp, citalopram a venlafaxin vykazovaly nizky potencial interakce

s membranovymi transportéry. Ackoliv bylo provedeno nékolik studii zabyvajicich se

ovlivnénim transportéru, specificka data z in vitro studii, informace o substratové

specifité a informace o inhibi¢nim nebo indukénim potencialu psychiatrickych a

neurologickych I¢ku stale chybi. Ptiklady ovlivnéni transportnich mechanismtt HEB

jsou uvedeny v tabulce

I 20,21

1é¢ivo inhibitor/induktor interakce efekt
loperamid quinidin MDR1 inhibice vzrast CNS penetrace loperamidu
digoxin paroxetin MDR1 inhibice vzrast CNS penetrace digoxinu
desipramin ritonavir OCT1 inhibice pokles jaterniho pfijmu.
fexofenadin ovocny dZus OATP inhibice pokles orélni biol. dostupnosti
penicilin probenecid OAT inhibice prodlouzeni Ty, pro penicilin, | renalni

clearence

Tabulka 1. Ptiklady interakci ovlivilujicich transportéry 1é¢iv.

OATP (organic anion transporting peptide), OAT (Organic ion transportr), OCT

(organic cation transporter)

2.3 L-karnitin

2.3.1 Historie

Karnitin byl objeven Gulewitschem W. a Krirnbergem R (1905). v mase zvitat

v roce jako kvartérni amin, latka podobna aminokyselinam. Byl mylné oznacen jako

vitamin B s indexem T. Je v8ak asi z 30 % syntetizovan v téle, nema tedy charakter




vitaminu a je proto oznacovan jako vitagen. Oznaceni vitaminu Bt pochdzi z toho, ze
latka byla ptifazena k vitaminiim skupiny B a index T byl pfidan proto, Ze moucny cerv
Tenebrio molitor potfebuje bezpodminecné ke své existenci karnitin.?*4344

Objev i vyznam karnitinu upadl pak v zapomenuti na nékolik desetileti. Teprve
Friedman a Fraenkel (1955) poznali vyznam karnitinu pro humanni medicinu, kdyz
prokézali zakladni vyznam karnitinu pro beta-oxidaci tukd, ktera je zdrojem energie pro
buiiku. Stépeni mastnych kyselin se odehrava na membranach mitochondrii. Trvalo
jesté n€kolik desetileti, nez tyto teoretické znalosti byly uplatnény v klinické praxi.
V sedmdesatych letech minulého stoleti probihal intenzivni vyzkum, zabyvajici se
funkénim vyznamem karnitinu. O deset let pozd¢ji zacal byt karnitin vyrabén
primyslové. Do té doby byla k dispozici jen velmi mala mnoZstvi, ziskana extrakci ze

zviteciho masa a slouzila jen pro vyzkumné ucely. V roce 1997 byly potvrzeny dvé

formy karnitinu jako L(-)- nebo R(-)-3-hydroxy-4-N-trimethylaminomaselna

. 24,2542
kyselina.

V soucasné dob¢ jsou popisovany pozitivni vysledky podavani karnitinu u zdravého
a porusen¢ho srdecniho svalu, u svall kosternich, pii kognitivnich poruchéach
centralniho nervového systému, pii ovlivnéni urcitého typu muzské sterility a pfi

nékterych poruchach v neonatalogii.?*

2.3.2 Chemicka charakteristika

Karnitin je chemicky kyselina 3-hydroxy-4-N-trimethylaminomaselna (ang. 3-
hydroxy-4-N-trimethylammonium butyrate) , C;H1sNO3 . Nazev je odvozen od
latinského slova caro, maso. Molekulova hmotnost je 161,2, jde o nizkomolekularni
polarni molekulu, je podobna aminokyselinam s tim rozdilem, Ze atom dusiku je
umistén na 4. atomu uhliku (v molekulach aminokyselin je aminoskupina umisténa na
2.uhliku). Atom dusiku poskytuje ¢tyfi vazby, proto se jedna o tzv.kvarterni amin —
atom dusiku ma kladny naboj. Molekula karnitinu obsahuje jeden asymetricky atom
uhliku, jedna se o tieti atom uhlikatého fetézce. Latky s asymetrickym atomem uhliku
jsou vétSinou opticky aktivni, tj. otaceji rovinu polarizovaného svétla. V ptirod¢ se
vyskytuje pouze levotoc¢ivy L-karnitin. Nejvice je obsaZzen v skopovém, jehné¢im a

hovézim mase. V rostlinné stravé prakticky zcela chybi. V ¢isté podobé¢ jde o bily, silné



hygroskopicky prasek, ktery se na vzduchu rychle méni ve vodny roztok. Proto Cisty
karnitin Ize pouZit jen ve vodném roztoku, tablety nebo kapsle rychle vihnou a rozpadaji
se. Ma charakteristicky zapach po mase a rybach, neni pfili$ pfijemny, ale v roztoku
nezapacha, ptresto byva korigovan aromatickymi ovocnymi Stavami. Jeho rozpustnost
ve vods je vysoka: 250g karnitinu se rozpusti ve 100g vody.** %

Vyskytuje se jako forma L a D pfi priimyslové vyrobg. Ale jen forma L je biologicky
aktivni. Pravotociva forma D je nejen biologicky neucinna, ale také Skodliva a do urcité
miry 1 toxicka, protoze kompetitivn¢ inhibuje formu L a miize tak vyvolavat ptiznaky
nedostatku L-karnitinu. Proto pokud se uvadi karnitin jako 1é¢ebny prostiedek, tak vzdy
se mysli jeho forma L.%
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Obr. 1 Chemicka struktura L-karnitinu
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Obr. 2 Chemicka struktura acetyl-L-karnitinu

2.3.3 Biologicky vyznam karnitinu

Prvni prokézanou funkci karnitinu je bezesporu ziskani energie pro bunééné pochody

uskuteciiovanim beta-oxidace mastnych kyselin. Pfesnéji usnadiuje transport



aktivovanych mastnych kyselin ptes vnitini mitochondridlni membréanu a tim je
zpfistupni pro B-oxidaci, coz mé z&sadni vyznam pro jednu ze zékladnich
metabolickych drah. Mitochondrialni beta-oxidace je podstatny zdroj energie zejména
v srde¢nim a kosternim svalu. VVolné (neesterifikované) mastné kyseliny (MK) jsou
uvolnovany hydrolyzou tukti (triacylglycerolt) z tukovych zasob nebo tukt potravy.
Tyto mastné kyseliny jsou transportovany na misto dalSiho zpracovani krvi, vlastnim
pienasecem je albumin. Po piestupu do buiiky je molekula MK aktivovéana jednou
molekulou ATP, a ziska tak energii pro vstup do metabolickych pochodu (tzv.
makroergni charakter). Tato aktivace probiha v cytosolu, je katalyzovana skupinou
nejméné tii acyl-CoA-synthetas (také zvanych thiokinazy), které se 1isi délkou fetézce,
pro které jsou specifické. Tyto enzymy, které jsou spojeny bud’ s endoplasmatickym
retikulem nebo s vnéjsi mitochondrialni membranou, vSechny katalyzuji reakci:
mastna kyselina + CoA + ATP <=> acyl-CoA + AMP + PP;

Vzniké acyladenylét, ktery reaguje s univerzalnim ptenasSecem aktivovanych zbytki
kyselin a koenzymem A (CoA) za vzniku acyl-CoA. Ten vSak neni schopen proniknout
mitochondrialni membranou, aby piedal molekulu MK k beta-oxidaci, ktera probiha
uvniti mitochondrii. Pro tento pienos aktivované mastné kyseliny se vyuziva zvlastni
prenase¢ — karnitin, ktery uchovava makroergni charakter acylového zbytku a snadno
proniké do mitochondrie, 242 26:28.30

Uvedeny proces je vyuzivan pro mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, z nichz tak
vznikaji derivaty karnitinu, tzv.acylkarnitiny (estery karnitinu). Aktivace nizsich
mastnych kyselin a jejich oxidace v mitochondriich muiZze probihat nezavisle na
karnitinu. 2

Cytoplazmatické mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (nejcastéji zbytky kyseliny
palmitové) ve formé acyl-CoA se pfeméenuji na acylkarnitiny pomoci enzymu
karnitinacyltransferazy-I (nejéastéji karnitinpalmitoyltransferazy — CTP I, EC 2.3.1.21),
ktera je umisténa ve vnéj$i mitochondrialni membrané. V této reakci je acylova skupina
piemisténa z CoA na hydroxylovou skupinu karnitinu. Vznikly O-acylkarnitin je
transportovan pies vnitini mitochondridlni membréanu karnitinacyltranslokazou
(carnitine/acyl-carnitine translocase — CACT), ktera transportuje acylkarnitin dovnitf
vymeénou za karnitin transportovany ven. Uvnitf mitochondrie potom acylkarnitin
reaguje s intramitochondrialnim CoA za katalyzy karnitinacyltransferazou-II (nejcastéji
karnitinpalmitoyltransferazou — CTP II), ktera se vyskytuje na vnitini stran¢ vnitini

mitochondrialni membrany. Tak je v mitochondrialni matrix opét vytvotren acyl-CoA a



uvolnén karnitin, ktery je karnitinacyltranslokédzou opét pfenesen do cytoplazmy. Tento
dej se opakuje a byva nazyvan jako tzv. shuttle mechanismus (shutle = kyvadlovy).
Vysledkem B-oxidace je vznik acetyl-CoA. Acetyl-CoA je dale ptedavan do Krebsova
cyklu. Bunka ptitom udrzuje odd€lené cytosolové a mitochondrialni zdroje CoA.
Mitochondrialni zasoba funguje v oxida¢nim odbourani pyruvatu a ur€itych
aminokyselin jakoZ i mastnych kyselin, zatimco cytosolova zasoba slouzi jako zdroj pro
biosyntézu mastnych kyselin. 24 262730

Nejsou-li pfi nedostatku karnitinu volné mastné kyseliny odbouravany, zvySuje se
jejich koncentrace v cytosolu, coZ ptisobi toxicky, snizuje se hladina kalia a zvysSuje se
intracelularni natrium a kalcium. Energie se pak ziskava alternativnim pochodem ne
z mastnych kyselin, ale z glykogenu nebo gluk6zy. Bunééné membrany trpi edémem,
dochazi k poruse poméru produkce ATP/ADP, vznikaji produkty oxidace a peroxidace
lipidi, coz vede az k nekréze buiiky.”*

Karnitin vak neslouZi jen k zdsobovani mitochondrii zbytky kyselin uréenych
k oxidaci, ale také k odstranovani toxickych zbytka beta-oxidace v opaéném sméru,
s jejich kone¢nym vylouc¢enim ledvinami. Stejn¢ tak reguluje hladiny mnohych spatné
metabolizovatelnych acylovych skupin, at’ uz maji exogenni, nebo endogenni pivod
Vv disledku vrozenych poruch metabolismu. Tyto zbytky jsou konjugovany s CoA a
v disledku toho je sniZzena jeho volna frakce v buiice. Karnitin napoméha vyloucit tyto
zbytky jako acylkarnitiny ven z bunky, a obnovit tak volnou frakci CoA. Podobné pii
nadmérné produkeci acetylovych zbytkt (acetyl-CoA) v nékteré z metabolickych drah
ptejima karnitin tyto zbytky v reakci katalyzované karnitinacetyltransferdzou (CAT, EC
2.3.1.7). Funkce tohoto enzymu vSak jesté neni pIn¢ objasnéna. 26,21

Karnitin neovliviiuje jen metabolismus mastnych kyselin, ale také produkci energie
z aminokyselin a sacharidt. Pfedpoklada se, Ze zvySuje produkci energie z téchto zdroju
zvySenim aktivity enzymovych komplexii pyruvatdehydrogenazy (pyruvate
dehydrogenase complex, PDC) a fruktokinazy v dusledku sniZeni
intramitochondridlniho poméru acetyl-CoA/CoA. Intramitochondrialni pokles poméru
acetyl-CoA/CoA stimuluje aktivitu PDC, coz vede ke zvySené oxidaci glukozy. A pravé
tento pomér je regulovan karnitinem, ktery tak rozhoduje, bude-li pfednostné

stimulovana beta-oxidace mastnych kyselin, nebo oxidace glukézy. %
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Obr. 3 Cyklus karnitinu v oxidaci mastnych kyselin. FATP: transportni protein pro
mastné kyseliny; FA: mastna kyselina; CPT-1: carnitine palmitoyl transferase-1; CPT-2:
carnitine palmitoyl transferase-2; CACT: carnitine/acyl-carnitine translocase *



2.3.4 Metabolismus karnitinu

2.3.4.1 Exogenni pfijem karnitin

Hlavnim zdrojem exogenniho karnitinu pro lidsky organismus je potrava, pfedevs§im
maso (Cervené maso), ryby a mlé¢né vyrobky. Karnitin naopak prakticky chybi
v rostlinné stravé. Clovék jako viezravec absorbuje zazivacim traktem z potravy néco
mezi 2-12umol karnitinu za den na kg télesné vahy, coz piedstavuje 23 — 135mg u
prumérné dospélé osoby. Absorpce probihd v duodenu a jejunu, méné v ileu, a to
aktivnim procesem pomoci specialniho bilkovinného nosiée (fatty acid- binding
protein), méné vyznamny je pasivni pienos. Ke snizenému vstiebavani dochazi za
snizené dodavky energie, jako jsou napf. stavy ischémie a nedostatek iontu Na, ale také
za pritomnosti D-formy karnitinu a acetyl-karnitinu. Mnozstvi pfijaté potravou je vétsi,
nez mnozstvi vzniklé endogenni biosyntézou, kteréa se odhaduje na 1.2umol karnitinu za
den na kg té€lesné vahy. Z toho plyne, Ze ptiblizné 75% karnitinu v lidském téle pochazi
z potravy a 25% z biosyntézy de novo. Protoze je karnitin pfitomen pfedev§im v potravé
zivo¢isného puvodu, pfisni vegetariani ziskaji z potravy jen velmi mélo karnitinu
(<0,1umol za den na kg télesné vahy). Proto pfisni vegetariani ziskavaji vice nez 90%
télesného kanitinu biosyntézou. Tento rozdil je vSak vétSinou bez jakékoliv klinické

manifestace.?* 2> 2°

2.3.4.2 Metabolismus exogenniho karnitinu

L-karnitin podany intravendzné je ze 70-90% vyloucen ledvinami béhem 24 hodin.
Zbytek z podané davky je inkorporovan do tkané jako L-karnitin, nebo jako dalSi slozky
tvoftici pool karnitinu, napt. rizné acyl-karnitiny. Dosud provadéné studie neodhalily -

s vyjimkou acyl-karnitinu - jiné metabolity karnitinu. Pouze byl popsan nizky stupen
dekarboxylace na -methylcholin. L-karnitin podany orélni cestou je z 54-87%
absorbovén, zbytek je preménén aktivitou enteralnich bakterii v tlustém stievé na
trimethylamin a y-butyrobetain. Tyto metabolity bakterialni degradace jsou vylouceny
pievazné stolici, byl rovnéz popsan maly prostup téchto metabolitt do systéemového
fec¢isté. Osud peroralné podaného L-karnitinu byl zkouman na potkanech v anestézii.

Absorbovany L-karnitin se objevil primarné v portalni cirkulaci. Enterohepatalni



cirkulace L-karnitinu byla ukoncena jeho vylou¢enim do zluci ve formé estert karnitinu

a to z vice nez 66%. 2% %4

2.3.4.3 Endogenni synteza karnitinu

Endogenni karnitin je ¢astecné syntetizovan v téle ze dvou esencialnich
aminokyselin, lysinu a methioninu. Lysin poskytuje uhlikovou kostru a zdroj dusiku pro
syntézu karnitinu, 4-N-methylova skupina pochazi z methioninu. Tvoii se ve vSech
bunkach téla. K jeho tvorbé je zapotiebi vitaminu C, vitaminu Bg, niacinu a zeleza. U
savci jisté proteiny obsahuji N°-trimethyl-lysinové (dale jen TML) zbytky. N-
methylace téchto lysinovych zbytkl se objevuje jako post-transla¢ni Giprava proteint
jako je kalmodulin, myozin, aktin, cytochrom C a histont. Tato reakce je katalyzovéana
specifickou methyltransferazou, ktera poZiva S-adenosylmethionin jako methylovy
donor. Lyzozomalni hydrolyza téchto proteint je ukoncena uvolnénim TML, ktery je
prvnim metabolitem biosyntézy karnitinu. TML je nejprve hydroxylovan na tfeti pozici
TML dioxygenasou (TMLD; EC1.14.11.8) za vzniku 3-hydroxy-TML (dale jen
HTML). Dale nasleduje aldolové §tépeni HTML na 4-trimethylaminobutyraldehyd (dale
jen TMABA) a glycin v reakci katalyzované HTML aldolasou (HTMLA; EC 4.1.2.X).
Dehydrogenaci TMABA za katalyzy TMABA dehydrogenasou (TMABA-DH;
EC1.2.1.47) vznika 4-N-trimethylaminobutyrat (y-butyrobetaine). V poslednim kroku je
4-N-trimethylaminobutyrat hydroxylovan na tfeti pozici uhliku (v pozici B) enzymem v-
butyrobetainedioxygenase (BBD; EC 1.14.11.1) za vzniku L - karnitinu. TML dale
muze vznikat metylaci lysinu S-adenosylmethioninem za ucasti specifické
lysinmethyltransferazy (e-N-L-methyl transferaze) a vznika e-N-trimethyllysin
(TM L).ZG' 31

2.3.4.3.1 Distribuce enzymu biosyntézy karnitinu

Organové rozlozeni enzymu biosyntézy karnitinu studoval Rebouche a Engel (1980).
Aktivita enzymu TMLD je nejvétsi v ledvinach, ale je také pritomen v jatrech, srdci,
svalech a CNS. Enzym HTMLA je piedevsim aktivni v jatrech, v ostatnich organech je
aktivita nizka. MnoZzstvi oxidovaného TMABA je nejvyssi v jatrech, s zna¢nou
aktivitou nalezenou také v ledvinach, naopak nizkou v mozku, srdci a svalech. Tyto

vysledky ukazuji, Ze vSechny zkoumané tkan¢ obsahuji enzymy nutné k pfeméné TML



na butyrobetaine. Avsak jen ledviny, jatra a mozek jsou schopny pfeménit butyrobetaine
na karnitin. Vznikly karnitin je potom vyplavovan do krve a vychytavan perifernimi
tkanémi. Ve vétsing tkani je koncentrace karnitinu 20-50krat vy3sSi neZ v plazmé. Byla
prokézéana existence aktivniho transportniho systému, ktery pienasi karnitin do bunky
proti koncentracnimu gradientu (organic cation/carnitine transporter — OCTN2), méné
vyznamny je i pasivni ptenos. Mezi bunikami jednotlivych tkéani je velka variabilita

v mife transportu karnitinu a z toho vyplyvajici rozdily v jeho koncentraci.?® % 3

2.3.4.4 Exkrece endogenniho a exogenniho karnitinu

Vzhledem k nizké vazbé¢ L-karnitinu na plazmatické proteiny, rozhodujici tloha

v regulaci hladiny karnitinu v plazmé pfislusi ledvinam. Bézn¢ okolo 90-98%
endogenniho karnitinu je opét reabsorbovano tubularnim systémem. Exkrece zbylého
podilu endogenniho karnitinu se déje formou L-karnitinu, acetyl-L-karnitind a estert
karnitinu o del§im fetézci. Za dobu 24 hodin, zdravy ¢lovék konzumujici béZnou
potravu, prumérné vylou¢i moc¢i mezi 100 a 300 pmol celkového karnitinu, celkova
exkrece zavisi na mnozstvi exogenniho karnitinu. Intraven6zné podany L-karnitin je
rovnéz pievazné vylucovan ledvinami. Kdyz se vezme v Uvahu normalni plazmaticka
koncentrace L-karnitinu, ktera je 40-50 umol/L, to Ze je 8-9 mmol L-karnitinu denné
ptefiltrovano, to ze celkovy télesny pool je okolo 128 mmol a denni pfijem pomoci
biosyntézy a absorpce z potravy ¢inni 0,1-0,3 mmol, je jasné, ze pii selhani absorp¢nich
mechanismi hrozi télu nedostatek L-karnitinu. Pfi intraven6znim podani vysoké davky
L-karnitinu subjektu bez nedostatku karnitinu se umérné tomu zvysi jeho exkrece a

vétsina z podané davky se vylouc¢i béhem 24 hodin. 29,26

2.3.5 Fyziologicky vyznam karnitinu a acetyl-karnitinu v CNS

Dnes uZ je dobie znamo, ze karnitin hraje esencialni tlohu v transportu mastnych
kyselin o dlouhém fetézci pies vnitini mitochondridlni membranu. Tento ptenos
vyZaduje enzymy a transportery, které akumuluji karnitin dovniti buniky (tzn. OCTN2
carnitine transporter), konjuguji karnitin s mastnou kyselinou (carnitine palmitoyl
transferaze 1, CPT1), pfenasi acylkarnitin pfes vnitini plazmatickou membranu

(carnitine-acylcarnitine translocase, CACT) a konjuguji mastnou kyselinu zpét s CoA.



Deficience OCTN2 karnitin transportéru zptsobuje primarni deficienci karnitinu, ktera
je charakterizovéna zvysenou ztratou karnitinu mo¢i a snizenou akumulaci karnitinu ve
tkanich. U pacientti je pfitomna hypoglykémie, hepaticka encefalopatie a nebo
skeletalni ¢i srde¢ni myopatie. Tato porucha dobie odpovida na suplementaci
karnitinem. Karnitin dale miZe tvofit estery s xenobiotiky a OCTN2 ptitomny

V basolateralni membrané v HEB muze plnit dulezitou fyziologickou roli v odstraiovani
toxickych slozek z mozku. Jeho koncentrace v mozku je nizka, jen asi 10% toho, co je
v hipokampu a pontu. Mozek je energeticky zavisly na glukdze a ketolatkach, a to vice
nez na mitochondrialni oxidaci mastnych kyselin o dlouhych fetézcich. Acetyl-karnitin
tvofeny na mitochondriich, mize poskytovat acetyl skupinu pro tvorbu acetylcholinu
pomoci enzymu acetyltransferazy. Jsou prace, které referuji o tom, Ze sam karnitin ma
slabou acetylcholinovou aktivitu. Acetyl-karnitin ma mit dokonce asi tfetinovou jako
acetylcholin. Acetyl-karnitin se také kumuluje v mozku béhem anestézie. Karnitin

v mozku miize stimulovat glykolyzu, a tak ovliviiovat excita¢ni funkce mozku. Chybi
ale pfesvédCivy prukaz o tom, ze by karnitin byl pfimym neurotransmiterem. Bylo vSak
prokézano, Ze podavani acetyl-karnitinu zvySuje u laboratorniho potkana spontanni i
evokované vyboje v neuronech mozecku. Je pravdépodobné, Ze acetyl-karnitin ma
facilita¢ni u¢inek na odpovédi neurond na acetylcholin. Acetyl-karnitin jako
neuroaktivni agens se teoreticky mize podilet na cholinergnim pienosu, protoze je
chemicky blizky acetylcholinu. Jeho podavani synchronizuje kortikalni rytmy,
modifikuje EEG zdznam a evokované potencidly. ZlepSuje ptiznaky Alzheimerovy
demence, u niZ dochazi k deficitu acetylcholinu. Z toho lze nepfimo vyvozovat piiznivé
ovlivnéni demence, provazejici nékdy Parkinsonovu nemoc a vzdy Huntingtonovu
chorobu. Pfiznivy efekt acetyl-karnitinu na klinicky obraz i na biochemické parametry
(hladiny vysokoenergetickych fosfatl — fosfomonoesterti) byl prokazan u Alzheimerovy
demence pii srovnani se skupinou 1é¢enou placebem. Jde pravé o acetyl-karnitin, ktery
je prirozenou komponentou sav¢i tkané. Bylo zjisténo, Ze zvySuje aktivitu acetyl-CoA i
cholinacetyltransferazy, podporuje vychytavani cholinu, ¢imz také podporuje syntézu
acetylcholinu. Acetyl-karnitin snadno pronika do mozkomisniho moku ptes krevné-
likvorovou bariéru a ovliviiuje hypotalamicko-hypofyzarné-adrenokortikalni osu.
Ovéem presn&j$i mechanismus ovlivnéni mozku neni pfesné znam. 243

Pii dlouhodobém uzivani valproové kyseliny u epileptiki se mtze vyvinout

nebezpecny, zivot ohrozujici, hepatocerebralni Reytiv syndrom s nadmérnou tvorbou



neaktivnich esterti karnitinu. K rizikové skupiné v tomto sméru patii pfedevsim
nemocni, u nichz byl zji§tén heterozygotni defekt prestupu karnitinu pies bunéénou
membranu. To vyvolava chronicky deficit karnitinu. Tento kriticky stav je dramaticky
ovlivnitelny podavanim karnitinu. U pacientt 1éCenych valproatem se objevuje v moci
valproyl-karnitin, v krvi hyperamonémie a sniZeni plazmatického karnitinu.
Karbamazepin i antiepileptika I. generace tuto poruchu nevyvolavaji. Substituce
karnitinem se take osvédc¢ila pti nahodném predavkovani kyselinou valproovou u déti.
Ptipadny deficit karnitinu nelze vSak obecné vztdhnout na podavani antikonvulziv. U
potkanii v§ak bylo zji$téno, ze pii soucasném podavani karnitinu a valproove kyseliny
dochazi ke zvySeni koncentrace valproatu v mozku potkana. Karnitin by tak mohl

potencovat u&inek valproatu. 24 2 2/

2.3.6 Transport L-karnitinu a acetyl-L-karnitinu pies HEB

Intracelularni homeostéaza je kontrolovana pomoci riiznych membranovych
transportéra. Primarni funkci OCT (organic cation transporter) je eliminace
kationickych 1é¢iv, endogennich aminu a jinych xenobiotik v tk&nich jako jsou ledviny,
stfeva a jatra. Mezi tyto molekuly patii karnitin, obojetny ion, endogenni amin, ktery je
esencialnim kofaktorem pro mitochondrialni g-oxidaci a modulaci vnitrobuné¢né
koncentrace CoA. Z zastupct rodiny OCT se zamé&fime podrobnéji na transportér, jehoz
substratem je pravé karnitin, OCTN2. Tento na sodiku zavisly kotransportér OCTN2
(ang. organic cation/carnitine transporter) je intenzivné studovan v souvislosti s jeho
nove objevenymi mutacemi v kodujicim genu, ktery zpiisobi vznik primérni systémové
deficience karnitinu - SCD (systemic carnitine deficiency). SCD je autozomalné
recesivni porucha oxidace mastnych kyselin, ktera je charakterizovana myopatii,
progresivni kardiomyopatii, hypoglykémii a hyperamonémii. Transport karnitinu
prenaseCem OCT1, OCT2 a OCT3 nebyl dosud popsan. Avsak tfi jini a novi ¢lenové
OCT rodiny, nazvani OCTN1, OCTN2, OCTN3, kteii pfedstavuji rozdilnou podrodinu,
maji schopnost transportovat karnitin, ale s rozdilnou charakteristikou. OCTNL,
puvodné klonovany z lidskych fetalnich ledvin, je Siroce exprimovan v riznych tkanich,
jako jsou ledviny, srdce, jatra. Lidsky OCTN1 je sloZen z 551 aminokyselin s 11
transmembranovymi doménami. Je to multispecificky, dvojsmérny a na pH-zavisly
transportér organickych kationti. Nejnovéji byl izolovan a charakterizovan potkani a

mySi OCTN1. Potkani OCTN1, klonovén z placenty, je Siroce pfitomen v riznorodych



tkanich, obzvlast' v jatrech, stfeve, ledvinach, mozku a placenté. Ma 553 aminokyselin,
coz ukazuje vyznamnou homologii k lidskému OCTNL1 (85% podobnost), zajistujici na
Na'-nezavisly a naopak na pH-zavisly transport tetraethylamonia a celé fady
organickych kationti. Tento pfenaSe¢ obsahuje nizkoafinitni vazebné misto pro karnitin
a proto nezprostiedkovava jeho transport ve vyznamném rozsahu. Nicméné, mysi
OCTNL1, majici 553 aminokyselin, miize zprostiedkovat transport karnitinu Na*
zavislym zpiisobem, coz ilustruje zjevnou mezidruhovou rozdilnost pro ten samy typ
transportéru. OCTN2 byl prvné izolovan z lidskeé linie bunék placentarniho trofoblastu
az cDNA lidskych ledvin. Gen kodujici lidsky OCTN2 je lokalizovan na chromozomu
5g31, skl&dé se z 10 exonti. OCTN2 polypeptid ma 557 aminokyselin s 12
transmembranovymi doménami a vykazuje 78,8 % homologii s OCTN1. OCTN2
funguje jako Na' dependentni transportér karnitinu, stejné jako Na'- nezavisly
transportér pro ostatni kationy. Samotny transport L-karnitinu pomoci OCTN2 je
vysoce afinni s hodnotou Km 4,3uM. Pro D-karnitin byla hodnota Km 10.9uM. Nékteré
organické kationy a acyl estery karnitinu o kratkém fetézci, které se v soucasné dob¢
pouZivani jako lé¢iva u raznych poruch, jsou také transportovany pomoci OCTN2.
Napiiklad acetyl-L-karnitin, ktery je pouZivan jako neuroprotektivum u Alzheimerovy
choroby, je pfenasen lidskym vysokoafinitnim OCTN2 (Km, 8,5uM). OCTN2 je velice
zajimavy farmakologicky a toxikologicky. Klinicky pouzivana 1é¢iva charakteru
kationd, jako je pyrilamin, quinidin, verapamil a valproat, jsou transportovana OCTN2.
Nekteré latky, napt. emetin a chinin, vyznamn¢ inhibuji OCTN2 zprostfedkovany
transport. Nedavno bylo zjisténo, ze B-laktamova antibiotika jako je cefaloridin,
cefoselis, cefepim, cefluprenam, inhibuji OCTN2 zprosttedkovany transport karnitinu.
OCTN2 je u ¢lovéka exprimovan zejména v srdci, kosternich svalech, ledvinach
(proximalni a distalni tubuly a glomerulus), placenté, tenkém stievé a nékterych ¢astech
mozku (kortex, hippokampus, cerebellum). OCTNZ2 je exprimovan v obou typech buriek
tvoficich HEB, tzn. jak v endotelialnich burikach kapilar, tak v astrocytech. Zajimavosti
je take polarizovana lokalizace OCTN2 v membrané endothelialnich bunék. Neni
novinkou, Ze endotelialni buiiky tvotici HEB jsou vysoce polarizovany a stejné tak i
prenasece lokalizované v luminalni (apikalni) nebo abluminélni (basolateraini)
membrané. Naproti tomu OCTN2 chybi v apikadlni membrané. Hlavni otazkou je tedy
fyziologicka funkce takto polarizované lokalizace. Byla také popsana regulace
transportu organickych kationt pomoci né€kolika cest fosforylace. Aktivita OCTN2

mize byt regulovana fosforylaci a defosforylaci pomoci specifickych kinaz. OCTN2



dale hraje dualezitou roli v modulaci produkce triglyceridu. Posledni dosud
identifikovany ¢len rodiny OCTN, oznaceny jako OCTNS3, byl teprve nedavno izolovan
Z myS$i. OCTN3 nebyl dosud klonovén u jinych druhti, nez je mys. Mysi OCTN3 ma
564 aminokyselin, je exprimovan zejména v testes a jen ziidka v ledvinach. Funk¢né
OCTN3 zajistuje transport karnitinu Na*-nezavislym zptisobem, oproti my$im typtim
OCTN1 a OCTN2, které transportuji karnitin Na*-zavislym zptisobem. Typicky
organicky kationt, jakym je TEA (tetraethylammonium), neni pomoci OCTN3
pienasen. Transportér OCTN3 ma take vysSi specifitu pro transport karnitinu, nez
OCTN1 a OCTN2. OCTN3 je unikatni z hlediska své omezené tkanové distribuce a
také Na'-nezévislym transportem karnitinu. 3% %

Dalsi transportér pro karnitin, ktery byl popsan (Enomoto et al. 2002), se nazyva
CT2 a je evolu¢né fazen mezi rodinu OCTN a organic anion transporters (OATS), neni
viak pritomen v mozku. *

Déle byl popsén transport karnitinu pomoci transportéru pro aminokyseliny ATB®*,
v Na'- a CI - zavislém systému, ktery je charakterizovan nizkou afinitou a expresi

Vv travicim traktu, trachei, plicich, mlécné Zlaze a hippocampu.37

3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Cil préace

L-karnitin je latka s potencialnim efektem na transportni mechanismy bunéénych
membran. Cilem praktické ¢asti bylo zjistit, zda je CRT schopen zvysit prunik centralné
aktivni latky pfes HEB. Jako ukazatel pfipadné¢ho efektu bylo zvoleno stanoveni
aktivity acetylcholinesterdzy (AChE) v riznych ¢astech mozku laboratorniho potkana
po podani 7-methoxytakrinu (MEOTA).

Pracovni hypotéza: MEOTA je reverzibilni inhibitor acetylcholinesterazy ato i
v CNS. Pokud L-karnitin zvysi pranik MEOTA k cilovym mozkovym strukturam, musi
pii soucasném podani obou testovanych latek dojit k zesileni inhibi¢niho efektu

MEOTA.



3.2 Usporadani vlastniho pokusu

K pokustim bylo pouzito celkem 24 samcii laboratorniho potkana kmene Wistar
albino, konven¢niho chovu, krmenych peletovanou standardni Larsenovou dietou a
s ptisunem vody ad libitum. Hmotnostni rozpéti zvitat se pohybovalo v rozmezi 210-
235 g. Zvitata byla rozdélena do 2 kontrolnich a 2 pokusnych skupin. V kazdé skupiné
bylo po 6 zvitatech.
Skupiné K1 byl podan p.o. CRT a to celkem ve tiech davkach po 250 mg/kg vzajemné
odd¢lenych intervalem 24 hodin.
Skupiné K2 byl podan pouze MEOTA a to v jednorazové davce 100 mg/kg i.m.
Skupiné P1 byl podan opét p.o. CRT a to ve tfech po sob¢ nasledujicich davkach 250
mg/kg v intervalu 24 hodin, za 30 minut po posledni davce pak nasledovalo i.m. podani
MEOTA v déavce 100 mg/kg.
Skupiné€ P2 byla ve stejném casovém sledu jako u P1 podana vyssi p.o. davka CRT (400
mg/kg) a opét za 30 minut po posledni davce nasledovalo i.m. podani MEOTA v davce
100 mg/kg.

Zvitata byla usmrcena dekapitaci za 30 minut po poslednim podéni testovanych
latek. Nasledovalo Setrné vyjmuti mozku a jeho bezprosttedni zmrazeni pii nizké
teploté pro pozdé&jsi odbér vzorku (frontalni kiira, hipokampus, septum a bazalni

ganglia).

3.3 Stanoveni aktivity AChE

Pti stanoveni aktivit cholinesteraz je mozno vyuzit mnoho principti. Obecnym
principem je, ze do reakéni smési je ddn enzym z rtiznych zdrojl a vlastni reakce je
zahajena pfidanim substratu. Po urcité dob¢, popt. kontinudlng, je sledovan bud’ ubytek
nerozlozeného substratu nebo prirastek reakcnich produkt, oboji bud’ pfimo nebo
nepiimo. Metod pro stanoveni cholinesteraz bylo popsdno mnoho. Je mozno vsak fict,
Ze nejrozsifenéjsi jsou modifikace téchto metod:

- kolorimetrické metody, které uréuji zménu zabarveni indikatoru pti zméné pH.
- elektrometrické metody, zalozené na méfeni zmény potencialu, zptisobené H* ionty
kyseliny uvolnéné pfti Stépeni substratu.

- manometrické metody, urcujici objem CO, uvolnéného kyselinou.



- titra¢ni, vyuZiti neutralizace pfi hydrolyze vznikajici kyseliny louhem pfi zachovani
konstantniho pH.
- radiometrické, vyuziti znacenych substratl.

V naSem experimentu byla pouzita modifikace kolorimetrické metody. Jde o tzv.
Ellmanovu metodu, za pouZiti 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB,

Ellmanovo ¢inidlo).

3.3.1 Princip Ellmanovy metody

Ellmanova metoda je jedna z nejcitlivéjsich a nejpouzivangjsich metod pro stanoveni
aktivity AChE a butyrylcholinesterdzy (BuChE). Jako substraty se pouZivaji estery
thiocholinu, které jsou cholinesterazami §tépeny na thiocholin a pfisluSnou kyselinu.
Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, ktera se navaze na DTNB, a jeho zbytek 5-
merkapto-2-nitrobenzoova kyselina je fotometrovan pii vinové délce 436 nm. Optimalni
podminky pfi stanoveni jsou pH 7,6 , teplota 25°C a iontova sila, ktera by méla
odpovidat iontové sile fyziologického roztoku. Aktivita cholinesteraz se zvysuje
s rostouci koncentraci substratu a pii ur¢ité¢ hodnoté koncentrace, ,,maximum

koncentrace, nastava inhibice substratu, 38 3% 4041

ACETYLTHIOCHOLIN JODIT S ——_ THIOCHOLIN + ACETAT
THIOCHOLIN + DTNB _ Zluté zbarveny produkt*

*produkt reakce je 5-merkapto-2-nitrobenzeoova kyselina
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3.3.2 PouZity material a chemikalie

VZOREK: potkani mozek (frontalni kira, hipokampus, septum, bazalni ganglia)

POUZITE CHEMIKALIE: Acetylthiocholin-jodit Sigma-Aldrich
DTNB Sigma-Aldrich
1,1,1,-tris-(hydroxymethyl)aminomethan Lachema
HCI 0,2M Lachema

DALSI MATERIAL: $picky pipet
zkumavky
kyvety
gaza

gumoveé rukavice

POUZITE PRISTROJE:  spektrofotometr firmy Helios

homogenizator

3.3.3 Pracovni postup Ellmanovy metody

Nejdiive je nutné piipravit si zasobni roztoky. TRIS — HCL puft se piipravi
rozpu$ténim 24,2 g 1,1,1,-tris-(hydroxymethyl)aminomethanu v 1000,0 ml destilované
vody. 50,0 ml tohoto roztoku bylo smichano s 38,4 ml 0,2 M HCI, a dopInéno
destilovanou vodou na 200,0 ml a pH bylo upraveno na 7,6. Roztok DTNB byl
pfipraven rozpusténim jeho 0,1g v 50,0 ml 0,2 M TRIS pufru. Substrat pro reakci byl
pfipraven rozpusténim 0,029 g acetylthiocholin-jodidu v 10,0 ml destilované vody. Po
pripravé roztoku nasledovala uprava vzorku. Mozek byl oc€istén od zbytku srsti zvitete,
dale zvaZzen a homogenizovan pomoci specialniho homogenizatoru v tlustosténné
zkumavce s TRIS pufrem, dokud neni z mozku uniformni disperze v pufru. Na kazdych
30 mg mozku byl pfidan jeden ml pufru. Do kyvety se napipetuje 0,2 ml vy3e popsanym
zpusobem upraveného vzorku, piida se 0,4 ml DTNB a 1,2 ml TRIS-HCI pufru. Reakce
je zahajena piidanim 0,2 ml substratu. Méteni probihalo pii vinové délce 436 nm. Pro

kalibraci se misto vzorku do kyvety pipetuje roztok riznych koncentraci cysteinu.



4. V\YSLEDKY

Pii podani davky MEOTA v davce 100mg/kg i.m. (K2) bylo dosaZeno sniZeni
aktivity AChE oproti skuping, kterd byla premedikovana podanim 3x250mg v intervalu
24h. karnitinu na kg hmotnosti (K1) v oblasti frontalni kiry o 36,5%, v hippokampu o
14,5%, v septu 0 23,5% a v bazalnich gangliich 0 9,3%. Dale byl zkouméan vliv
souc¢astného podani karnitinu a MEOTA. U skupiny P1, které byl podan karnitin
v davce 3x 250mg/kg/24h. p.o. spolu s ddvkou MEOTA v hodnoté 100mg/kg hmotnosti
téla, bylo zjisténo, ze v frontalni kute doslo k snizeni aktivity AChE oproti skuping,
které byl podan samotny MEOTA (K2) 0 32%, hippokampu o 8,5%, septu o 38,6%,
bazélni ganglia 0 52,3%. U skupiny P1 doslo k snizeni aktivity oproti kontrolni skupiné
premedikované samotnym karnitinem (K1) v frontalni kiie o 56,7%, hipokampu o
21,6%, septu 0 53% a v bazalnich gangliich 0 56,7%. Dale byla stanovena aktivita
AChE v skuping, které byl podan karnitin v davce 3x 400mg/kg/24h. a MEOTA
100mg/kg i.m. (P2). Zde doslo k snizeni aktivity enzymu AChE oproti skupiné P1
v frontalni kufe a to 0 6,5% a dale v bazalni ganglia 0 18%. V hipokampu a septu
nedoslo ke snizeni aktivity, ale naopak vzristu. Po podéani skoro dvojnasobné davky
karnitinu spolu se stejnou davkou MEOTA toto ¢inilo v hippokampu narutst 0 0,5% a
Vv septu o 3,4% procenta oproti skupiné P1. Skupina P2 ve srovnani s skupinou K2
(samotny MEOTA v davce 100mg/kg) vykazovala v frontalni kife snizeni aktivity o

36,3%, hippokampu o 7,9%, septum o 36,5% a bazalni ganglia o 61%.

Skupina: frontalni kira | hipokampus septum bazalni ganglia
K1 425+25 222420 766+30 1484+45
K2 270420 190+15 586+30 134635
P1 184415 174415 360425 642435
P2 172415 175#15 372425 525430

Tabulka 2. Naméfené hodnoty aktivit AChE
hodnoty aktivity acetylcholinesterazy jsou vyjadieny v nmol/min/100 mg vlhké tkané
) signifikantni proti K1 na 5% hladin€ vyznamnosti

" signifikantni proti K2 na 5% hlading vyznamnosti




Skupiné K1byl podan 3xL-karnitin 250 mg/kg p.o. v intervalech 24 hodin
skupin¢€ K2 byl podan MEOTA 100 mg/kg i.m.

skupiné P1 byl podan 3x L-karnitin 250 mg/kg v intervalu 24h. + MEOTA 100 mg/kg

skupin¢ P2 byl podan 3x L-karnitin 400 mg/kg v intervalu 24h.+ MEOTA 100 mg/kg
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5. DISKUSE

5.1 Ellmanova metoda

Ke stanoveni aktivity enzymu AChE v této praci bylo pouzito modifikace Ellmanovy
metody. Jde o metodu s vysokou citlivosti, jednoduchosti provedeni a vysokou
specifitou. Pravé tyto vlastnosti ji délaji idedlni k pouziti pro experimentalni tcely a
méfeni vétsich soubort vzorki. V prub¢hu doby bylo vyvinuto mnoho metod stanoveni
AChE, napt. elektrometrické, manometrické, radiometrické, polarografické,
fluorimetrické a jiné. AvSak rutinni pouziti téchto metod stézuje laboratorni ptiprava
vzorku, dlouhy ¢as méfeni, nedostateéna substratova specifita a ruSeni matrix vzorku.
Kolorimetrickd Ellmanova metoda je vSeobecné preferovana k méfeni profesionalni
expozice a terapeutickému monitorovani pacientll otravenych pesticidy. Vlastni
stanoveni je jiz dnes automatizovana a adaptovana pro piistroje pouzivajici
mikrotitra¢ni desticky. Ackoliv mezi nesporné vyhody patii rychlost, jednoduchost a
nizké finan¢ni ndklady na provedeni, Ellmanova metoda neni schopna poskytnout
piesné uréeni AChE v plné krvi a nebo erytrocytech z duvodu interakce absorp¢niho
maxima 5-merkapto-2-nitrobenzeoové kyseliny a hemoglobinu pfi 412nm. Toto lze
omezit fedénim vzorku, ¢imz se omezi senzitivita méteni, nebo zménou vinové délky
fotometrovani na 436nm. V nasem piipadé bylo pouzito méfeni pii 436nm.

Jako u kazd¢ laboratorni metody i zde je dulezity spravny odbér vzorku a jeho
zpracovani. Pokud vzorek neni uréen ihned po odbéru, je uchovavan v mrazicim boxu
pti -20°C. Pii stanoveni aktivity AChE v jednotlivych ¢astech mozku je nutny také
spravny odbér vzorku. Spravné provedeni analytické fdze méteni je zvIast' dilezité u
vzorkti mozku potkana, kde je aktivita enzymu o tfi fady nizs$i (nmol/min/100 mg

mozkové tkang), nez je tomu u ¢lovéka (umol/min/100mg mozkové tkang).
5.2 Vliv soucasného podani L-karnitinu a MEOTA na aktivitu AChE
Za cilovou latku byl vybran derivat takrinu MEOTA, cozZ je reverzibilni inhibitor

AChE (IAChE) ze skupiny akridinovych derivati. Mira jeho u¢inku v CNS byla méfena

jako schopnost inhibovat enzym AChE v rtiznych ¢astech mozku laboratorniho potkana.



Zkouman¢ oblasti mozku byly vybrany zdmérné z diivodu nakupeni velkého mnozstvi
cholinergnich vlaken. Nejdiive byla méfena aktivita AChE po podani samotného
MEOQOTA a to v davce 100mg/kg hmotnosti i.m. . Pak byla stejna davka MEOTA podana
potkantim premedikovanych podanim 3x 250 a 400mg/kg L-karnitinu po sobé
nasledujicim intervalu 24 hodin. Pfedpokladalo se, Ze pokud L-karnitin usnadiuje
ptenos latek pies HEB, dojde pii stejné davce inhibitoru enzymu do systémového
reCisté k zesileni inhibi¢niho potencidlu v CNS. Soucasné byl pozorovan vliv podéani
samotneho L-karnitinu na aktivitu AChE a to v davce 3 x 250mg/kg p.o. po dobu tii
dnt. Vysledky ukazaly, ze k nejvétsimu snizeni aktivity AChE doSlo za souc¢asného
podani L-karnitinu a MEOTA a to v oblasti frontalni kiry, septa a bazalnich ganglii.
Zde to tvofilo az snizeni o 36,3% ve frontalni ke, 38,6% v septu a 61% v bazalnich
gangliich. Nejnizsi hodnoty aktivity AChE byly pfirozené pozorovany pii podani
inhibitoru spolu s nejvyssi ddvkou L-karnitinu. Piekvapenim ale bylo, Ze skoro
dvojnéasobnd davka zpusobila jen nevyznamné sniZeni v oblasti frontalni kiiry a
bazalnich ganglii a to 0 4,3% a 8,7%. V oblasti hipokampu a septa doSlo dokonce ke
zvyseni aktivity AChE pfi podani davky 400mg/kg oproti davee 250mg/kg L-karnitinu.
Rozdilné vysledky pro rizné koncentrace L-karnitinu naznacuji, Ze snizeni aktivity
ACHhE se ned¢je vyluéné mechanismem zvySeni pritniku MEOTA pies HEB do CNS,
ale zfejmé i jinym zptisobem. V tivahu piipada ovlivnéni aktivniho mista enzymu L-
karnitinem, nebo spoluptisobeni L-karnitinu a MEOTA v reverzibilni inhibici enzymu.
Tento mechanismus ma své maximum ucinku, které se pii podani dvojnasobné davky
L-karnitinu jiZ nezvysi. Rozdily v inhibici AChE mezi jednotlivymi strukturami mozku
mohou znamenat jejich rozdilny vyznam v ptisobeni MEOTA a L-karnitinu. Roli mize
take hréat vliv L-karnitinu v procesu syntézy a odbouravani acetylcholinu, tim je jeho
vliv na enzym cholinacetyltransferazu a karnitinacetyltransferazu, ktera ma dualezitou

roli v odstranovani acetylovych zbytk.

6. ZAVER

Pii podani samotného MEOTA v davce 100mg/kg i.m. doslo k statisticky
vyznamnému shiZeni aktivity AChE v frontalni kufe, septu a bazalnich gangliich oproti

skupiné K1. Pii premedikaci podanim 3xdavky L-karnitinu v intervalu 24h. za soucasné



i.m. aplikace 100mg MEOTA doslo k statistickému sniZeni aktivity AChE v oblasti
frontalni kury, septa a bazalnich ganglii oproti podani samotného MEOTA. Toto plati
jak pro podavani davky 250 nebo 400mg L-karnitinu/kg p.o. V hipokampu doslo

k statisticky vyznamnému snizeni aktivity AChE u skupiny P1 a P2 a to oproti skupiné
které byl podavan samotny L-karnitin (K1).

Z vySe popsanych vysledku je patrné, Ze k nejvyssimu sniZeni aktivity AChE po
podani MEOTA doslo u skupiny laboratornich potkant premedikovanych L-karnitinem
Vv oblasti frontalni ktiry, septa a bazalnich ganglii. Ukazala se i ur¢ita zavislost na
podané davce L-karnitinu v zesileni inhibi¢niho efektu MEOTA. Za dostate¢nou lze
v8ak pokladat stfedni davku 250 mg/kg hmotnosti. Pti podani skoro dvojnasobné davky
JiZz nedoslo k sniZeni aktivity AChE k tomu odpovidajicim zpusobem. Ze sledovanych
struktur to platilo nejvice v pfipad¢ septa a hipokampu.

Premedikace L-karnitinem zvysila inhibi¢ni u¢inek MEOTA v uréitych ¢astech
mozku laboratorniho potkana, proto se zda byt L-karnitin vhodnym kandidatem pro
zesileni u¢inku MEOTA. Jestli se toto zvysSeni uCinku MEOTA déje ovlivnénim
aktivniho mista enzymu, zvySenim piestupu MEOTA pies HEB, nebo jinym

mechanismem vSak neni dosud znamo.

Abstrakt

S tim jak populace starne, se zvySuje prevalence mnoha neurodegenerativnich
chorob, rakoviny a infekce mozku. To je jeden z divodu, pro¢ je hematoencefalicka
bariéra a jeji transportni mechanismy intenzivné zkoumany. Hematoencefalicka bariéra
je unikatni membranova bariéra, kterd tésn¢ oddéluje mozek od cirkulujici krve.
Hematoencefalicka bariéra je tvofena spojenim tésné priléhajicich tight junction mezi
endotelovymi buitkami kapilar mozku, které nejsou fenestrovany a které vykazuji
minimalni pinocytézu. Endotelové buiiky kapilar vytvareji polarizovanou bariéru, ktera
reguluje pfenos molekul pfes hematoencefalickou bariéru. L-karnitin je slozka
nepostradatelna v perifernich tkanich pro transfer mastnych kyselin k jejich oxidaci do
bunky, akumulujici se v mozku nehledé na nizkou p-oxidaci v tomto organu. V ptipadé
vstupu do mozku, L-karnitin pfechazi hematoencefalickou bariéru pies specifické
transportéry pro karnitin. Cilem prace bylo popsat souc¢asné informace o

hematoencefalické bariéte, L-karnitinu, transportnich mechanismech ptes



hematoencefalickou bariéru a zjistit zdali podani L-karnitinu mize ovlivnit efekt 7-
methoxytakrinu. Jako ukazatel efektu testovaného 1é¢iva bylo zvoleno stanoveni
aktivity AChE Ellmanovou metodou ve vybranych ¢astech mozku potkana. Aktivita
AChE byla métena ve frontalni ktife, hipokampu, septu a bazalnich gangliich
laboratorniho potkana. Vysledky ukézaly, Ze 7-methoxytakrin prochazi
hematoencefalickou bariérou a jeho hladina v mozku slabé vzrostla po opakovaném

podani L-karnitinu.

Abstract

Many neurodegenerative diseases, cancer and infections of the brain become more
prevalent as population become older. That is one of the reasons, why blood-brain
barier and it’s transport mechanisms are intensively investigated. The blood-brain
barrier is a unique membranous barrier that tightly segregates the brain from the
circulating blood. The blood-brain barrier is formed by the connection of closely
adjacent tight junctions between the capillary endothelial cells, which are not
fenestrated and which display minimal pinocytosis. The capilary endothelial cells form
a polarized barrier, which regulates transport of molecules across the blood-brain
barrier. L-carnitine is compound necessary in the peripheral tissues for a transfer of
fatty acids for their oxidation within the cell, it accumulates in the brain despite low -
oxidation in this organ. In order to enter the brain, L-carnitine has to cross the blood-
brain barrier via specific carnitine transporters. The aim of this work was to describe
recent information about blood-brain barrier, L-carnitine, transport mechanisms across
blood-brain barrier and to find whether administration of L-carnitine can affect effect of
7-methoxytacrine. As a marker of the effect of drugs tested was chosen determination of
activity of AChE by Ellman method in selected parts of the rat brain. Activity of AChE
was measured in the frontal cortex, hippocampus, septum and basal ganglia of
laboratory rat. The results showed that 7-methoxytacrine crossed blood-brain barrier
and it’s levels in the brain were weakly increased after L-carnitine repeated

administration.
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