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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

7-MEOTA - 7- methoxytakrin

AC — adenylatcyklaza

Ach - acetylcholin

AChE - acetylcholinesteraza

AChRs - acetylcholinové receptory

AMK - aminokyselina

ATP - adenosintrifosfat

AV uzel — atrioventrikularni uzel

BuChE - butyrylcholinesteraza

CNS - centralni nervovy systém

CSA - cyklosporin A

DAG - diacylglycerol

DTNB - 5,5 dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny
EEG - elektroencefalografie

GIT - gastrointestinalni trakt

HPLC - hight performance liquid chromatography
ChAT - cholinacetyltransferaza

IP5 - inositol trifosfat

MAChR - muskarinovy acetylcholinovy receptor
NAChR - nikotinovy acetylcholinovy receptor
NMDA - N-methyl-D-aspartat

NMR - nuklearni magneticka rezonance

P-gp - P-glykoprotein

PLC - fosfolipaza C

RIA - radioimunoanalyza

S-ALT - sérova alaninaminotransferaza

SDAT - senilni demence Alzheimerova typu

VIP - vazoaktivni intestinalni protein
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Senilni demence Alzheimerova typu (SDAT) je neurodegenerativni postizeni
mozku. V soucasné dobé neni znama pficina vzniku, z neuropatologickych nalezl jiz ale
vime, jak nemoc probiha. V mozku probihaji zmény, které postupné méni latkovou
¢innost mozku.

V soucasnosti trpi V4 lidi starSich 85 let demenci. SDAT se na tomto Cisle podili
asi z 50-60%. Sou€asna medicina tuto chorobu nedovede ucinné IéCit, pouze ponékud
zpomalit jeji postup. Je to choroba zejména pokrocilého stafi a proto jsou ji nejvice
ohrozeny vyspélé spoleCnosti s prodluzujici se délkou zZivota.

Jak vyplyva zdosavadnich znalosti patogeneze SDAT, ze vSech
neuromediatorovych systému je nejvice postizen systém cholinergni. Pravé postizeni
cholinergniho systému vyvolava poruchy paméti a kognitivnich funkci v pfimé souvislosti
s degenerativnimi zmé&nami v cholinergnich neuronech zejména v nucleus basalis
Meynerti. Pivodné se pfedpokladalo, Ze primarni je pravé atrofie cholinergnich viaken v
Meynertové jadre, nyni je jasné, ze prvotni je korova atrofie. DalSim krokem je ovérené
posSkozeni presynaptické Casti cholinergniho neuronu (tj. ¢asti uvolfiujici neuromediator).
Postsynapticka ¢&ast vSak zlstava intaktni. Neni tedy poruSena schopnost
muskarinovych a nikotinovych receptori navazat acetylcholin (ACh). Proto posileni
vykonnosti tohoto systému zatim zlstava v 1écbé SDAT nejucinnégjSim farmakologickym
pristupem. Na zakladé téchto predpokladl byly zkouSeny rizné léCebné strategie
pokousejici se zlepSit funkci cholinergniho systému. Jednou z nich bylo podani
prekurzort ACh (napf. velkych davek lecithinu). To se v8ak ukazalo jako nedostate¢né.
Nasledovalo proto zavedeni dalSich pfistupl, z nichz nejucinnéjSi se zatim ukazalo
podavani latek, které se oznacuji jako inhibitory acetylcholinesterazy (AChE), enzymu
odbouravajiciho ACh. Jeho zablokovanim dojde ke zvySeni nabidky molekul ACh na
synapsich.

Prvnim lékem s prokazatelnym klinickym efektem u mirnych forem SDAT byl
takrin, uvedeny pocatkem devadesatych let minulého stoleti do S$irSiho klinického
pouziti, byl uginny, ale byl stazen pro svou velkou hepatotoxicitu. V Ceské republice byl
vyvinut a nyni je ve stadiu testl derivat takrinu - 7-methoxytakrin (7-MEOTA), zatim neni
léCebné dostupny.



Lécivo cyklosporin A (CSA) ma mimo svého imunosupresivniho uc€inku také
prospésny ucinek na buriky vystavené toxinim. U CSA byl nalezen protektivni ucinek
proti dopaminergni depleci a také redukce bunééné smrti u mozkové mrtvice, srdecni
zastavy a traumatického poranéni mozku u zvifecich modelu.

V této praci se pokusime zjistit schopnost CSA ovlivnit anticholinesterazovou

aktivitu 7-MEOTA a srovname jejich ucinek na aktivitu AChE.



TEORETICKA CAST
Cholinergni systém

Zakladni principy cholinergniho prenosu

Neurony uvolnujici acetylcholin (Ach) jsou znamy jako cholinergni neurony. ACh
se vyskytuje v celém CNS s nejvySSimi koncentracemi v mozkové klre, hipokampu a
nékterych jadrech bazalni ¢asti pfedniho mozku. Pravé z Meynertova jadra bazalni ¢asti
pfedniho mozku vysilaji cholinergni neurony své axony do mozkové kuiry, hipokampu a
prilehlych oblasti. Pro SDAT je charakteristicky velky ubytek neuront pravé v tomto

systému (Cernochova, 2006).
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Obr 1. Cholinergni transmise (Lincova a spol., 2002).



Ach je mediatorem cholinergnich neurond. Uvolfiuje se na vSech pregangliovych
zakoncenich, na postgangliovych zakoncenich parasympatiku a nékterych efektorovych
vlaknech anatomického sympatiku, napf.v potnich Zlazach. ACh je v cytoplasmé
nervového zakonCeni  syntetizovan z cholinu + acetyl-CoA enzymem
cholinacetyltransferazou (ChAT). Cholin je aktivné pfijiman do nervového zakonc&eni (1)
— hemicholin vstup blokuje; Acetyl-CoA vznika v mitochondriich. Vznikly ACh je
transportovan specifickymi transportnimi proteiny do vezikul axonovych terminal, (2) kde
je skladovan spolu s kotransmitery ((vazoaktivni intestinalni protein (VIP),
adenosintrifosfat (ATP)), pouze mala &ast cytoplazmatického ACh zustava volné v
cytoplazmé a muze z nervového zakonceni difundovat (3) - ,nekvantové“ uvolfiovani
ACh. Na podnét akéniho potencialu dochazi ke vstupu Ca®* do nervového zakondeni
napétové fizenymi kalciovymi kanaly (4) — umozni splynuti membrany vezikul s
membranou nervového zakonceni (5) a uvolnéni exocytézou do synaptické Stérbiny —
,kvantovy“ vylev (6) (tento proces blokuje napf. botulotoxin). ACh v synaptické Stérbiné
vazbou na postsynaptické cholinergni receptory (7) vyvolava parasympatomimetické
ucinky, a pusobi i na presynaptické ,autoreceptory” (8) — jejich ovlivnénim moduluje
mnozstvi uvoliiovaného ACh akénim potencialem. Vazba ACh na receptory je velmi
kratka (cca 2 ms) — po uvolnéni ACh je okamzité hydrolyzovan AChE (ta hydrolyzuje i
volny cytoplazmaticky ACh) na cholin + acetat (9). Vznikly cholin je v terminalnim viakné

znovu pouzit k syntéze Ach (Silbernagl,2001; Trojan, 2003; PatoCka a spol., 2004).

Syntéza acetylcholinu

ACh je syntetizovan v cytoplazmé neuront z acetyl-CoA a cholinu pomoci
enzymu ChAT. Acetyl-CoA vznika v mitochondriich axonalnich zakon€eni z pyruvatu a
ostatnich prekurzort. Cholin neni syntetizovan v mozku a velmi obtizné prechazi
hematoencefalickou bariérou. Je do cytoplazmy neuronu pfijiman aktivné
z extracelularniho prostoru dvéma zpUsoby: vysokoafinitni transport Na dependentni —
dodava cholin vznikly rozkladem ACh, zatimco nizkoafinitni transport pfinasi do
nervového zakonc&eni cholin z plazmy. Dodavka cholinu je dostate¢na, proto toto neni

limitujicim faktorem syntézy ACh (Lincova a spol., 2002; Jirak, 2006a).
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Obr. 2 Syntéza acetylcholinu

Receptory pro Ach
Acetylcholinové receptory ( AChR) jsou dvojiho typu: nikotinovy (nAChR) a

muskarinovy (mAChR), podle schopnosti pfirodnich alkaloidi nikotinu a muskarinu
napodobit u€inky Ach. AChR spojeny s iontovym kanalem, ktery zprostfedkovava rychlé
excitacni plisobeni Ach, se nazyva nikotinovy acetylcholinovy receptor.

AChR, ktery neni spojen s iontovym kanalem a zprostiedkovava pomalé
pusobeni Ach, které muze byt excitaéni nebo inhibi¢ni, je nazyvan muskarinovy receptor
(mAChR). (Silbernagl,2001; Trojan, 2003; Patocka a spol., 2004).

Nikotinové receptory

NAChR jsou uspofadany do homopentamerni nebo pseudopentamerni struktury,
zavislé na typu skladebnych proteind.

Mala molekula Ach, aktivacni ligand, se vaze na dvé mista v receptoru a indukuje
konformacni zmény otevirajici vnitini kanalek. Nasleduje vstup sodikového kationtu pres
povrchovou membranu dovnitf.

Mozkové nAChR jsou slozeny z podjednotky se specifickymi strukturalnimi,
funkénimi a farmakologickymi vlastnostmi. Ugastni se fyziologickych uginkii Ach a
zprostifedkovavaji odpoveédi CNS na nikotin. Jsou také spojeny s dalSimi pfenaseCovymi



systémy a jejich exprese se méni béhem vyvoje a starnuti a béhem nemoci jako
autismus, schizofrenie, Alzheimerova choroba a Parkinsonova choroba (PatoCka a spol.,
2004).

Mechanismus pusobeni cholinergnich latek na nAChR

NAChR obsahuji dvé velmi dobfe rozliSitelné domény pro vazani ligandl, které
vysvétluji rdzné cholinergni vlastnosti. V hydrofilni extracelularni oblasti obou o
podjednotek existuji vazebna mista jak pro agonisty, jako je Ach, tak pro kompetitivni
antagonisty jako je d-tubokurarin.

Agonisté po navazani zpUsobi otevieni kanalu, zatimco kompetitivni antagonisté
soutézi o tyto vazebna mista a jejich obsazenim inhibuji u€inek agonisty.

Alfa podjednotky nesou také alosterické vazebné misto pro inhibitory

acetylcholinesteraz jako je fyzostigmin (Patocka a spol., 2004).

Muskarinové receptory

MAChHR jsou pfitomny v neuronech centralniho a periferniho nervového systému,
srdecni a hladké svaloviné a riznych exokrinnich zlazach. 5 typl receptord (M1-M5) ma
specifické tkanové schéma exprese. Acetylcholinovy receptorovy kanal je umistén
v mezefe mezi neuronalni synapsi a svalovym viaknem. Jestlize se synapse excituje,
vezikuly exkretuji Ach do synaptického spojeni. Tento neurotransmiter otevie AChR
kanaly, nasleduje proudéni iontd. lonty postupné excituji svalové vlakno, které
kontrahuje. V CNS zprostfedkovavaji mAChR kontrolu motoriky, regulaci teploty,

kardiovaskularni regulaci a pamét (Trojan, 2003; Patocka a spol., 2004).



Funk&ni vyznam je nejlépe definovan u receptord M1, M2 a M3. M1 receptory
(neuronalni) se nachazeji hlavné v CNS, perifernich neuronech a parietalnich burikach
Zaludku. M2 receptory (kardialni) se vyskytuji pfedevSim v srdci a v neuronalnich
tkanich a zprostredkuji pfevazné inhibi¢ni reakce. M3 receptory (zlazy/hladké svaly) jsou
odpovédné predevsim za excitacni u€inky ACh a cholinergni stimulace (zvySeni sekrece
slinnych, bronchialnich a jinych Zlaz), v hladkych svalech cév vSak zprostfedkuji
relaxaci. Funkéni vyznam receptord M4 a M5 nebyl zatim pfesné definovan (Lincova a
spol., 2002).

Mechanismus puisobeni cholinergnich latek na mAChR

MAChHR jsou receptory spojené s efektorem pomoci G-proteinu. Podle typu
G-proteinu dochazi bud k aktivaci nebo k inhibici efektoru. Tyto receptory sedmkrat
prochazeji membranou, receptory M1, M3 a M5 aktivuji protein Gy11 a stimulaci
fosfolipazy C (PLC) vedou ke vzniku nitrobuné&nych poslu inositol trifosfatu (IP3) a
diacylglycerolu (DAG). ZvySuje se nitrobuné&cna koncentrace kalcia a dochazi
k excitacnim projeviim, napf. ke kontrakci hladkych svala vnitfnich organa, zvySeni
sekrece aj. Receptory M2 a M4 prostiednictvim Gy proteinu plsobi inhibiéné, snizuji
aktivitu adenylatcyklazy (AC), inhibuji kalciovy kanal a timto mechanismem dochazi pfi
jejich ovlivnéni k inhibi¢nim u€inkdm ACh na srdci a k presynaptické inhibici v CNS

(Lincova a spol., 2002).

Subtypy acetylcholinovych receptorti v prehledu

nikotinové muskarinové
rcp muskularni neuronalni M, M, My
N Nn »,heuronalni »kardialni“ »hladké
svaly/zlazy*
hlavni nervosvalova |ganglia CNS  (mozkova | Srdce -exokrinni
lokalizace | ploténka CNS kura, periferni | - predsiné
Senzoricka neurony aj.) | - AV uzel Zlazy
nervova parietalni  buriky | presynapticka -hladké svaly
zakonceni Zaludku zakonceni -endotel



uginek otevfeni iontového kandlu pro | stimulace PLC? | laktivity AC 2 |aktivace
na drovni | kationty (IP3,DAG) ? | (TcAMP —Lca?"
buriky: depolarizace bun&cné | Tca®* PLC (IP3,DAG) ?
membrany - excitace ipermef_:lb. pro K* resp. aktivace K’
depolarizace kanalu cat
excitace
inhibice stimulace
funkce: nervosvalovy | neurotransmise | CNS excitace |-srdce- inhibice Sekrece
prenos v gangliich; (pamét);
-presynapticka kontr. hladkych
presynapticka zaludek (sekrece | inhibice svalu
facilitace v CNS | HCI);
-neuronalni inhibice | vazodilace
zvySeni  motility
GIT (NO)
agonista: | acetylcholin | acetylcholin acetylcholin acetylcholin acetylcholin
karbachol nikotin oxotremorin karbachol karbachol

Tab. 1 Subtypy acetylcholinovych receptoru

Y Funkce muskarinovych receptorti M4 a M5 neni piesné definovana.

?) Stimulace PLC (fosfolipazy C) — vznik IP;3 (inositol trifosfat) + DAG (diacylglycerol) —
aktivacni projevy jako kontrakce hladkych svalli, sekrece aj.

® AC - adenylatcyklaza

AV uzel — atrioventrikularni uzel (Lincova a spol., 2002).

Postizeni cholinergniho systému u SDAT

Cholinergni mozkovy systém je velmi vyznamny pro pamét. V €asnych stadiich
Alzheimerovy choroby je nejprve postizen tento systém. Byva zjiStovan nedostatek
neuronove ChAT, syntetizujici ACh z cholinu a acetyl-CoA

Byva také snizen vstup prekursoru ACh — cholinu — do neurond mechanismem
tzv. vysokoafinitniho cholinergniho uptaku (Jirak, 2007).

Jiz v rannych fazich vyvoje SDAT dochazi také k funk&éni dyskonekci mezi
prefrontalni kiirou a hipokampem a k redukci aktivity lokalni neuronové sité, do niz obé

oblasti patfi (Koukolik, 2002).



Pfi senilni demenci Alzheimerova typu (SDAT) bylo v hipokampu a mozkové kare
post mortem zjiSténo vyrazné snizeni mnozstvi ChAT, dochazi tedy k vyraznému
snizeni syntézy Ach, coz se projevi poklesem koncentrace Ach v synaptickych
vezikulech a cholinergni neuron je tak vyfazen z Cinnosti.

U SDAT je porusena predevSim presynapticka ¢ast cholinergniho neuronu,
zatimco postsynaptické oddily (receptory) zUstavaji po delSi dobu zachovany (Patocka a
spol., 2004).

Dochazi ke snizeni poctu nikotinovych cholinergnich receptorli, zatimco pocet
muskarinovych cholinergnich receptorl se — alespon v raném stadiu nemoci - podstatné
neméni (Jirak, 2007).

Histopatologicky obraz SDAT post mortem je charakterizovan tfemi hlavnimi
znaky :nahromadéni patologického proteinu B-amyloidu extracelularné (akumulace ve
formé& plak), intracelularné degenerovany — hyperfosforylovany - t-protein (hlavni
biochemicky substrat neurofibrilarnich klubicek) a ubytek synapsi. Pfevlada nazor, ze
tvorba B-amyloidu je primarni déj, ktery pak navozuje degeneraci neuronového
t-proteinu a dalSi neurodegenerativni déje, vedouci az k bunécné smrti (Jirak, 2006b).

Detekci t-proteinu Ize provadét novou metodikou pomoci senzor s povrchovymi
plazmony. Diky moznosti sledovani vazby rt-proteinu ve vice kanalech senzoru s
povrchovymi plazmony najednou je mozné rozliSit vice forem t-proteinu v mozkomisnim
moku. To dava nadéji do budoucna k urychleni a zpfesnéni diagnostiky SDAT, ktera se
dosud pfevazné opira o anamnesticka data a vySetfeni poklesu kognitivnich funkci
(Barto$ a spol., 2007).

Tvorba téchto netypickych cytoskeletarnich elementi obvykle predchazi zaniku
neuronu. Zanik bunék postihuje zvlasté cholinergni neurony v nucleus basalis Meynerti,

v hipokampu a v entorinalni mozkové kife (Patocka a spol., 2004)



Deficit cholinergni transmise je spojen s postupnym poklesem aktivity ChAT,
enzymu syntetizujiciho Ach z cholinu a z acetylkoenzymu A. Acetylkoenzym A je
vytvafen v Krebsové cyklu a kromé tvorby Ach tvofi substrat pro tvorbu
adenosintrifosfatu (ATP), hlavniho pfenasecCe energie.

Dochazi ke snizenému az uplné pferusenému uvoliovani Ach z presynaptickych
zakonCeni. V synaptické Stérbiné jsou molekuly Ach odbouravany enzymy
cholinesterazami. Za normalnich podminek se uplatiuje AChE, ale u SDAT také
BuChE, ktera je za normalnich podminek minoritni. Dochazi k situaci, kdy klesa pocet
molekul AChE a stoupa pocet molekul BuChE (Jirak, 2002).

Acetylcholinesterazy maji nékolik rdznych forem. V mozku zdravého ¢lovéka
previada tetramerni forma G4 a pouze minoritni je monomerni forma G1. U SDAT roste
vyrazné podil formy G1 a klesa podil G4 0 40% u SDAT (Bajgar, 1991).

Amyloidni plaky maji zpo€atku svého vyvoje difuzni charakter a jsou benigni,
protoZze mohou existovat v tomto stavu cela Iéta, aniz by doslo k propuknuti choroby. V
téchto placich se vSak ve zvy$ené mife uklada AChE i BuChE. Je pravdépodobné, ze
oba enzymy by mohly puUsobit jako patologicky chaperon,ktery indukuje konformacni
zmeény -amyloidového proteinu. Inhibice cholinesteraz tedy pusobi u SDAT komplexnéji,
nez jen pouhym zlepSenim cholinergni transmise (PatoCka, 1998; Patocka a spol., 2001;
Silbernagl,2001; Jirak, 2002).

Mechanismus ucinku Ach

Neurotransmiter ACh plsobi neselektivng, ovliviiuje vSechny cholinergni
receptory pfitomné v tkanich, ma muskarinové i nikotinové aginky. Uginky ACh se
projevuji pfedevsim jako stimulace mAChR, u€inky na nAChR se projevi az pfi podani
velkych davek ACh. Vysoky naboj molekuly brani absorpci z GIT a také prostupu
hematoencefalickou bariérou do CNS (Lincova a spol., 2002).

Mechanismus ucinku Ach zvyraziuje jak veliky dopad mize mit nekovalentni
vazba malého molekularniho substratu (hosta) na biologicky systém. Ach je klicovym
neurotransmiterem. Nervové impulsy jsou pfenaseny z jednoho nervového vlakna na

druhé pfes synapse (synaptické Stérbiny jsou pfiblizné 30-40 nm velké). Roli Ach je



navazat se a tim otevfiit sodikovy iontovy kanal, ktery je vytvofen uspofadanim
podjednotek nikotinového acetylcholinového receptororu (nAChR). Tento velky
transmembranovy protein je sloZen z péti podjednotek (dvé se nazyvaji a, dalSi 3, d a y)
majicich podobné aminokyselinové sekvence, které obklopuji centralni kanal. Ach se
vaze na dvé a-podjednotky, ¢imz zpusobi konformacni zménu vnéjsi oblasti kanalu. To
umozni rychly vtok iontd Na+ nachazejicich se v oblasti synapse smérem do burky v
souladu s fyziologickym koncentracnim gradientem. Vazba agonisty Ach na jeho
receptor je vysoce selektivni a zahrnuje kationtové Ttr-interakce mezi kvartérni
amoniovou skupinou a specifickym tryptofanovym zbytkem. Zajimavé je, Ze aktivita Ach
muze byt ovlivnéna nikotinem, ktery také obsahuje kvartérni amoniovou skupinu. Je
pravdépodobné, Ze toto je vlastné podstatou vzniku zavislosti na nikotin u kufaku

(Patocka a spol., 2001; http://www.uochb.cas.cz).

Hydrolyza Ach

K hydrolyze Ach pomoci AChE dojde tak, ze molekula substratu — acetylcholinu -
se spoji s aktivnim mistem enzymu - acetylcholinesterazou.

Dulezité misto predstavuje hydroxylova skupina serinu, ktera uskutecnuje
nukleofilni atak na eletrofilni uhlikovy atom substratu, v tomto pfipadé esterové spojeni
mezi cholinem a acylovou skupinou. Dochazi k doCasné kovalentni vazbé mezi
enzymem (s OH skupinou serinu) a substratem. Tak se stava enzym neaktivnim.

Poté dojde k hydrolyze této vazby za vzniku cholinu a zbytku kyseliny octové (tj.
acetylu) za souCasného ,odkryti“ esterového mista a tedy i k obnoveni aktivity enzymu.

Optimalni pH enzymu je 7.0 s izoionickym bodem blizko 5,35.Typicky aktivator
AChE je 0,02 M Mg®', ktery je stimulatorem v ¢isténych preparatech (Pato¢ka a spol.,
2001; Patocka a spol., 2004).
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Obr. 3 Hydrolyza acetylcholinu

Uloha cholinesteraz, zejména AChE v organismu

Serinové hydrolazy a proteazy jsou ubikvotni skupina enzymu, které jsou
zakladem pro mnoho rozhodujicich Zivotnich funkci. Jejich spoleénym rysem je to, ze
hydrolyzuji estery cholinu a jsou inhibovany organofosfaty a karbamaty. Lidské tkané
maji dvé zakladni aktivity cholinesteraz:

Acetylcholinesteraza (AChE, EC 3.1.1.7) byva nazyvana jako prava, specificka,
takeé jako typ 1. Nachazi se v erytrocytech, nervosvalové ploténce, plicich, sleziné a ve
vSech Castech mozku. Pfirozenym substratem AChE je Ach, ktery je jejim ucinkem
hydrolyzovan na cholin a acetat.

Butyrylcholinesteraza ( BuChE, EC 3.1.1.8) je nazyvana jako nespecificka
pseudocholinesteraza, nebo sérova cholinesteraza, vzhledem Kk jeji vysoké aktivité
v plazmé. Dale se vyskytuje v jatrech, slinivce bfiSni, srdci a v bilé hmoté mozku.
Funkce BuChE byla dlouhou dobu nejasna, az v posledni dobé byla &astecné
objasnéna. Pusobi jako scavanger toxickych molekul a patrné se podili na formovani
amyloidového prekurzorového proteinu.

Depozita B-amyloidu a neurofibrilarni klubka vykazuji hromadéni jak BuChE, tak i

AChE. BuChE také hydrolyzuje Ach, ale vyrazné pomaleji, zato vSak hydrolyzuje celou



fadu vesmeés exogennich substratu, napf. heroin, kokain, tetrakain,aspirin apod.
(Patocka a spol., 2001; PatocCka a spol., 2004; Gannong, 1995).

Molekularni formy cholinesteraz

AChE a BuChE maiji z 65% spole€nou sekvenéni homologii aminokyselin a jsou
kédovany rlznymi geny na lidskych chromozomech 7 (AChE) a 3(BuChE). O vzniku
odliSnych, avSak pfibuznych molekularnich forem AChE a BuChE rozhoduje vzdy jediny
gen a to v disledku alternativniho sestfihu kddovaci oblasti pavodniho transkriptu.To ma
za nasledek sérii AChE a BuChE, které maji podobné katalytické vlastnosti, ale odliSnou
bunécnou a mimobunécnou distribuci a nekatalytické aktivity. Strukturni viastnosti téchto
dvou cholinesteraz ur€uji rozdily v jejich substratové specifité.

Rozdily mezi kinetickymi vlastnostmi enzymu a vyskytem AChE a BuChE v
mozku vedly k zavéru, Ze v normalnim mozku je AChE hlavnim enzymem zodpovédnym
za hydrolyzu AChE, zatimco BuChE ma funkci podpuarnou.

AChE existuje v nékolika molekularnich formach, které je mozno rozdélit na
globularni (G) a asymetrické (A). Globularni formy obsahuji jednu ( G1), dvé (G2), nebo
Ctyfi (G4) identické katalytické podjednotky. Subjednotky maji hmotnost 77 kDa a do
dimeru se spojuji disulfidovymi muastky. G formy existuji v solubilni a membranové
vazané formé. Membranové vazané formy maji malou nekatalytickou subjednotku, tzv,
kotvu, ktera fixuje enzym v membrané. Asymetrické formy AChE se skladaji z jednoho
(A4), dvou (A8) nebo tfi tetrametrd (A12), které jsou spojené pomoci peptidickych,

kolagenu podobnych Fetézcu.



V lidském mozku se AChE vyskytuje v G1 a G4 formé, jejich pomér se v
riznych oblastech mozku lisi. Zatimco v lidském mozku je z 80% zastoupena
G4 forma AChE, v erytrocytech pfevlada forma G2.

Zastoupeni molekularnich forem AChE se liSi i na synapsich. G4 formy
jsou pfitomny prfedevSim v presynaptické oblasti, zatimco G1 formy v
postsynaptické. V krevni plazmé a v mozkomiSnim moku byly identifikovany
predevSim G4 formy AChE. | pfes tuto multiplicitu maji vSechny molekularni
formy AChE ekvivalentni katalytickou aktivitu (Pato¢ka a spol.,, 2001;
Brunovsky, 2007).

Charakteristika lidské AChE

Lidska AChE je glykoprotein, jehoz zakladni molekula ma jediny
peptidicky fetézec, je slozena z523 aminokyselin uspofadanych do
globularniho tvaru. Aktivni centrum enzymu je umisténo v kavité pronikajici
hluboko do stfedu globule a na samém dné této kavity se nachazi katalytické
centrum tvofené hydroxylovou skupinou serinu.

Enzym je syntetizovan v télech neurond a do distalni ¢asti jejich axonu je
aktivné transportovan. Ulohou lidské AChE je ukong&eni pfenosu v cholinergnich
synapsich nervového systému rychlou hydrolyzou neurotransmiteru Ach.
Aktivni misto molekuly AChE je tvofeno dvéma peptidovymi fetézci o a f. B
fetézec obsahuje tzv. B- anionické misto a oblast hydrofobnich interakci, B-
anionické misto je definovano Trp 84, Phe 300 a Phe331. Jejich role je
orientovat substrat nabitou Casti ke vstupu k aktivnimu centru.  Aktivni
katalytické centrum enzymu, na némz dochazi k rozkladu Ach, je lokalizovano
na o-fetézci, které obsahuje tzv. katalytickou triadu serinu, histidinu a
glutaminu.

Pohled do struktury pomoci RTG zafeni odhalil, Ze enzym obsahuje také
aromaticka rezidua. Ty hraji dulezitou roli ve stabilizaci komplexu. Periferni
anionické misto AChE , lokalizované v aktivnim centru zahrnuje pFekryvani
vaznych mist pro alosterické aktivatory a inhibitory. Periferni anionické misto je
zahrnuto v ,pfeslechovém® mechanismu s aktivnim centrem. Citlivost vSech
rezidui enzymu a plasticita aktivniho centra jsou pravdépodobné vysledkem

evoluéniho pochodu zaméfeného ktomu, aby udélil optimalni katalytickou



aktivitu v Siroké rozmanitosti podminek , za nichZ mize probihat ¢innost AChE

v synaptické mezefe (PatoCka a spol., 2001; Patocka a spol., 2004).

Metody verifikace AChE

Existuji tfi hlavni dostupné moznosti, které usnadnuji pfedstavu plsobeni
AChE a BuChE v mozku. Jsou to: enzymova histochemie, imunocytochemie a
hybridizace in situ.

- Enzymova histochemie — je zaloZzena na precipitaci neviditelné reakce
produktu v misté enzymové aktivity. Je to zdaleka nejvice flexibilni
metoda a poskytuje nejlepSi mikroskopicky detail.

- Imunocytochemie — je zaloZzena na reakci protilatek specificky se
vazicich na epitopy AChE nebo BuChE. Tato metoda slouzi k uréeni
lokalizace enzymovych proteind. Specifita je dana tim, ze
imunologicky bezvyznamny Ig nema stejnou imunoreaktivitu kolidujici
s enzymovou aktivitou a potvrzuje, Ze katalyticka aktivita je spojena
S pfislusnym proteinem.

- In situ hybridizace - tato metoda lokalizace cholinesteraz
prfedpoklada identifikaci cholinesterazové mRNA metodou in situ
hybridizace. Identifikace mMRNA v enzymaticky cholinesterazové
pozitivnich perikariich napf. potvrdila, Zze enzym je spiSe syntetizovan
lokalné&, nikoliv tedy pfimo v presynaptickém elementu. In situ metoda
neoznacuje samotné axony. Obecné plati, ze perikaria, které obsahuiji
cholinesterazovou enzymovou aktivitu nebo imunopozitivitu, také

exprimuji odpovidajici cholinesterazovou mRNA. (Giacobini,2000).

Charakteristika lidské BuChE
BuChE je glykoprotein slozeny ze &tyr identickych podjednotek. Kazda

z podjednotek je tvofena peptidickym fetézcem slozenym z 574 aminokyselin a
9 cukernych zbytkd. Sérova BuChE je syntetizovana v jatrech a jeji poloCas je
12 dni. AZ dosud bylo identifikovano 39 genetickych variant lidské BuChE, 30
z nich vS8ak ma nulovou nebo jen nepatrnou enzymovou aktivitu.

Koncentrace BUChE v séru je 5 mg/l séra a je vyznamnym detoxikacnim
enzymem pro karbamatova a organofosfatova insekticida, také biotransformuje

lokalni anestetika prokain, kokain a také nékteré dalSi latky jako aspirin. Tento



enzym se nachazi v krevni plazmé, jatrech, pankreatu,stfevni mukoze a bilé
hmoté centralniho nervového systému. Hydrolyzuje butyrylcholin ctyfikrat

rychleji nez Ach (Patocka a spol., 2001; Patocka a spol., 2004).

Davod a zplisoby stanoveni aktivity cholinesteraz

Aktivita cholinesteraz v krvi ma zasadni vyznam pro stanoveni diagnézy
pfi otravé organofosfaty a karbamaty, ale mize byt pouzita i u jinych stavl, nez
u zminéné intoxikace.

Snizeni aktivity BuChE v plazmé indikuje pokles syntézy enzymu nebo
pokles poctu produkujicich bunék. Stanoveni je vhodné pro monitorovani
chronického poskozeni jater. Aktivita BUChE je také snizena u neoplazii jater,
pfi popaleninach, diabetu a proteinurii.

Naopak zvySeni aktivity BUChE neni tak Casté a muze se vyskytnout
hlavné v pocatecni fazi intoxikace organickymi rozpoustédly v€etné alkoholu.

Praktické vyuZiti stanoveni AChE nedosahlo takového stupné. Snizeni
aktivity erytrocytarni AChE je ¢asto u anemickych stavu, zejména u perniciézni
anémie. Aktivita erytrocytarni AChE se povazuje za marker integrity membrany
erytrocytu ( Bajgar, 1991).

Pfi stanoveni aktivit cholinesteraz Ize vyuzit vice moznosti. Obecné se
vychazi z toho, ze do reakéni smési je dan enzym ziskany z rlznych zdroju a
vlastni reakce je zahajena pfidanim specifického substratu. Po urcité dobé je
sledovan bud ubytek nerozlozeného substratu nebo pfiristek reakénich
produktd, oboji bud pfimo nebo nepfimo.

Pro pfesnéjSi diagnostiku je nejlepSi méFit v krvi aktivitu obou
cholinesteraz, AChE v erytrocytech a BUChE v plazmé, coz pfedpoklada u krve
jeji centrifugaci a tim i Casové ztraty. Je-li méfena aktivita cholinesteraz v piné
krvi, vysledky nejsou pfesné, protoze jde o spole€ny ucinek obou enzym(,AChE
a BUChE (80% : 20%). Presto je tento zpusob vyhodny, umozriuje zpracovani
materialu bez pfedchozi centrifugace.

Metod pro stanoveni cholinesteraz bylo popsano mnoho. Metody pro
mérfeni kinetiky enzymové hydrolyzy Ach a acetylthiocholinu v AChE in vivo,
jako je metoda s vyuzitim hydroxylaminu a HPLC metoda.

Pro testovani enzymatické hydrolyzy Ach probihajici in vitro je pouzivan
acetylthiocholin, protoZze mechanismus hydrolyzy acetylthiocholinu kvantitativné



odpovida mechanismu hydrolyzy Ach. Priubéh reakce muze byt tedy
kvantitativné méfen dvéma nezavislymi metodami:

- spektrofotometricky- stanoveni thiocholinu metodou podle Ellmana

- elektrochemicky — stanoveni kyseliny octové.

V soucCasné dobé je aktivita cholinesteraz vyjadfovana v katalech na litr
(kat/l), coz odpovida pfeméné jednoho molu substratu za sekundu na litr,

napf.séra Ci plazmy (Bajgar, 1972).
Znamé moznosti lécby SDAT

Farmakologicka lécba

Pfedpokladem pro uspésnou dlouhodobou Ié¢bu je v€asna diagnoza a
v€asna lécba. Cilem je zlepSeni stavu, Ci alespon zabranéni progrese stavu,
vysledkem by mélo byt udrzeni kvality Zivota. Prostfedkem k tomuto uzivany je
zasah do metabolismu mozkovych mediatord (Pidrman a Boucek, 2002).

Na zakladé dikazl Ize pouzit dva farmakoterapeutické pfistupy, které
jsou indikovany u Alzheimerovy nemoci:

 podavani inhibitor cholinesteraz

« podavani neselektivnich antagonistd tzv. N-metyl-D-aspartatovych
(NMDA) ionotropnich receptort excitacnich AMK, které oteviraji iontové kanaly
pro Ca*". Jedinou klinicky pouzivanou latkou je memantin. Svym pusobenim
brani excitotoxicité — nadmérnému puasobeni excitaCnich AMK, ke kterému u
SDAT dochazi (Jirak a Larkova, 2007).
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Obr. 4 Receptor NMDA (http://www.monografias.com).

Na téchto receptorech za fyziologickych poméru probiha déj nezbytny
pro pamét — dlouhodoba potenciace (opakované pusobeni stejného podnétu
pusobi vyS8Si nasledné postsynaptické potencialy). U SDAT, vaskularnich i
posttraumatickych zmén CNS vSak dochazi k nadmérnému uvolnéni
excitatnich AMK (glutamat, aspartat aj.) a nadmérné excitaci NMDA receptoru.
Tim dojde k nadmérnému influxu kalcia do neurond. To pak zpusobi aktivaci
fady enzym( — predevSim proteinkinaz a fosfataz, v dusledku ¢ehoz dochazi k
zménam neuronalnich proteind véetné jejich prostorového usporfadani.
Nakonec dochazi k odkryti genu pro apoptézu

— programovanou bunéénou smrt — a neurony ve zvySené mife zanikaji.

Kombinace memantinu a inhibitord cholinesteraz je racionalni, pouziva
se u stfedné tézkych SDAT, avSak je finan¢né velmi naro¢na . Jinou léCebnou
variantou je pouziti inhibitor cholinesteraz jako 1€kl I. volby, pfi rekurenci pak
prejit na memantin (Jirak,2006a).

Je pouzivano i dalSich farmak, ktera v8ak v souasnosti slouzi jako
potencialné aditivni. Jsou to napf. nootropni farmaka, extrakty z ginkgo
biloba,tzv,. scavengery (vychytavace) volnych Kkyslikovych radikali nebo

inhibitory monoaminooxidazy B (Jirdk a Lafikova, 2007).



K ovlivnéni cholinergniho systému je uzivano nékolik terapeutickych

strategii:

1. Podavani prekurzoru syntézy acetylcholinu: Jsou pouzivany
pfedevsim rGzné druhy lecitinu, pfedevSim sojovy lecitin. Je nutno uzit
vysoké davky, fadové v desitkach grami denné. Z lecitinu se pomalu
uvolfiuje cholin jako prekurzor pro tvorbu acetylcholinu. Je pouzivan
spiSe jako doplikova lécba.

2. Podavani inhibitori acetylcholinesteraz: Prvni pouzita latka byl
fysostigmin. Nyni jsou pouzivany peroralni inhibitory acetylcholinesteraz
s dlouhym poloC¢asem a dobrou toleranci.

3. Podavani primych muskarinovych a nikotinovych agonistii: Nadéjny
muskarinovy agonista je napf. xanomelin; je zkouSeno také nékolik
nikotinovych agonistu.

4. Latky priznivé ovliviujici cholinergni systém prostrednictvim
ovlivnéni jinych neuromediatorovych systému: Jsou zkouSeny napf.
nékteré beta-karboliny, které parcialné inhibuji GABA-systém. GABA
tonicky inhibuje cholinergni systém, a tato ¢astecna inhibice GABA pak
vede k deliberaci cholinergniho systému.

5. DalSi latky pusobici zlepseni cholinergnich funkci riznymi
mechanismy: Napf. acetyl-L-karnitin  zlepSuje neuronalni influx
prekurzor(l acetylcholinu. Nékteré aminopyridinové derivaty blokuji
zpétny pfijem ACh (Jirak a Koukolik,2004).

Z uvedenych moznosti jediné zpomaleni odbouravani ACh cestou
inhibitord cholinesteraz lze povazovat za zpusob, u néjz je dnes dostatecné
prokazan terapeuticky u€inek (Pidrman a Boucek, 2002).

Tato I|éCiva zpomaluji rozpad synaptického ACh, prodluzuji jeho
schopnost stimulovat postsynaptické receptory a zesiluji pfirozené uvolfovani
ACh v mozku (Brunovsky, 2006).



Behavioralni Iééba demence

Cilem je udrzeni nemocného po co nejdelSi dobu v domacim prostredi
spolu s udrzenim kvality Zivota.

Prostfedky pouzivané v této lécbé jsou kognitivni trénink, aktivace,
motivace, tvirci zaméstnani a péce o fyzickou aktivitu v€etné vyZivy (Pidrman a
Boucek, 2002).

Inhibitory cholinesteraz

Organofosfaty a karbamaty

Vysoka afinita nékterych organofosfatu k AChE, spolu se skute€nosti, ze
tohoto neobycejné vykonného enzymu je v organismu jen zcela nepatrné
mnoZstvi (napf. v mozku Clovéka jen necely 1mg), je pfi€inou neobycCejné
vysoké toxicity téchto latek. Inhibi¢ni ucinek organofosfatli na AChE spociva
Vv jejich chemické vazbé na hydroxylovou skupinu serinu, ktera tvofi jednu Cast
katalytického centra AChE. Takto fosforylovany enzym je inaktivni a jeho
spontanni defosforylace nukleofilnim uc€inkem vody je u organofosfatd velmi
pomala.

Nékteré silné nukleofilni latky s vhodnou strukturou kompatibilni
s aktivnim povrchem AChE jsou schopny enzym defosforylovat a tak mu vratit
jeho biologickou uc€innost. Podobné jako organofosfaty , inhibuji AChE také
nékteré karbamaty tim, ze karbamyluji hydroxylovou skupinu serinu.
Organofosfaty i karbamaty jsou tzv. izosterickymi inhibitory, nebot’ mistem jejich
vazby je stejna funkéni skupina enzymu jako pro substrat. V molekule AChE
existuji i dalSi mista, jejichz obsazeni nékterymi ligandy vede rovnéz k inhibici
enzymové aktivity. Takovym mistem je periferni nebo-li B-anionické misto i
oblast tzv. hydrofobnich interakci. Vazba na tato mista je uskuteCnéna
elektrostatickymi ¢i hydrofobnimi interakcemi, je reverzibilni a takovéto

inhibitory se nazyvaiji allosterické (Patocka,1998).
Lécebné vyuziti inhibitori AChE

Novy zajem o inhibitory AChE podnitila zjisténi, Ze cholinergni nervovy

systém se vyznamné podili na procesech paméti a uc€eni. Cholinergni



hypofunkce, zplUsobena nedostatkem Ach v mozku, vede ke ztraté
intelektualnich a kognitivnich funkci. Senilni demence Alzheimerova typu
(SDAT) je nejznaméjsi neurologickou poruchou tohoto druhu. Jednou z cest, jak
zvySit mnozstvi Ach v mozku na uroven nezbytnou pro fungovani kognitivnich
funkci, je umélé snizeni aktivity AChE podavanim vhodnych inhibitor(.

Tyto latky musi prochazet pfes hematoencefalickou bariéru, musi
umoznovat kontrolované snizeni aktivity mozkové AChE a musi mit co nejvyssi
terapeutickou S$ifi. Jiz z tohoto je zfejmé, Ze nervové paralytické organofosfaty
tyto podminky nemohou splinit, tudiz se hledaly dalsi typy méné toxickych a
proto i méné nebezpecnych typu inhibitor( (Patoctka,1998).

AChE patfi mezi tzv.serinové hydrolazy. Nukleofilem, atakujicim
esterovou funkci Ach je deprotonizovany hydroxyl serinu (tzv.esteratické
centrum enzymu). Vysokou afinitu Ach kenzymu zajiStuje elektrostaticka
interakce mezi kvartérnim dusikem substratu a karboxylatovym aniontem
asparagove kyseliny.
reverzibilnich inhibitord acetylcholinesteraz. Inhibici cholinesteraz je dosazeno
toho, ze je vétSi nabidka molekul Ach kvazbé na jejich nikotinové i
muskarinové receptory. Navic je snizovana tvorba i toxicita p-amyloidu (Hampl
a PalecCek, 2002).

3 zpusoby inhibice AChE:

= reverzibilni inhibice - inhibitor vytvofi s molekulou AChE reverzibilni
komplex, ktery trva po dobu, po kterou je inhibitor pfitomen v plazmé.

= jreverzibilni inhibice - inhibitor tvofi s molekulou cholinesterazy
ireverzibilni komplex. Tohoto zpusobu se uziva u chemickych bojovych
latek.

= pseudoireverzibilni inhibice - pfi této inhibici dojde v molekule
cholinesterazy ke kompetitivnimu vytésnéni acetylcholinu inhibitorem,
ktery je pak sam odbouravan cholinesterazami. Jeho vlastni ptsobeni je
pak delSi nez samotna pritomnost v plazmé. Po jeho odbourani se
molekula AChE funk&né obnovi (Jirak,2002).



Léciva ze skupiny inhibitort acetylcholinesteraz

Tyto 1éCiva jsou chemicky nejednotna, jsou z nékolika rozdilnych

chemickych skupin:

Akridinové derivaty

Tyto latky se v soucasnosti klinicky nepouzivaji, ale jsou ucinné, néktere
dalSi derivaty jsou v klinickém zkousSeni. Typickym zastupcem je takrin, ktery
byla stazen z klinického pouzivani pro svou hepatotoxicitu, prestoze je klinicky

ucinny.

Karbamatové derivaty

Maiji pseudoireverzibilni zplsob inhibice. Inhibuji AChE tak, ze dochazi
ke karbamoylaci esteratického mista aktivniho centra tohoto enzymu, které je
tvofeno hydroxylovou skupinou serinu. Rychlost dekarbamoylace a s ni spojena
obnova enzymové aktivity je zavisla na charaktert alkyll vazanych se na dusik

karbamylové skupiny.

Piperidinové derivaty

Principem je reverzibilni zpUsob inhibice. Masoveé klinicky pouzivany lék
je Donepezil, u€innost byla podpofena mnoha klinickymi studiemi. Jeho dlouhy
poloCas odbouravani, vice nez 70 hod., umoznuje davkovani 1x denné. Je to
Cisty inhibitor AChE, bez ovlivnéni BuChE.

Alkaloidy

Siroce klinicky uzivana latka galantamin, plivodné ziskavana z nékterych
druht snézenek a narcisli, je dnes vyrabéna synteticky. Je to cholinergni
dualista, ma jak reverzibilni inhibicni uc€inek, tak také je alostericky modulator

nikotinovych pre- i postsynaptickych receptora (Jirak a Koukolik,2004).

Cyklosporin A

Objev cyklosporinu A (CSA) vroce 1971 odstartoval novou etapu
v imunofarmakologii. CSA je cyklicky peptid, tvofeny jedenacti aminokyselinami

(AMK). Jean Francois Borel objevil v roce 1976 jeho imunosupresivni ucinek.



Mimo cyklosporinu A byly izolovany jesté jiné typy pfirodnich cyklosporin(, a to
cyklosporin C, D, G a M, které zatim nejsou bézné |éCebné vyuzivany.

Prvni producenti CSA byli vroce 1970 izolovani z pudnich vzorku.
Jednalo se o vlaknité houby Tolypocladium inflatum a Cylindrocarpon lucidum.

CSA byl nejdfive studovan jako mozné antimykotické antibiotikum, ale
jeho spektrum bylo pfili§ uzké pro klinické pouZiti. Teprve objev
imunosupresivniho efektu CSA dal transplantacim novou tvar. V roce 1983 byl
CSA schvalen ke klinickému pouziti pfi prevenci rejekce transplantovaného
Stépu. Se zavedenim CSA do klinické praxe klesla morbidita transplantovanych
pacientll a stoupla UuspéSnost transplantaci organa pfiblizné o 20%. Zejména
transplantace srdce, jater a plic, do té doby pouze experimentalni, byly
uspésné. Stejné jako u transplantaci se CSA nabizi k lé€bé autoimunnich
onemocnéni. Napf. v roce 1980 se pomoci CSA experimentalné [&Cil inzulin
dependentni diabetes mellitus,chronické astma, atopickda dermatitida a
aplasticka anémie. CSA také inhibuje P-glykoprotein, ktery je zodpovédny za

multilékovou rezistenci (Demeule a spol.,1999; Krej¢ova a Herink, 2002).

Chemicka struktura

Aktivni metabolit byl ur€en jako cyklicky undekapeptid, ktery byl nasledné
nazvan cyklosporin. Struktura a konformace cyklosporinu byly zjistény pomoci
chemické degradace spolecné s metodou strukturni krystalografie a
dvourozmérnou NMR. Bylo zjisténo, Ze cyklosporin je neutralni latka, je slozen
z jedenacti AMK, nerozpustny ve vodé, ale velmi dobfe rozpustny v tucich a

organickych rozpoustédlech (Pavelka a spol., 2000).



CH,
N

cH
Il
HC
CH, CH %
'\\/‘ 3 C|]i'l_
cH ‘
CH, CH, HO CH CHy
| N7 N /N
CH, CH, CH CH, cu  CH, CH, CH,
I ! ! ! | [ I,
CH,— I)\I—— CH — CO—N CH—C—=N——CH — Q0 — N— CH — C— N=Cli,
10 1 1 2
I I
Cli~ | , H : Co
CH — CH, —CH i | ! |
CHe o f I b CH
) N—CH,
CH—N 0 0 | (
A T ,, [ |
0C—CH———N—C—CH—N— C— Ci—— N=— C—CH—N—C—cH
| | I o | [ [
CIL, H CIH, O CH CH, CH CH
i 7N B
**************** | CH, CH,
CH CH
4 N /\
CH, CH, CH, CH,

Obr.5 Struktura CSA (pfevzato dle Matha, 1994).

Producenti a biosyntéza

Stejné jako vétSina sekundarnich metabolitl mikrobialniho pavodu je
CSA syntetizovan extraribozomalné. Tato syntéza ma vyrazné nizsi
energetickou spotfebu na syntézu jedné peptidické vazby ve srovnani
s typickou ribozomalni proteosyntézou. Extraribozomalni syntéza je obecné
zajistovana multifunkénim enzymem. U syntézy CSA je to enzym cyklosporin
syntetaza. Biosyntézu sekundarnich metabolitd pomoci tohoto enzymu Ize
obecné rozdélit na tfi zakladni kroky:

1. Aktivace AMK - sekundarni metabolity nemohou vznikat z volnych
AMK, ty musi byt nejprve aktivovany , tj.vyzvednuty na vySSi energetickou
hladinu. Chemickou energii dodava ATP, ten reaguje s karboxylem AMK na
aminoacyladenylat za souasného vzniku difosfatu.

2. Tvorba peptidické vazby — v procesu elektrofilni adice reaguje jako
donor aktivovany karboxyl s akceptorovou aminoskupinou.

3. Reakce podilejici se na modifikaci metabolitu — patfi sem:
epimerizace, metylace, cyklizace a modifikace koncového karboxylu (Matha,
1994).



Mechanismus ucinku

SouCasny model je zaloZzen na obecné pfijimaném nazoru, Zze
imunosupresivni uc€inek spoc¢iva ve schopnosti CSA inhibovat metabolické
drahy zapojené do pfenosu signalu z receptoru T lymfocytl do jadra a takto
blokovat aktivaci genu pro syntézu lymfokini na arovni transkripce (Matha,
1994).

CSA také blokuje indukci HLA antigenu Il. tfidy na antigen prezentujicich
burikach. V dasledku plasobeni CSA také dochazi nepfimo Kk inhibici
adhezivnich molekul, induktorovych a efektorovych funkci bunék imunitniho

systému (Pavelka a spol., 2000).

Interakce CSA s bunéénym povrchem

CSA neinteraguje s cilovou bunkou pfes specifické receptory, ale vaze
se na jejim povrchu nespecificky, pravdépodobné fyzikalné-chemickou interakci
s lipidy plazmatické membrany.

Na druhé strané CSA ovliviiuje specificky napf. funkci T lymfocytd,
potvrdilo se, Ze za jeho imunosupresivni u€inek jsou - mimo jiné - zodpovédné
intracelularni vazebné proteiny. U CSA byl tento protein izolovan a diky své
afinité k CSA nazvan cyklofilin (Matha, 1994).

Imunosuprese cyklosporinem A se déje pfes vazbu na cyklofilin, tento
komplex se nasledné vaze na kalcium dependentni fosfatazu kalcineurin. Tato
formace pUsobi supresi genové exprese cytokinl a inhibuje ¢innost T lymfocyta
(Borlongan a spol., 2000).

Uloha kalcineurinu a jeho inhibice komplexem cyklosporin-cyklofilin byla
studovana na modelu jaderného faktoru aktivovanych T lymfocytl (NFAT). Ten
je tvofen dvéma podjednotkami, z nichz jedna je v cytoplazmé. V pribéhu
aktivace T lymfocytl probéhne aktivace cytoplazmatické podjednotky NFAT a
jeji transport do jadra, kde se spoji s jadernou podjednotkou a tak se aktivuje
exprese genu. Kalcineurin defosforylaci fidi vstup cytoplazmatické podjednotky
NFAT do jadra.

CSA specificky interaguje s cytoplazmatickym proteinem cyklofilinem.
Komplex cyklosporin-cyklofilin pak inhibuje fosfatdzovou aktivitu kalcineurinu a
tim blokuje aktivaci a transport cytoplazmatické podjednotky NFAT do jadra
(Matha,1994).



Takto je znemoznéna tvorba cytokinl, zejména syntéza interleukinu 2,
pomocnymi T bunkami, které jsou nezbytné pro aktivaci cytotoxickych T
lymfocytd a jejich diferenciaci (Suchy a spol, 2004; Steiner a spol.,1996).

Fosfataza kalcineurin je také lokalizovana v mozku, véetné hipokampu.
CSA inhibuje kalcineurin v neuronech, ktery je dllezity pro metabolismus oxidu
dusnatého (NO) a jaderny import transkrip&nich faktort. Potencialni prospéch
cyklosporinu A by spocival v jeho imunosupresivnim efektu, protoze u SDAT
jsou zaznamenavany znamky zvysené aktivity ,zanétlivych® cytokinu

(Lu a spol, 1996; Borlongan a spol., 2000).

Chemotakticka, ani fagocytarni aktivita neutrofild neni CSA ovlivnéna
(Suchy a spol, 2004).

Pfi pokusu s dospélymi krysami kmene Wistar, které byly |é€eny CSA
(10mg/kg denné po dobu 9 dni) bylo zjiSténo signifikantni snizeni exprese
kalcineurinu v septu v kombinaci se zvySenymi hodnotami ChAT v septu ve
srovnani s kontrolou. ChAT je enzym pusobici pfi syntéze ACh z acetylCoA a
cholinu. Pozorované zvySeni ChAT vybizi k potencialnimu Ié€ebnému vyuZziti
CSA pfi mozkovych poruchach, zplsobenych zménami v cholinergnim

systému, hlavné pfi SDAT (Borlongan a spol., 2000).

Hematoencefalicka bariéra a P-glykoprotein

Hematoencefalicka bariéra udrzuje mozkovou homeostazu a vykonava
protektivni  funkci kontrolou vstupujicich rozpusténych toxickych latek do
centralniho nervového systému (CNS).

Efluxni transportér P-glykoprotein (P-gp) je kliCovym prvkem
v molekularnim mechanismu udrzovani specialnich permeacnich vlastnosti
hematoencefalické bariéry. Pfedchazi nadmérnému hromadéni hydrofobnich
molekul nebo léCiv v CNS.

P-gp (170 kDA) je uspofadan do 12 transmembranovych domén a ma
dvé vazebna mista pro ATP. P-gp patii mezi transmembranové proteiny a mize
byt pfi€¢inou multirezistence tkani, vCetné tkané mozkové, klékim. Ta je
spojena s nadmérnou expresi P-gp, ten je zfejmé v uzkém vztahu k zonulae
occludentae (— té&sné spoje). Nachazi se ve velkém mnozZstvi v mnohych

tkanich, mj. v endotelovych burikach kapilar hematoencefalické bariéry.



P-gp je u lidi kodovan dvéma geny (MDR1 a MDRS3, také nazyvany
MDR?2), tfi geny byly identifikovany v hlodavcich (mdr 1a, mdr 1b a mdr 2).
Lidsky MDR1 a oba mdria a mdr1b v hlodavcich prokazuji fenotypovou
rezistenci, kdezto lidsky MDR3 a mdr2 v hlodavcich nikoliv. MDR3 a mdr2 jsou
ziejmé zapojeny do transportu fosfatidylcholinu pfes membranu hepatocytu.

(Demeule a spol.,1999; Demeule a Régina, 2002; KrejCova a Herink,
2002 ).

Substraty P-glykoproteinu a reverzni Cinitelé

Prvni molekuly identifikované jako P-gp substraty pochazely z pfirodnich
zdrojl, rostlin ¢ mikroorganismu. Jejich struktura zahrnovala predevsim
planarni aromatické domény, hydrofobni oblasti, tercialni aromatické
aminoskupiny nebo meéla kladné naboje pfi fyziologickém pH. Mezi
transportované latky pomoci P-gp patfi protinadorova IéCiva jako anthracykliny,
ale i ,klasicka“ antibiotika napf.erytromycin a tetracyklin, dale digoxin,
dexamethazon, opioidy a cyklické a linearni peptidy.

Reverzni Cinitelé jsou molekuly, které obnovuji citlivost rakovinnych
bunék plvodné lékové rezistentnich na antitumorové Cinitele tim, Zze brzdi
transportni aktivitu P-gp. Mezi prvni generaci patfi blokatory kalciovych kanald,
antagonisté kalmodulinu, chinolin, steroidy, imunosupresivni latky, antibiotika a
detergenty. VétSina téchto latek produkuje toxiny pfi uzivani davky dostatec¢né
k inhibici P-gp. Vyvoj se proto nezastavil, ale nastoupila druha a tfeti generace,

jako je valspodar (Demeule a Régina, 2002).

Role P-glykoproteinu v mozkovych kapilarach

S pfibyvajicimi dikazy narusta fyziologicka role P-g , pivodné vymezena
jeho efluxni funkci u nékterych xenobiotik.. P-gp napf. hraje dulezitou roli
v zabrafiovani vstupu hydrofobnich latek do CNS pfes hematoencefalickou
bariéru.

Obecné ma P-gp ma tyto zjisténé funkce:



-Eflux 1é€iv

Jak dokladaji Cetné dikazy, P-gp zprostfedkovava eflux léCiv
v hematoencefalické bariéfe. Toto bylo demonstrovano fotoafinitnim znacenim
pomoci .

Ke studiu fyziologické funkce P-gp byla pouZita generace transgennich
mySi s poruchou genu mdria. Substraty P-gp se hromadi v mozcich téchto
mySi v mnohem vétSim rozsahu nez ve standardnich druzich, také jsou
mnohem citlivéjSi k neurotoxickym vlivaim. Akumulace testovaného IéCiva
v mozku téchto mysi vzrostla oproti kontrolni skupiné 80-100krat.

Novodobé pouziti mozkového promyti in situ u standardniho typu a P-gp
deficientnich mysi umoznilo vyhodnotit vliv P-gp na mozkovou absorbci
substratd s vylou€enim matoucich rozdili v systémové farmakokinetice na
distribuci P-gp.

P-gp se zda byt hlavnim efluxnim transportérem hematoencefalické

bariéry, vystupuje jako ochrana CNS pfed nadmérnou kumulaci xenobiotik.

- Sekrece nebo exkrece

Kroli hlidaCe organismu je také P-gp zapojen do exkrece toxickych
slouCenin ledvinovymi tubuly a do ZluCe a také v sekreci endogennich latek
z nadledvin. Rovnéz bylo prokazano, ze p-amyloid je transportovan pres
plazmatickou membranu mechanismem ATP-dependentni exocytdézy za uclasti
P-gp .Lze opravnéné predpokladat, ze p-amyloid mohl byt endogennim

substratem pro P-gp i v mozku.

- Dalsi funkce P-glykoproteinu

Bylo zjisténo, ze P-gp je zapojen do sekrece cytokinl z lymfocytd, funkce
chloridovych kanall, migrace bunék a sekrece steroidl z nadledvin. Nedavné
studie pfinesly nové pohledy na P-gp v regulaci bunécné smrti stejné jako na
jeho spoluodpovédnost za diferenciaci bunék. Nékteré nalezy prokazuji ucast
P-gp v transportu lipidi pfes buné&né membrany. Napf. cholesterol interaguje
pfimo s vazebnym mistem P-gp, proto se predpoklada, Zze muze byt
transportovan pomoci MDR1 P-gp. Tyto hypotézy musi byt jeSté ovérfeny
(Demeule a Régina,2002).



Uéinek CSA na P-glykoprotein

Substratem pro P-gp je nejen Siroka Skala cytostatik, ale i blokatory
kalciovych kanall (napf. verapamil), kalmodulinové inhibitory
(trifluorperazin),steroidni receptorové ligandy (tamoxifen) a imunosupresivni
léCivo CSA, které mulze pusobit jako chemosenzibilizator v rakovinovych
burikach (KrejCova a Herink, 2002).

Blokatory kalciovych kanalt a také CSA vykazuji supresivni ucinek na
funkci P-gp. Verapamil byl pouzit kinhibici P-gp transportu CSA
v monomolekularni vrstvé mozkovych bunék. To vedlo k naslednému zvyseni
koncentrace CSA na bazalni strané. CSA byl v podobném duchu také testovan
a bylo zjisténo, Ze se jedna a jeden z nejefektivnéjSich inhibitort funkce P-gp.
Tato blokada P-gp funkce mulze byt teoreticky moznym mechanismem
neurotoxicity CSA (Jeruss a spol.,1998).

U pacientu, ktefi tézko dosahuji terapeutické urovné CSA mohou byt
k upevnéni zadané hladiny CSA pouzita |éCiva, ktera s nim soutézi o
metabolismus cytochromu P450. Blokatory kalciovych kanall jsou tak Casto
pouzivany ve spojeni s CSA u pacientl, ktefi téZko dosahuji terapeutické
koncentrace jen se samotnym CSA (Jeruss a spol.,1998).

Molekularni mechanismus interakce CSA s P-gp zUstava nejasny, ale
jednoducha substituce serinu za fenylalanin v jedenacté transmembranové
doméné modifikovala jeho specifitu pro CSA u mysSi. Pfedpokladalo se, ze
zvySeni citlivosti bunék na cytostatika je mozné inhibici P-gp a to i bez toho, aby
byly P-gp aktivné pfepravovany. (Demeule a spol., 1999).

P-gp zvySuje rezistenci endotelové tkané kapilar vaci I€ékim a tim blokuje
jejich vstup do mozkové tkané. CSA inhibuje tento proces. Na druhou stranu
bylo prokazano, ze samotny P-gp transportuje CSA. Princip ucinku CSA na P-
gp spociva v inhibici ATPazové aktivity. Tato interakce s ATPazou ma za
nasledek inhibici funkce P- gp.

Schopnost inhibice P-gp byla sledovana i u dalSich analogl CSA. Bylo
zjisténo, Ze nékteré metabolity si mohou zachovat €ast inhibiCni aktivity
matefské latky, coz zavisi na pozici ve struktufe, ve které jsou modifikovany.
Oxidace hydroxylové skupiny cyklosporinu A, G nebo D v pozici 1 zvySila
schopnost inhibice P-gpu. Rovnéz analogy CSA modifikované v pozici 11 si



schopnost inhibice zachovaly, zatimco analogy modifikované v pozici 2
(cyklosporin C a D) tuto moznost inhibice ztratily. Bylo zjiSténo, Ze modifikace
analogl CSA v pozicich 1 a 2 jsou rozhoduijici pro jejich interakci s P- gp a tak
si udrzuji ¢ast své inhibi¢ni aktivity jako jejich matefska latka (KrejCova a
Herink, 2002).

P- gp snizuje absorpci Iéku z gastrointestinalniho traktu a zvysuje

eliminaci lékd moci a ZIlu€i (Krej€ova a Herink, 2002).

Farmakodynamika a farmakokinetika CSA

Farmakokinetické parametry nejsou optimalni. Biologicka dostupnost
CSA po peroralnim podani je velmi variabilni, kolisa vrozmezi 5-90%
(primérné 30%), je to zpusobeno zejména nestandardni absorpci léCiva.
Vstifebavani je ovlivnéno Fadou faktoru, jako je délka horni ¢asti tenkého stfeva
— zde probiha maximum absorpce, stfevni motilita, napli zaludku, Cinnost jater,
ZluCovych kyselin a ledvin (Krejéova a Herink, 2002).

Profil hladin CSA v krvi odpovida absorpci nultého fadu a exponencialni
distribuci a eliminaci. V terapeutickych koncentracich je zhruba polovina CSA
v krvi obsazZena v erytrocytech, ale distribuovan je prfedevSim mimo krevni
fecCisté - jeho zdanlivy distribuéni objem je 4-8 I/kg. Tkanove koncentrace CSA
koreluji s hladinami vazebného proteinu cyklofilinu v cytosolu a obsahem lipidd.
CSA se hlavné metabolizuje v jatrech systémem jaternich monooxidaz, kterée
jsou katalyzovany zejmeéna jaternim cytochromem P-450.

Hladiny nékterych metabolitd CSA se slabou imunosupresivni aktivitou
mohou pfi dlouhodobé terapii pfevySovat koncentrace matefské latky.

Clearance CSA kolisa od 0.4 do 3 L/h/kg, po p.o. aplikaci se cca 90%
davky eliminuje moci a jen 6 % Zlu€i s polo€asem kolisajicim od 6 h u zdravych
dobrovolnikd az k 20 h u nemocnych s jaternim poSkozenim.

Doba, za kterou dosahne CSA maximalni koncentrace v krvi, je také
variabilni a kolisa od 1,5 do 8 hodin. Nékdy dokonce muze dojit k druhému,
pomeérné vysokému vrcholu koncentrace CSA. Dulsledkem této nestability je
zvyseni rizika projeva toxicity a to i pfi relativni denni nizké davce IéCiva.

Navic existuji kinetické interakce mezi CSA a C&etnymi, soucasné
podavanymi, léky (zejména néktera antibiotika a antimykotika, kortikoidy,
kalciové blokatory, antagonisté H, receptort aj.,(Pavelka a spol., 2000).



Kinetické parametry CSA

Biologicka dostupnost - & 30%

Exkrece moci - <1%

Vazba na plazmatické proteiny - 93+2%
Clearance (na 70kg osobu) - 410+70 ml/min
Zdanlivy distribu¢ni objem — 4-8 I/kg
Biologicky polo¢as — 5,6 +2 hr

Uginna koncentrace — 100-400 ng/m

Toxicka koncentrace - > 400 ng/ml
(KrejCova a Herink, 2002).

Toxicky Ucéinek

Volna chimické latka

‘ Biotraqsformace ‘

Metgbolity

Exkrece

Obr. 6  Toxikokinetika a  biotransformace toxickych latek
obecné (Patocka,2007)

Toxicita a nezadouci u€¢inky CSA
1/3 nemocnych Ié€enych CSA. Projevy jsou zavislé na Cnhax CSA a ustupuji po
sniZzeni davky.

- poruchy funkce GIT — anorexie,zacpa, nauzea a zvraceni patfi mezi

Casté nezadouci ucinky



- hepatotoxicita — u nemocnych s transplantovanou ledvinou se popisuje
az dvojnasobné vyssSi incidence cholestazy a hyperbilirubinémii a zvySeni
sérovych hladin aminotransferaz a to hlavné ALT.

- kozni a slizniéni projevy - hirzutismus, hypertrichdza, zvysSené
ochlupeni na oblieji, ramenech, pazich a zadech se vyskytuje az u 50%
nemocnych s transplantovanou ledvinou.

- hypertrofie bukalni sliznice — CSA zvySuje jak pocet fibroblastl, tak
tvorbu kolagenu.

- neurotoxicita — a to od mirnych projevu jako je lehky klidovy tfes
koncCetin, ataxie, zmatenost, bolesti hlavy, poruchy spanku az po vzacné se
vyskytujici smrtelné leukoencefalopatie. Tyto neurologické ucinky se vysvétluji
snizenim plazmatické hladiny hofC€iku, ktera sama mulze byt projevem
nefrotoxicity CSA nebo hypocholesterolémii (Krejcova a Herink,2002;
Matha,1994).

Neurotoxicita CSA mUze mit rozmanitou etiologii. Je nezbytna diagnéza,
aby se vyloucilo infek&ni i lymfoproliferativni onemocnéni. Prevence je obtizna,
rizikové faktory jsou u vétsiny transplantovanych pacientt (Jeruss a spol.,1998).

Z pohledu nezadoucich ucinkd je dilezita schopnost CSA indukovat

produkci TGF-B stimulujiciho fibroblasty (Suchy a spol., 2004).

Monitorovani hladiny CSA

Metody pro stanoveni CSA

Vzhledem k uzké terapeutické Sifi se hladina CSA musi monitorovat.
Kvantifikace CSA vyzZzaduje metody imunoanalytické s pouzitim nespecifickych
protilatek nebo HPLC, ktera jako jedina dokaze kvantifikovat i metabolity CSA.
Tuto metodu je vhodné pouzit v pfipadé neadekvatni odpovédi na IéCbu CSA,
tak aby se mohl analyzovat podil parentni latky a metabolitd na vyskytu
hypertenze a dalSich toxickych jeva.

Pfi porovnani vysledku studie, kde byly hladiny CSA méfeny specifickou
a nespecifickou radioimunoanalyzou (RIA) byly vysledky nespecifické RIA vysSi

a zhruba odpovidaly souctu CSA a primarnich metabolitd.



U stanoveni pomoci HPLC byly koncentrace CSA a jeho primarnich
metabolitl (AM1-M17, AM9-M1 a AM4N-M21) pfi porovnani se specifickou RIA
metodou o 8% niz8i. Pomér AM1/CSA je pro jednotlivé pacienty konstantni.
Koncentrace CSA a jeho metabolitd v lymfocytech byla zavisla na ¢ase odbéru
a zpracovani vzorku.

Na stanoveni CSA a jeho dvou primarnich metabolitt AM1- M17 a
AM4N-M21 byla vyvinuta mikrometoda, ktera pouziva 200 pl plné krve a
cyklosporin D jako vnitfni standard. Linearita tfi latek se testovala v rozmezi
1 -1 000 pg/l, recovery se pohybuje od 99 — 144 % a variaCni koeficient od 3,6
do 7,3% v zavislosti na latce a testované hladiné. CSA, méfeny u 19 renalné
transplantovanych pacientl (celkem 458) vzorku, se koreloval se specifickou
RIA metodou CYCLO Trac dia Sorin s korelaénim koeficientem 0,981. Pomér
M17/CSA se u jednotlivych pacientu statisticky vyznamné lisil, pomér M21/CSA
byl u v8ech pacientl nizky a stabilni.

Tyto nalezy, a také vyskyt dalSiho metabolitu AM9-M1, ktery byl
identifikovan na zakladé svého retencniho €asu asi u jedné tretiny pacientd,
svédCi o znacnych individualnich rozdilech v aktivité systému metabolizujicich
CSA (Brozmanova, 2003).

Biochemické parametry

Cilem dalS$i studie, kterou provadéli Christians a spol (1995) bylo urcit
biochemické parametry, které by byly paralelni seliminaci CSA, a tak
signalizovaly zhorSenou eliminaci CSA vyzaduijici kvantifikaci metabolitd CSA.

Bylo zjisténo, Ze koncentrace konjugovaného a celkového bilirubinu
v séru vyznamné korelovala s koncentraci metabolitd druhé generace CSA, coz
jsou metabolity AM19 a AM1A, zatimco se zlu¢ovymi kyselinami nekorelovaly.

To naznacCuje, Ze iontové spojeny transportni systém neni kvantitativné
zapojeny do exkrece CSA a Ze metabolity CSA a bilirubin jsou eliminovany
stejnym transportnim systémem pres biliarni membranu hepatocytd.

Koncentrace konjugovaného a celkového bilirubinu s koncentraci CSA a
jeho metabolity prvni generace nekoreluje.

Tato studie byla uzaviena s tim, ze bilirubin a koncentrace metabolit(

druhé generace CSA jsou striktné paralelni, a tudiz celkova koncentrace



bilirubinu v séru muze byt pouZita jako indikator zhorSené eliminace CSA
(Christians a spol.,1995).

Interakce CSA

Jelikoz je jaterni biotransformace CSA zavisla pfevazné na cytochromu
3A4, je zde nebezpeci Iékovych interakci s dalSimi latkami, které jsou substraty,
induktory nebo inhibitory cytochromu 3A4 ¢i P-gp. Bézné pouzivané léky, jako
erythromycin, ketokonazol, diltiazem mohou vyrazné zvysit plazmatické hladiny
CSA. Obdobny efekt ma i konzumace grapefruitového dzusu.

Naopak induktory rifampicin, fenytoin nebo fenobarbital hladiny CSA
snizuji.

Pfi souCasném podani CSA a aminoglykosidl, amfotericinu B a
nesteroidnich antirevmatik se mize uplatnit aditivni nefrotoxicky u€inek (Suchy
a spol., 2004).

7-methoxytakrin

Chemicka struktura

CH,O
3\ Z

Obr 7. Chemicka struktura 7-methoxytakrinu (Patocka,1998).

7-methoxytakrin (9-amino-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin,
7-MEOTA) je méné toxickym derivatem takrinu, vyvinutym v laboratofich
Vojenské l|ékaiské akademie v Hradci Kralové a to puvodné jako antidotni
prostfedek otrav anticholinergnimi halucinogeny.

Ve srovnani s takrinem se vyznacuje delSim biologickym poloCasem,
Byly to pravé toxické ucinky na jatra, které vedly k omezenému pouZiti takrinu
(preparat Cognex®) jako légiva SDAT. Pro srovnani i.m. LDso u laboratorniho
potkana se v pfipadé takrinu pohybuje okolo 34 mg/kg, zatimco u 7-MEOTA
260 mg/kg (Dejmek, 1990, Patocka, 1998).



7-MEOTA je vjatrech biotransformovan za vzniku 1- a 2-
hydroxyderivat, sou€asné dochazi rovnéz k demetylaci a jednim z hlavnich
metabolitl je 7-hydroxytakrin, ktery z€asti vykazuje biologické uc€inky matefské
latky a navic jesté nizSi toxicitu (Patocka a Fusek,1992).

7-MEOTA je ve srovnani sjinymi nepfimymi parasympatomimetiky
pomeérné slabym inhibitorem cholinesteraz. Zatimco takrin inhibuje obé hlavni
izoformy AChE pfiblizné ve stejném rozsahu, 7-MEOTA inhibuje pfevazné
presynaptickou G4 formu.

Jak 7-MEOTA, tak 7-hydroxytakrin jsou schopny vytvaret rozpustné
komplexy s hlinikem a usnadnovat tak jeho odstrafiovani z organismu.
Nadmérné ukladani hliniku v mozku lidi trpicich SDAT je znamo jiz del§i dobu
(Patocka a spol., 2001; Kune$ a spol.,2005).

Protektivni efekt 7-MEOTA u pentamethylentetrazolem  navozené
kieCové  aktivity  doklada  existenci necholinergni  slozky  jeho
farmakodynamického uc€inku.  Pentamethylentetrazol blokuje @ GABAa
receptorovy komplex a zvy$uje hladinu cytosolového Ca?(Herink a spol.,
1989).

7-MEOTA proSel |. fazi klinického zkou$eni a potvrdila se jeho dobra
snasenlivost u zdravych dobrovolnikd. V oteviené studii byla zaznamenana
jeho uc€innost u tardivni dyskinézy po dlouhodobém podavani nékterych

antipsychotik (Hanu$ a spol., 1991; PatoC¢ka a Fusek,1992).



EXPERIMENTALNI CAST

Usporadani pokusu

K pokustiim bylo pouzito celkem 30 samcl laboratorniho potkana
kmene Wistar albino, konvenéniho chovu, krmenych peletovanou standardni
Larsenovou dietou a s pfisunem vody ad libitum. Hmotnostni rozpéti zvirat

v dobé pokusu se pohybovalo v rozmezi 220-260 gramd.

Zvitata byla rozdélena do péti skupin po 6 jedincich.

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

2. kontrolni skupiné byl podan 7-MEOTA v davce 100 mg/kg i.m.

1. pokusné skupiné (= cyklosporin jednotlivé) byl podan cyklosporin A
v davce 45 mg/kg p.o.

2. pokusné skupiné (= cyklosporin opakovanég) byl podavan cyklosporin
A ve stejné davce 45 mg/kg po 3 po sobé nasledujici dny.

3. pokusné skupiné (=cyklosporin opakované + 7-MEOTA) byl opét
podavan cyklosporin A opakované v davce 45 mg/kg p.o., tfeti den byl pak za

30 minut po podani cyklosporinu A injikovan i.m. 7-MEOTA v davce 100 mg/kg.
Stanoveni aktivity AChE

Ellmanova metoda

Pro tuto praci byla pouZzita Ellmanova metoda, jako jedna z nejcitlivéjSich
a nejpouzivangjSich metod. Jde o modifikaci kolorimetrické metody za pouZiti
5,5'- dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB, Ellmanovo ¢inidlo).

Jako substraty se pouzivaji estery thiocholinu, které jsou
cholinesterazami stépeny 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. Vyhodou této metody je specifita
reakce, dale pak jednoduchost provedeni a vysoka citlivost.



Hydrolyza substratu, jak spontanni, tak enzymaticka je zavisla na pH. Pfi
pH 7,6-7,8 je dosaZzeno optima pro enzymatické Stépeni acetylthiocholinu. Se
zvysujicim se pH vSak roste i neenzymaticka hydrolyza acetylthiocholinu. Proto
hodnota pH 7,6 je optimalni hodnotou, kdy je zanedbatelna spontanni hydrolyza
substratu (Bajgar,1972).

Chemicka reakce Ellmanovy metody
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Obr.8 Schéma reakce (Bajgar, 1972)

Pouzité chemikalie a roztoky

-0,2 M TRIS-HCI pufr:
24,2 ¢ 1,1,1-tris-(hydroxymethyl)aminomethan se rozpusti v 1000 ml
destilované vody. 50 ml tohoto roztoku se smicha s 38,4 ml 0,2 M HCI, doplni
se destilovanou vodou na 200 ml a pH se upravi na 7,6.

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

- substrat
0,029 g acetylthiocholin-jodidu ( ¢&i butyrylthiocholin-jodidu- ke stanoveni
BuChE) se rozpusti v 10 ml destilované vody.

- kalibra¢ni roztok
Vodny roztok cystein — HCI v koncentracich od 1-10* do 5-10° M.

- vzorek pro méreni
Mozek potkana se po rozmrazeni zvaZzi, pfida se k nému pfislusné mnozstvi
destilované vody a zhomogenizuje. Takto pfipraveny vzorek je pouZit pro

stanoveni aktivity AChE.

Pouzité pristroje

- Univerzalni spektrofotometr a sklenéné kyvety
Pracovni postup

Odbér vzorki mozku

Zvifata byla usmrcena dekapitaci 30 minut po poslednim podani
testovanych latek. Nasledovalo Setrné vyjmuti mozku a bezprostfedni zmrazeni
pFi nizké teploté pro pozdéjSi odbér vzorku (Celni korova oblast, hipokampus,

septum a bazalni ganglia).



Postup stanoveni aktivity AChE ve vybranych ¢astech mozku

Z fez( pfisluSnych vzorkl mozkové tkané laboratorniho potkana
(frontalni korova oblast, hipokampus, septum a bazalni ganglia) se pfipravi
homogenat (1 mg mozkové tkané/1ml destilované vody). Do kyvety se k 1 mi
homogenitu pfida 0,4 ml DNTB a 0,4 ml TRIS pufru. Reakce je zahajena
pfidanim 0,2 ml substratu. Fotometruje se pfi 412 uym a registruje se zména
absorbance.

Pro kalibraci se misto homogenitu do kyvety pipetuje roztok ruznych
koncentraci cysteinu. Fotometruje se proti slepému vzorku, ktery je zpracovan
stejné, jen misto cysteinu je pfidana destilovana voda. Z hodnot absorbance
bylo odecitano a zaznamenavano odpovidajici mnozstvi SH skupin nmol

v reakéni smési (Kubant, 2000).



VYSLEDKY

Jednorazoveé podani 7-MEOTA (100mg/kg) nemélo statisticky vyznamny
efekt v bazalnich gangliich proti 1.kontrolni skupiné zvifat, které byl podavan
fyziologicky roztok (0,1ml/100g). Naproti tomu statistickd vyznamnost se
projevila ve frontalni kdfe, doSlo ke snizeni aktivity AChE o 35,7% (270
nmol/min/100mg vlhké tkané&) oproti kontrolni skupiné (420 nmol/min/100mg
vlhké tkané). V hipokampu statisticky vyznamny pokles AChE Cinil 25% (168
nmol/min/100mg vihké tkané) oproti kontrole (224 nmol/min/100mg vilhké
tkané). V septu klesla aktivita AChE o0 19,6% (586 nmol/min/100mg vihké tkané)
oproti kontrolni skupiné (729 nmol/min/100mg vihké tkang).

Po jednorazovém podani CSA (45 mg/kg) bylo snizeni aktivity AChE
statisticky vyznamné ve frontalni kire, septu a bazalnich gangliich. Ve frontalni
kife byla aktivita AChE o 41,4% (246 nmol/min/100mg vihké tkané&) sniZzena
proti aktivité AChE u zvifat kontrolni skupiny (420 nmol/min/100mg vihké
tkané). V septu byla aktivita AChE snizena o 48,1% (378 nmol/min/100mg vihké
tkané) proti kontrolni skupiné (729 nmol/min/100mg vihké tkané). V bazalnich
gangliich byla AChE aktivita snizena o 40,8% (865 nmol/min/100mg vlhké
tkané) proti kontrolni skupiné (1460 nmol/min/100mg vihké tkané). V hipokampu
se statisticky vyznamné neprojevilo snizeni aktivity AChE pfi jednorazovém
podani CSA.

2 pokusné skupiné byl po tfi po sobé nasledujici dny podavan CSA vzdy
v davce 45 mg/kg. Statisticky vyznamné snizeni aktivity AChE se projevilo u
frontalni kdry, hipokampu a v septu. U frontalni kdry €inil pokles aktivity AChE
43,8% (236 nmol/min/100mg vihké tkané) proti kontrolni skupiné (420
nmol/min/100mg vihké tkané&). V hipokampu to bylo snizeni o 20,5% (178
nmol/min/100mg vlhké tkané) proti kontrolni skupiné (224 nmol/min/100mg
vihké tkané) a vseptu byla aktivita AChE snizena o 46,5% (390
nmol/min/100mg vihké tkané) proti kontrole (729 nmol/min/100mg vihké tkané).
V bazalnich gangliich byl pokles nevyznamny.

Kombinace CSA a 7-MEOTA u 3.pokusné skupiny vedla ke statisticky
vyznamnému zesileni inhibiéniho efektu ve vSech sledovanych mozkovych
oblastech. Ve frontalni kafe poklesla aktivita AChE o 46,2% (225



nmol/min/100mg vlhké tkané) proti kontrolni skupiné (420 nmol/min/100mg
vihké tkané).V hipokampu bylo snizeni o 16,5% (187nmol/min/100mg vihké
tkané). V septu byla aktivita AChE sniZzena 0 45,4% (398 nmol/min/100mg vihké
tkané) proti kontrolni skupiné (729 nmol/min/100mg vihké tkané). V bazalnich
gangliich byla aktivita AChE sniZzena o 25,6% (1086 nmol/min/100mg vihké
tkané ) proti kontrolni skupiné (1460 nmol/min/100mg vihké tkané).

Pfi srovnani s 2.kontrolni skupinou, které byl podan 7-MEOTA
(100mg/kg) a 1.pokusnou skupinou, které byl podan samotny CSA (45 mg/kg)
byla statisticky nevyznamna zména pouze u frontalni kiry. V septu byla aktivita
AChE snizena o 35,5% (378 nmol/min/100mg vihké tkané ) proti 2 kontrolni
skupiné (586 nmol/min/100mg vihké tkané). V bazalnich gangliich byla AChE
aktivita také sniZzena o 35,7% (865 nmol/min/100mg vihké tkané&) proti
2. kontrole (1346 nmol/min/100mg vihké tkané). Oproti tomu v hipokampu byla
aktivita AChE zvy3ena o 25,6% ( 211 nmol/min/100mg vihké tkané&) ve srovnani
s 2. kontrolni skupinou (168 nmol/min/100mg vihké tkané).

Pfi opakovaném podavani CSA (3-45 mg/kg) bylo pouze v septu
statisticky vyznamné snizeni aktivity AChE o 33,4% (390 nmol/min/100mg vihké
tkané) oproti 2.kontrolni skupiné (586 nmol/min/100mg vihké tkané). Stejné tak
pouze Vv septu se statisticky vyznamné projevila kombinace CSA (3-45 mg/kg)
+ 7-MEOTA (100 mg/kg),kdy se aktivita AChE sniZila o 19,3% (1086
nmol/min/100mg vihké tkané) proti kontrolni skupiné s podanim samotného
7-MEOTA (1346 nmol/min/100mg vihké tkané).
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DISKUZE

CSA je latka, ktera je pouzivana v transplantacni mediciné a pfi 1éCbé
autoimunnich  chorob. CSA dale zvySuje transport IéCiv  pfes
hematoencefalickou bariéru pozménénim funkce P-gp, a to zfejmé bez
ovlivnéni jejich regionalni distribuce v mozku. V minulosti prokazané zvyseni
fluidizacniho efektu CSA na bunéfné membrany umoznuje spekulovat o
moznostech zvyseni propustnosti bunééné membrany a organovych bariér pro
nékteré slouCeniny zasluhou CSA. VyznaCuje se také inhibicnim ufinkem na
aktivitu AChE, stejné jako 7-MEOTA.

Vtéto praci jsme srovnavali uinky CSA a 7-MEOTA na
antiacetylcholinesterazovou aktivitu. AChE aktivitu jsme zjiStovali pouzitim
Ellmanovy metody. Sledovali jsme uc€inek obou latek na aktivitu AChE ve
frontalni kdfe, septu, hipokampu a bazalnich gangliich. Tyto struktury byly
vybrany z davodu, Ze pravé ty jsou nejvic postizeny u SDAT. K terapii SDAT
jsou pouzivany nejcastéji inhibitory AChE, mezi které by v budoucnu mohl patfit
i 7-MEOTA, ktery zatim uspésSné proSel prvni fazi klinického vyzkumu.
7-MEOTA ma ve srovnani sjeho matefskym I|éCivem takrinem méné
nezadoucich uc€inkd,hlavné nizsi hepatotoxicitu. MizZe byt charakterizovan jako
reverzibilni inhibitor cholinesteraz in vitro a in vivo (Pali¢ka a Zivny, 2003).

TuCek a Dolezal (1991) zkoumali ucinek 7-MEOTA na metabolismus
mozkového ACh. V jejich praci bylo uvolnéni ACh stimulovano tkanovou
depolarizaci nebo pomoci 4-aminopyridinu. Potkanni cerebrokortikalni casti byly
inkubovany v pfitomnosti 7-MEOTA, ktery snizil mnozstvi depolarizaci
uvolnéného ACh a mnozstvi ACh, syntetizovaného b&hem inkubace. Pokud byl
v inkubaénim médiu souCasné se 7-MEOTA pfitomen i cholin, IéCivo snizilo
vychytavani cholinu a také mnozstvi syntetizovaného ACh a jeho uvolnéni do
média. Bylo zjiSténo, ze 7-MEOTA mimo snizZeni syntetizovaného ACh, takeé
brani uvolfovani ACh, plsobenim pfimo na proces uvolfiovani
neurotransmiteru. V experimentu nebylo rozliSeno, zda inhibiCni ucinky
7-MEOTA se uplatnily primarné v procesu syntézy ACh (obzvlast pfi
vychytavani cholinu), nebo jestli pUsobil pfimo na proces uvolfiovani

neuransmiteru.



Vysledky této diplomové prace vedly k zavéram, ze CSA obvykle vyuziva
svUj inhibi¢ni u€inek na AChE ve srovnani s kontrolni skupinou €.1. Navic
nebyly pozorovany zadné vétSi rozdily mezi jednoduchym a opakovanym
podanim ve frontalnim kortexu a septu. Zatimco enzymova aktivita v hipokampu
byla sniZena jen v pfipadé opakovani (skupina 4) a kombinaci CSA a 7-MEOTA
(skupina 5). Naopak, jednoducha davka CSA byla efektivnéjSi ve srovnani
s opakovanou a kombinovanou v bazalnich gangliich bez ohledu na statistickou
vyznamnost skupin 3-5 s kontrolni skupinou 1.

Ve své praci Herink a spol (2002) uvadi, ze podle vétSiny pfijatych
nazord CSA v komplexu CSA/cyklofilin inhibuje kalcineurin, o némz bylo
dokazano, ze je lokalizovany v celém mozku a je dllezity v metabolismu NO a v
importu transkripénich faktord do jadra. To je také dukaz, Ze kalcineurin je
zahrnut do syntézy AChE. Tvrzeni existence linie CSA-kalcineurin-AChE
syntéza, vysvétluje vySe popsané zmény v AChE aktivité po podani CSA.

Palicka a spol (2001) ve své studii zjistoval vliv L-karnitinu na
anticholinesterazovou aktivitu 7-MEOTA. Po tfidenni premedikaci L-karnitinem
byl podan 7-MEOTA a doSlo ke zvySeni inhibice AChE ve vSech sledovanych
mozkovych Castech.

Kdyz seéteme vSechny pfedchozi informace o 7-MEOTA, dospéjeme
k presvédCeni, ze ma zatim vSechny potfebné vlastnosti k tomu, aby se

v budoucnu mohl stat uspéSnym léCivem v terapii SDAT.



ZAVER

Samotny i.m. podany 7-MEOTA (100 mg/kg) zpusobil statisticky
vyznamné snizeni AChE aktivity ve frontalni kife, hipokampu a septu. Ve
frontalni kafe se jako statisticky nejvyznamnéjSi projevila kombinace CSA +
7-MEOTA (3-45 mg/kg + 100 mg/kg), v septu a bazalnich gangliich jednorazové

podany samotny 7-MEOTA.

SOUHRN

Cilem této prace je porovnat ucinky jednorazového a opakovaného
podani cyklosporinu A a interakci CSA a 7-methoxytakrinu na aktivitu
acetylcholinesterazy ve vybranych ¢astech mozku (frontalni kira, hipokampus,
septum a bazalni ganglia) laboratorniho potkana. Z metod pro stanoveni
cholinesteraz byla zvolena kalorimetricka metoda podle Ellmana. Podle
demonstrovanych vysledkd ma CSA ve srovnani s 7-MEOTA pfinejmensim
stejnou (v pfipadé frontalni kiry) nebo vysSi inhibi¢ni ucinnost na aktivitu AChE
(v pfipadé septa a bazalnich ganglii). Naopak pouze v hipokampu ma vySsi
inhibi¢ni uc¢inek 7-MEOTA.

SUMMARY

The aim of this work is comparison of effect of single and repeated
administration of cyclosporine A and the interaction of CSA and 7-MEOTA on
the activity of acetylcholinesterase in selected parts of brain (the frontal cortex,
hippocampus, septum and basal ganglia)of laboratory rat. Calorimetric method
according to Ellman for determination of cholinesterases was chosen. CSA has
at least the same (in the case frontal cortex) or higher inhibition efficacy on the
activity AChE (in the case of septum and basal ganglia) in comparison with
7-MEOTA in compliance with demonstrated results. On the contrary only in
hippocampus 7-MEOTA has higher inhibition efficacy.
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