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1. GVOD A CiL PRACE

Demence je ziskand porucha kognitivnich funkci s postupnym zhorSovanim stavu,
kdy v pozdnich stadiich onemocnéni dochazi k uplné ztraté sobéstaénosti. Nejcastd)si
formou demence je senilni demence Alzheimerova typu (AD), kterd predstavuje 50-80%
viech demenci. Incidence AD prudce stoupa s vékem. V soucasné dobé€ ji na svété trpi
17-25 miliénd lidi, u nas se odhaduje poéet nemocnych na 70000 osob. Ve v&ku nad 85 let
postihuje t€met kazdého druhého Elovéka. S prodluZovanim stfedni délky Zivota ve

vyspélych zemich roste i riziko vzniku AD (">,

AD je =zavazné komplexni neurodegenerativni onemocnéni s mnohymi
kognitivnimi a neuropsychiatrickymi projevy, které zahrnuji poruchy paméti, feci,
chapédni, uvaZovani a orientace v prostoru a Case. Méni se chovani pacientu i jejich
vykonné (exekutivni) funkce, napf. planovani, abstraktni my3leni, rozhodovaci schopnost
apod. Typickym rysem je postupna progrese postiZeni, kterd se zaCne promitat do
kazdodenniho Zivota. Vyrazné smZuje kvalitu Zivota starych hidi. V pokroc¢ilém stadiu

nemoci je pacient zcela odkézan na pééi druhé osoby (‘* 2320y

Etiologie AD je stile je$t¢ nejasnd, 1 kdyz existuje fada hypotéz a
nejpravdépodobnéji se na jejim vzniku podili vice faktoru soucasné. Kromé véku jsou
prokazanymi rizikovymi faktory vzniku AD geneticka zatéz a nositelstvi alely ApoE e4.
Pravdépodobnymi rizikovymi faktory jsou zenské pohlavi, nizky stupen vzdé&lani,
hypertenze, poranéni hlavy, piti alkoholu, pfijem hliniku. MoZnymi - diskutovanymi -
ochrannymi faktory jsou pfijem nesteroidnich antirevmatik, postmenopauzilni terapie

estrogeny a koufeni (jehoZ rizika oviem znevazuji miru pfipadné ochrany proti AD &

15)‘

Vysledky desitek az stovek experimentdlnich i klinickych studii nasvédéuji
v soucasnosti tomu, Ze kliCovym mistem pro pochopeni AD je centralni cholinergni
systém. VSeobecné je za primami pfi¢inu onemocnéni pokladan ubytek cholinergnich
neuroni v Meynertové jadru pfedniho mozku a v septo-hippokampovém systému. Na

tomto zjisténi je zaloZena strategie 1é¢by AD cilend na podporu zhorSujici se cholinergni

neurotransmise. V ¢asném stadiu onemocnéni je narusena, v souvislosti s degenerativnimi
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sménami projekénich neuroni Meynertova jadra, pfedevSim presynaptickd &ast
cholinergniho spojent pfi relativnim zachovani postsynaptickych receptoru. Postupné bylo
experimentalné a klinicky ovéfeno nékolik moznosti ovlivnéni centrainiho cholinergniho
systému, napi. podavanim prekurzori cholinu & primych agonisti cholinergnich
receptord. Dosud nejefektivngj$im terapeutickym pristupem je vSak pouZiti latek ze
skupiny inhibitord acetylcholinesterdzy (AChE), které zamezuji odbouravani
acetylcholinu (ACh) vmozku a zvySuji tak jeho dostupnost pro postsynaptické —

v , -
predeviim korové - receptory (12 2 ).

Do skupiny latek, které se zdaji byt nadé&jné v terapii AD patii i alostericky
inhibitor AChE a soucasné modulator nikotinovych receptora galantamin. L-carnitin (L-
CAR) je litka zndma svym vlivem na zvysSeni transportu nékterych substanci pfes bunééné
membrany, navic ma i slabou cholinergni aktivitu. Z téchto divodu je L-CAR pokladan za
vhodného kandidata pokusi o cilenou biodistribuci farmak do CNS. V interakci
galantaminu s L-CAR by mélo dojit ke =zvySeni pruniku galantaminu pfes
hematoencefalickou bariéru a tim k dal$imu zesileni jeho centrilniho efektu coZ by

. . . - . P . . r . =y P s o 33
umoznilo i redukci terapeutickych davek a nasledné sniZeni nezadoucich ucinki (1“6‘ ).

Cilem prace je stanovit acetylcholinesterazovou aktivitu ve vybranych Castech
mozku a zarovefi i butyrylcholinesterazovou aktivitu na periferii (v jatrech a v plazmé) a
to jednak po podani samotného galantaminu, jednak po premedikact L-CAR. Porovnani
piipadnych zmén cholinesterdzovych aktivit v mozku na jedné strané a v perifernich

organech na strané druhé v interakci galantaminu s L-CAR by dovolovalo usuzovat —

mimo jiné - o ptipadném zesileni perifernich (a tedy spiSe neZidoucich uéinku) inhibitori

AChE.
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2 TEORETICKA CAST

2 1 CHOLINERGNI SYSTEM V CNS A DEMENCE

AD sice postihuje vice neurotransmiterovych systému soucasné, naruSeni
cholinergniho systému v3ak casove piedchdzi dal§i neurochemické zmény. Bez
fyziologického rozmezi neurotransmiteru ACh pak zcela logicky nemohou probihat ty

funkee, které jsou jim zprostredkovany (> '%).

2.1.1 ULOHA CHOLINESTERAZ, ZEJMENA AChE, V ORGANISMU

ACh je vytvafen v neuronech prostiednictvim enzymu cholinacetyltransferazy
(ChAT) z cholinu a acetylkoenzymu A — produktu Krebsova cyklu. ACh muze stimulovat
presynaptické i postsynaptické muskarinové (mAChR) a nikotinové (nAChR}) receptory,
pusobit bud’ jako neurotransmiter nebo jako neuromodulator uplatfiujici bud’ excitaCni
nebo inhibiéni u¢inek na dal$i neurotransmiterové systémy (= kotransmise), anebo muze
vystupovat v obou téchto rolich soucasné. Reakce navozené ACh pak opét odeznivaji,

kdyzZ je ACh v synaptické §térbiné odbouravan predevsim enzymem AChE, mimo synapse

pak pievazné periferné ucinkujici butyrylcholinesterdzou (BuChE) na cholin a acetat (**

3.1) )
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Obr.1 Schéma hlavnich déjd v cholinergni nervové synapsi a funkce inhibitoru AChE

(podle Patocky, 1994)

AChE hraje klicovou roli pfi prenosu nervového vzruchu v CNS i na periferii.
Piirozenym substritem AChE je ACh, ktery je okamzZit¢ po navazani na receptor
rozkladan v t&sné blizkosti receptorii. Cislo piemény AChE je fadové 10°s ™. Hydrolyza
ACh katalytickym pusobenim AChE probiha ve vice stupnich. Nejprve je ACh vazan
kvartérnim dusikem na alfa anionické misto enzymu a karboxylovou skupinou na
esteratické misto. Vznika komplex enzym-substrit. OdSt€penim cholinu vzniki
acetylovany enzym, ktery reaguje s vodou na komplex kyselina-enzym a ten se spontanné
hydrolyzuje na kyselinu a AChE. AChE je pak znovu pfipravena 5tépit dalSi molekulu
ACh (%)

10
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Obr.2 Vazebna mista AChE
(podle Hofejsiho, 1998)

V mozku pacientu s AD se zji§fuje sniZend aktivita ChAT, enzymu nutného
k syntéze ACh, sdysbalanci AChE, enzymu potiebného k degradaci ACh. ZvySeni

aktivity viech cholinesteraz bylo obecné zjisténo v depozitech amyloidu (‘> ').

Molekula AChE je tetramer sloZeny ze dvou polypeptidovych fetézct alfa a dvou
beta. Nejdulezitéj$im mistem aktivniho povrchu AChE je tzv. katalytické centrum. To je
tvofeno hydroxylovou skupinou serinu (tzv. esteratické misto) a karboxylovou skupinou
kyseliny glutamové (tzv alfa anionické misto). Na perifernim povrchu se nachazi také
periferni beta anionické misto, tvofené karboxylovou skupinou (tzv akceleraéni misto).
V blizkosti esteratického mista lezi jest¢  hydrofobni oblast, tvofena seskupenim

hydrofobnich aminokyselin (tzv.gama anionické misto *%).

11
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Obr.3 Hypotetickd struktura aktivniho povrchu AChE
{podle Navratila,1989)

2.1.2 MECHANISMUS INHIBICNIHO UCINKU

Inhibitory AChE muZeme rozdélit podle charakteru a mista vazby na aktivni
povrch enzymu do dvou skupin: neacylujici a acylujici inhibitory. Mezi neacylujici
inhibitory fadime ty latky, které se vaZou na alfa &i beta anionické misto nebo na misto
hydrofobni. Na toto misto se vdze fada sloucenin s hydrofobnimi vlastnostmi, napf.
galantamin, takrin. Vazby uplatiiujici se mezi neacylujicimi inhibitory a AChE jsou
elektrostatické povahy, maji reverzibilni nebo alostericky charakter. Nejvyznamng)si
reprezentanty acylujicich inhibitora jsou organofosfaty a karbamaty. Tyto latky reaguji

s esteratickym mistem AChE a acyluji je. Vytvaii s enzymem kovalentni vazbu *.

2.1.3 CHOLINERGNI RECEPTORY A AD

Zrejmd souvislost kognitivnich poruch s ¢asnymi degenerativnimi zménami

centralniho cholinergniho systému (CCS) nastoluje otdzku konkrétmi participace

12
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e dnotlivych podtypi ACh receptorii a Easovou posloupnost jejich piipadného postiZeni.
Dosavadni poznatky potvrzuji preferenéni dbytek presynaptickych acetylcholinovych
mAChR typu 2 a nAChR a relativni zachovani postsynaptickych receptorii, predevsim
excitabnich mAChR typu 1. Otevienou terapeutickou otazkou zustdvd preference
stimulace bud’ MAChR &i nAChR. Uvahy o piipadném vyznamu nAChR pfi lécbé AD
nalezly urgitou oporu v zjiSténi protektivniho vlivu koufeni na vyskyt AD ve vysokém
véku. Existuji také doklady potvrzujici relativng &asné postizeni nAChR cholinoceptivnich

korovych neuroni ve srovnani s mAChR ('),

2.1.4 NIKOTINOVE RECEPTORY ACETYLCHOLINU

Nikotinovy acetylcholinovy receptor (nAChR) je ligandem fizeny iontovy kanal,
ktery umozZiiuje pfenos jak v centralnim, tak v perifernim nervovém systému. Je tvofen
komplexem péti podjednotek, které patii podle své odlidné polypeptidové struktury do Ctyt
skupin, oznaGovanych alfa, beta, gama a delta. U podjednotak prvnich dvou typu byly
jesté navic zji§tény rizné izoformy, a to 9P u alfa podjednotky a Ctyfi u beta podjednotky.
NAChR jakoZto péticlenné kombinace rozliénych podjednotek vykazuji velkou diverzitu

ve své struktufe, a tudiz i ve funkci (" %).

13
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Obr.4 Schéma pentametrické struktury nAChR
(podle Benesové, 2003)

Perifermni nAChR na nervosvalové ploténce kosternich svall jsou tvofeny
podjednotkami a 1, B 1, v a §, zatimco nAChR na srdci a v gangliich obsahuji kombinace
podjednotek a 3, @ 5 a B 4. Neurondlni nAChR nachazejici se v mozku sestavaji
zruznych kombinaci podjednotek a (a0 2-¢ 6) a B (B 2 B 4). Kromé t&hto
heterooligomemnich nAChR se v CNS nachézi homooligomery tvoiené z péti stejnych

podjednotek (a 7, a 8, a 9). Podjednotka ma na své extracelularni Cdsti - kromé

14
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pecifického vazebného mista pro ACh - jest€ dalSi alosterickd vazebnia mista pro
nekompetitivni aktivatory iontového kanalu (napf.: inhibitory cholinesterazy fysostigmin,
takrin galantamin) nebo pro nekompetitivai blokdtory (chlorpromazin, fencyklidin), pro
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Obr.5 Schematicky prafez nikotinovym receptorem, zndzoriujici iontovy kanal, vazebné
misto pro Ach, kompetitivni agonisty a antagonisty a ruzna alostericka vazebna mista

(podle Benesové, 2003)

Po aktivaci vazebného mista pro ACh dojde k otevieni receptorového kandlu pro
tok kationtu {Na, K, Ca) na dobu nékolika milisekund, coZ vede k depolarizaci membrany
a intracelularni signalizaci. Potom se kanal uzavira bud® do stavu klidového nebo stavu
desenzitizace, kdy je nAChR refrakterni na dobu nékolika milisekund az minut. Pribéh a
dynamicka rovnovaha mezi t€mito tfemi konformnimi stavy nAChR (otevieny kandl,
klidové uzavieni kanalu, stav desenzitizace} jsou zavislé na podjednotkovém sloZeni

piislusného nAChR a na druhu i délce pisobeni agonisty (*°).
Ve srovnani s mAChR je denzita nAChR v lidském mozku niZ8i. Nachazeji se

viak nejenom na synapsich vlastniho cholinergniho systému, ale i na presynaptickych

termindlach dal$ich neuronalnich systému v kortexu, hippokampu, thalamu, striatu a

15
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mozeéku, kde facilituji nebo modifikuji uvolnéni jinych transmitert, predevSim GABA,

dopaminu, noradrenalinu, serotoninu a glutamatu "%.

NAChR pfispivaji k zaji§téni optimalniho vykonu neurondlnich okruht mozku a
k fizeni komplexnich &innosti organizmu, ptikladem miZe byt adaptace na zmény
prostiedi. V experimentdlnich studiich bylo prokazano, Ze prostiednictvim nAChR se
realizuje Fada fyziologickych reakci, napf. udrZovani vigility, selektivni pozomnost,
zpracovani informaci, uceni a pamét, stresova reaktivita, spankové cykly, vyvo zavislosti

e 1.6.27
a abstinenéniho syndromu (™).

V priubéhu ontogenetického vyvoje pak dochazi ke zméndm poctu, funkce a
uspoiadani nAChR. Vysoka denzita nAChR byla zjidténa jiZ v pribéhu fetdlniho vyvoje.
Srovnani exprese nAChR na turovni mozkové kary a moze€ku ukdzalo, Ze v prubéhu
zivota dochazi k signifikantnimu poklesu podjednotek o 4, o 5, a 7, B 2 a [} 4, zatimco
vyskyt podjednotky a 3 se neméni a u podjednotky B 3 byl v kortexu zaznamenan
signifikantni vzestup. Piitomnost nAChR v &asném prenatiinim vyvoji naznaCuje jejich

vyznam pro tvorbu a modulaci synaptogenetickych procesi (*7).

Studie mozku pacienti s AD ukézaly, Ze u této choroby dochazi k signifikantnimu
ubytku nAChR v kortexu, hippokampu i dal$ich oblastech CNS. Zmény mAChR naopak
nejsou vyrazné a vyskytuji se nepravidelné. Deficit nAChR se tyka hlavné podjednotky «
4 (30-50%), mensi ztraty pro podjednotky o 3 a o 7. Ubyvani denzity nAChR koreluje
vyznamné se stupném demence u AD. ZlepSeni kognitivnich vykonl po terapn téchto
pacient inhibitory AChE bylo spojeno se zvySenim denzity nAChR. Aktivace

neurondlnich nAChR se tedy jevi jako raciondlni cil terapic AD (6).

Samotny nikotin neni pro terapii AD vhodny vzhledem k svym NU (pedeviim
kardiovaskularnim). Skupinou vhodnégjsich kandiditu 1écby predstavuji nikotinovi
agonisté, ktefi pusobi preferenéné jako ligandy na alosterickych vazebnych mistech
neurondlnich, ptipadné ploténkovych nAChR. Takovou latkou je prdvé galantamin . Jiz
po tydennim poddvéni galantaminu starym laboratornim potkanum byla prokdzina

zvy$ena denzita nikotinovych acetylcholinovych receptor (7).

16
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2.2 FARMAKOLOGIE GALANTAMINU

2.2.1 PUVOD A STRUKTURA GALANTAMINU

Galantamin je alkaloid izolovany z hliz snézenky Galanhtus woronowi a Galanthus
nivalis. Nachazi se i v jinych rostlinich ¢eledi Amaryllidaceae jako jsou bledule, narcisy a
amarylky. Pro komeréni ugely se ziskdva z Leucojum aestivum. V l€kafstvi je znamy jiZ
asi 50 let. Byl pouZivan jako antagonista tubokurarinového uéinku na nervosvalové

ploténce a v 16b& myasthenia gravis nebo paralyz po détské obrné ('),

Galantamin ma dualni ucinek, nebof pusobi jednak jako inhibitor AChE - tedy
podobné jako vsouCasné dob& uzivané IKky pro terapii AD — tj. takrin (Cognex),
donepezil (Aricept) nebo rivastigmin (Exelon), jednak jako alostericky moduldtor nAChR.
Galantamin pro$el klinickymi zkouskamt a nyni je na trhu k dispozici jako pfipravek

Reminyl ®).

Ma strukturu tercidmiho aminu fenantrenové fady, tudiz snadno pronikd

hematoencefalickou bariérou (HEB) a zvySuje tak centralni cholinergni transmisi.

Vzorec:

galantamin
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2.2.2 ANTICHOLINESTERAZOVA AKTIVITA GALANTAMINU

Galantamin je selektivni, kompetitivni a reverzibilni inhibitor AChE, tzn. Ze
souté%i s ACh o vazbu na tento enzym. Vaze s¢ na acetylové i cholinové vazebné misto.
Tim dochazi ke zvydeni synaptické koncentrace ACh a nasledné stimulaci nAChR a
mAChR. Uginnost galantaminu je zdvisla na koncentraci ACh, &im je tato vyS&i, tim je

niz&i inhibice AChE. Vysoké koncentrace ACh vedou negativni zpétnou vazbou k utlumu

aktivity ChAT a k snizeni syntézy ACh (34339,

Galantamin je 50-60x silngj8i inhibitor AChE nez BChE a 10x vice inhibuje AChE

v lidskych erytrocytech ve srovnani s CNS (%%,

Inhibice AChE zfejmé& brani vzniku toxickeho komplexu AChE+ $-amyloidu a
uklddani beta amyloidu (APP), coZ je degenerativni bilkovina piitomna v mozku

nemocnych AD tvofici zaklad tzv. senilnich plaku. (=%

2.2.3 MODULACE NIKOTINOVYCH RECEPTORU GALANTAMINEM

Galantamin pusobi na nAChR jako alostericky modulator, nikoli agonista. Proto
spise senzitizuje nAChR v CNS, svalech a gangliich ke klasickym agonistam a to jen

tehdy, je-li podan v uréitém casovém predstihu pfed nimi (34339,

Presynaptickd aktivace nAChR zvyuje uvoliiovani ACh. Protoze dochazi
k aktivaci nAChR i na jinych neuronech nez Cisté cholinergnich, uvoliiuji se i dalsi
neurotransmitery jako jsou GABA, glutamat, noradrenalin, dopamin, serotonin. Aktivaci
nAChR na glutamétovych neuronech napi. dochazi k uvoliiovani glutamétu a ten
prostiednictvim AMPA  a NMDA receptorlt stimuluje tvorbu neurotrofniho ristového

hormonu (NGF) v buiikdch hippokampu H.
Aktivaci postsynaptickych nAChR galantamin zesiluje cholinergni neurotransmisi
(uvolngni ACh). Nikotinovi agonisté a galantamin zvySuji uvoliiovani solubilntho non-

amyloidogenniho  prekurzoru APP, ktery chrani neurony pred neurotoxicitou

nerozpustného beta amyloidu (pravdépodobné expresi antiapoptickych proteind Bcl-2 a
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Bcl-x).5 ZvySen¢ uv

fysostigmin, eptastigmin ¢ metri
uze vést k neuroprotektivnimu efektu a to ztejmé upravou dysbalance cytosolového

m

oliiovani APP vyvoldvaji i dalsi inhibitory cholinesterdz jako

fonat. Stimulace ionotropnich nAChR galantaminem

kalcia (33).

2 2.4 UCINKY GALANTAMINU NA CNS

a)

b)

d)

Galantamin jakoZto tercidrni amin snadno prochazi HEB a ovliviiuje rizné funkce
mozku. Ve studiich s dobrovolniky byl zikladé elektroencefalogramového (EEG)
zaznamu prokazan jeho miry analepticky efekt a predevsim centralné stimulaéni
uéinky. U spicich zkracuje REM fazi spanku a blokuje hluboka (,,delta®) stadia
nonREM spanku. Ve srovnani s neostigminem galantamin rychleji obnovuje
navrat védomi v postanestetickém stidiu. Galantamin sice antagonizuje ucinek
analgetik morfinového typu (dochazi napf. ke zkraceni utlumu navozencho
morfinem), na druhé strané ma viak vlastni analgetickou aktivitu podobnou

morfinu (opioidni analgezie), protoze ji Ize antagonizovat naloxonem ('),

Galantamin nema piesné definovany i¢inek na chovéni. Vy3si davky galantaminu
byly spojeny s fibrilaci kosterniho svalstva a samovolnymi pohyby. U pokusnych
zvifat zesiluje retenci nauCeného chovani. Klinické studie prokazaly icinnost a
prosp&nost galantaminu na paméf u nemocnych s AD, kterd ovSem neni
statisticky vyrazna. Pro potvrzeni tohoto efektu je zapotiebi vice kontrolovanych
studii s v&t8imi soubory pacienti. Galantamin pfispiva ke zlepSeni kognitivnich,

funkénich a behavioralnich symptomi u pacienti s AD h.

Byl také testovan vliv galantaminu na rizné cholinergni mechanismy po
experimentalnim naru$eni oblasti motorické kiry. Galantamin prodluzoval
negativni u¢inky antagonisti mAChR a nAChR. Korova neuronalni plasticita,
fidici funkéni obnovu, mize ~ mimo jiné faktory - rovnéz zdviset na cholinergni

transmisi zahrnujici mAChR M.

Nékteré psychické poruchy jsou zpisobeny nepomérem hladin mezi monoaminy a

ostatnimi transmitery v mozku. Manie je napf. spojena s nizkymi koncentracemi
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monoamini vmozku a také s nizkou aktivitou cholinergni transmise. Existuji
ditkazy o tom, Ze galantamin rychle zlepSoval symptomy u pacientu s manickymi

a schizofrennimi poruchami .

2.2.5 DALSI FARMAKOLOGICKE UCINKY NA ORGANY A ORGANOVE
SOUSTAVY

a) Galantamin, jakoZto parasympatomimetikum, miZe mit vagotonicky ucinek na
srdeéni frekvenci projevujici se bradykardii. Rizikovymi jsou v tomto pfipadé
pacienti se ,.sick sinus* syndromem nebo se supraventrikularnimi poruchami rytmu

(]|,24).

b) Daldim udinkem galantaminu je vyplaveni ACTH (adrenokortikotropinu) diky
aktivaci hypothalamo-hypofyzarni osy, které ma za nasledek zvySeni plazmatické

hladiny kortizolu (*').

¢} Galantamin ve formé oénich kapek vyrazné sniZuje nitroéni tlak. Pro tyto

farmakokinetické vlastnosti by mohl byt vyuzit v terapii glaukomu ().

2.2.6 FARMAKOKINETIKA GALANTAMINU

Po peroralnim poddni se galantamin rychle a dobfe vstfebava. Maximdlni
koncentrace v krvi je dosaZeno za 0,5-2 h po poziti. Biologicka dostupnost je 88,5%, tedy
velmi vysoka . Podéni galantaminu zdroveri sjidlem sice ponékud sniZuje rychlost
absorpce, aniz by ovlivnilo jeji rozsah. Vazebnost na plazmatické proteiny je nizkd -
okolo 18% - a tedy bezvyznamna. Plazmatické koncentrace galantaminu u nemocnych
s AD jsou o 30-40% vy3§i nez u zdravych jedincu. Jak jiz bylo fe¢eno galantamin snadno
prochazi HEB a jeho hladina v CNS je 3x vy38i neZ v krvi. Stfedni distribuéni objem €ini
175 1. Ptiblizné 75% podaného galantaminu je substratem jaternich cytochromu CYP2D6
a CYP3A4. Nékteré z jeho metabolith jsou sice uéinné v podminkach in vitro, avsak jejich

klinicky efekt je nevyznamny. Eliminuje se hlavné moéi a okolo 20% z podané dévky se
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vyluduje nezménéno. Clearence u cilové populace je piiblizné 200ml/min. Polocas

eliminace je 7-8 hod ("'": 17.20.24.36)

2.2.7 NEZADOUCI UCINKY GALANTAMINU

Hlavni neZddouci u&inky jsou obecné spojeny s cholinergnimi vlastnostmi
galantaminu. Mezi nejéastjsi patii nauzea, zvraceni, prujem, bolesti biicha, bolesti hlavy,
finava. V prvni fazi 1é&by se objevuji zévraté, zvysené slinéni, zvraceni, stfevni obtize a
stiedni stupei bradykardie. Pomé&mé& vyznamnym neZidoucim efektem je pokles
hmotnosti a ztrata chuti k jidlu u pacienti s AD, ktefi sami o sob€ ztraceji zdjem o jidlo.
Stim miZe souviset jiz zmifovana stimulace ACTH a pfechodné zvy$end hladina
kortizolu v plazmé. NeZadouci u€inky mohou byt tlumeny perifernimi anticholinergiky
(N-methylskopolamin), v&t§inou jsou mirné, prechodné a zavislé na davee. Zadna
z dostupnych studii neprokazala mutagenni ¢i teratogenni potencial galantammu. Opravdu
zdvazné nezadouci uéinky galantaminu jsou mimofadné vzacné. Pouze po i.v. podani byly

zaznamendany ojedinélé piipady kontrolovatelné pooperacni apnoe (‘1242838

2.2.8 GALANTAMIN V LECBE ALZHEIMEROVY DEMENCE

Galantamin pfedstavuje pomé&mé nadéjnou alternativu 1€¢by mimé a stfedni AD diky

své vyhodné kombinaci farmakologického efektu a d¢innosti jak bylo uvedeno vySe.

Oproti farmakologickému profilu takrinu se galantamin vyznacuje fadou pfiznivych
vlastnosti:
- velmi vysokou biologickou dostupnosti po p.o. podani,
- biologickym polo¢asem umozZitujicim podani dvakrat &i tfikrat denné, coZ zajiStuje
dobrou compliance,

- kompetitivni a vysoce specifickou inhibici AChE

Navrh na vyuZiti galantaminu v 16¢bé AD pochazi z r. 1986, prvni klinickd studie u

lidi byla publikovéana v roce 1989.
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Lécebné je vyuZivan nékolik desetileti bez zndmek jakékoliv kumulativni toxicity.
proto se jevi velice slibnou alternativou v rdmci druhé generace latek urlenych k 1€¢b€ AD

(28, 34)'

2.3 FARMAKOLOGIE L-CARNITINU

2.3.1 ENDOGENNi A EXOGENNi PUVOD L-CAR V TELE

L-CAR (kvarterni amin—3-hydroxy-4-N-aminobutyrit), diive oznaovany jako
vitamin Br, je ze 30% syntetizovan v téle ze dvou esencidlnich aminokyselin — lysinu a
methioninu, zbytek je dodavan potravou. VSechny tkané v téle mohou produkovat
deoxycarnitin, ale enzym, ktery v patém stupni piemény konvertuje deoxycarnitin na
kone&ny produkt carnitin, se nachazi jen v jatrech, mozku a ledvinach. K jeho tvorbé je

zapotiebi vitamin C, pyridoxin (vitamin Bg), niacin a Zelezo.

Pii pramyslové vyrob& vznika L- i D- forma camnitinu. V pfirodé se vSak vyskytuje
jen L-forma, ktera je biologicky aktivni. D-CAR, pravotoiva neuinna a toxicka forma,

kompetitivng inhibuje L-CAR a mize vyvolat jeho nedostatek. (%)

2.3.2 FARMAKOKINETIKA CARNITINU

Absorpce L-CAR z duodena a jejuna do systémové cirkulace je odhadovana asi na
5-15%. Probiha aktivnim procesem pomoci specidlniho bilkovinného pfenaSeCe, méné
vyznamny je pak pasivni pienos. Vstiebavani negativné ovliviiuje nedostatek Na” iontd,
piitomnost D-CAR a acetylcarnitinu. VétSina p.o. podaného camnitinu nedosahne krevniho
feCisté. [ pfesto je moZné zvyseni jeho plazmatické hladiny po p.o. podani o 50%. Velky

narust plazmatické koncentrace carnitinu souvisi s relativné vysokym ledvinovym prahem.
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Volny carnitin je filtrovan v glomerulech a z 90% v tubulech ledvin reabsorbovan.
Tubuldrni reabsorbce acyl carnitinu je silné omezena. Tento mechanismus zajistuje az 8x

v et 11,32, 35
vy&§i clearence carnitinu (772,

2.3.3 BIOLOGICKY VYZNAM CARNITINU

L-CAR hraje dilezitou roli vbunééném metabolismu. Jeho ukolem je zajistit
adekvatni zasobeni Krebsova cyklu acetyl-CoA a to jak z pyruvatdehydrogendzového
systému, tak predevsim z p-oxidace mastnych kyselin. L-CAR zaji§tuje pfenos mastnych
kyselin do mitochondridlni matrix, kde podstupuji beta-oxidaci. Tento proces je sdruzen
s tvorbou acyl-carnitinu. Z cytosolu je L-CAR transportovén kyvadlovym mechanismem
pies mitochondridlni membranu na jeji vnitini stranu. Navazuje na sebe acyl skupiny

mastnych kyselin, které pfebird od acyl-CoA podle rovnice:

acyl-CoA + CAR < acyl-carnitin + CoA

Tato rovnice probihd ob&ma sméry. Na vnégjsi mitochondridlni membrané pomoci
carnitinpalmitoyltransferazy se pfenese acyl skupina z acyl-CoA na L-CAR, ten projde
pies zevni membranu mitochondrie a pfenese acyl skupinu na CoA a tak uvoliteny L-CAR
se opét vraci na zevni stranu membrany. Tento d&j se opakuje. Navrat L-CAR a acyl-

et - [ . seq o ‘ R s ) 35
carnitinu pfes vnitini mitochondridlni membranu umoziuje carnitintranslokédza ** 3138y,

Dalsi funkci L-CAR je odstrafiovani toxickych acylovych skupin z mitochondrialni
matrix do cytosolu a déle do krevniho feci§té prostfednictvim acyl-carnitinu. Moduluje

pomér acyl-CoA/CoA.

L-CAR ovliviiuje také oxidaci glukézy. Ta je primamé z4visla na
intramitochondridlnim poméru mezi acyl-CoA a CoA. Pravé tento pomér je regulovan L-
CAR, ktery tak rozhoduje, bude-li pfednostné stimulovdna beta-oxidace tuki nebo
oxidace glukézy. SniZenim intramitochondridlniho poméru acyl-CoA/CoA je zvySena
aktivita pyruvitdehydrogenazového systému a energic se pak ziskdvd alternativnim

pochodem z glykogenu nebo z glukézy.
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Nejsou-li pii nedostatku L-CAR mastné kyseliny odbourdvany, zvySuje se
v cytosolu jejich koncentrace, coZ pusobi toxicky. SniZuje se hladina K" iontli, zvySuje se
hladina intraceluldrnich Na* a Ca ' ionti. Bunééné membrany trpi edémem, dochdzi
k poruse poméru ATP/ADP, vznikaji produkty oxidace a peroxidace lipidi, coZ vede
k nekréze buiky (" ).

2.3.4 VYZNAM CARNITINU V CNS

L-CAR — piirozena souéast sav&i tkang - je znamy tim, Ze zvySuje prunik
nékterych latek nebo chemickych skupin biologickymi bariérami a bunéénymi
membranami. Z tohoto divodu je poklidan za vhodného kandiddta pokusi o cilenou
biodistribuci farmak do CNS. 1 kdyz chybi jisty dakaz o tom,ze by L-CAR byl pfimym
neurotransmiterem, byla pozorovéna jeho slaba cholinomimeticka aktivita. Tato aktivita
zfejmé& souvisi se stimulanim pusobenim L-CAR na aktivitu ChAT. Sam L-CAR nema
vliv na AChE aktivitu. Mozek je energeticky zdvisly pfedeviim na glukdze, zatimco
mitochondridlni oxidace mastnych kyselin o dlouhych fetézcich ma menSi vyznam.
Centralni metabolicka funkce L-CAR se proto vice uplathuje ve stimulaci glykolyzy a

nasledném ovlivnéni excitaénich funkef.

Transport L-CAR do mozku nastdva komplexnim, doposud ne zcela objasnénym,
mechanismem. Piedpoklada se, Ze z&4sti probiha Na/Cl kotransportem, moZnou obdobou
GABA-transportu, a je tedy zavisly na rovnovaze Na' a CI iontl. Proto muZe zfejmé
probihat i pres GABA transportér. Tento pfijem je kompetitivne inhibovan acetyl-
carnitinem a GABA. Piijem L-CAR mizZe byt rovnéz potlalen nékterymi aniony naprt.

glukondtovymi a iziothionatovymi ('**"*).

2.3.5 ACETYL-L-CARNITIN

Acetyl-L-camnitin  je acetylovana forma L-CAR. Je rovnéz piirozenou
komponentou savéi tkané, syntetizovany v ledvinach, mozku a jatrech enzymem LAC
transferdzou. Usnadiiuje pienos acetyl-CoA do mitochondrii b&hem oxidace mastnych

kyselin. ZvySuje tvorbu ACh a stimuluje syntézu membrénovych fosfolipidu. *
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Snadno pronikd HEB a ovliviluje hypothalamo — hypofyzarni — adrenokortikalni
osu. Vlastni farmakologické ovlivnéni mozku neni pfesné objasnéno, obecné je viak
hodnoceno jako protektivai. V mitochondriich syntetizovany acetyl-L-CAR poskytuje
acetyl skupinu pro syntézu ACh. Jako latka chemicky blizka ACh se muZe malou merou
podilet na cholinergnim pfenosu. Je pravdépodobné, Ze acetyl-L-CAR facilituje odpovéd’

neuront na ACh.

Podavani acetyl-L-CAR synchronizuje neuronové populace, modifikuje EEG
zéznam a evokované potencidly. M4 schopnost optimalizovat mozkoveé funkce, pusobi

preventivné proti poskozeni CNS stresem a hypoxii.

U pacienta s AD byl prokdzan priznivy efekt acetyl-L-CAR na klinicky obraz i na
biochemické parametry (hladiny vysokoenergickych fosfatu fosfomonoesteru). U
pacientd, ktefi po jeden rok uZivali denné 3g acetyl-L-CAR, bylo pozorovano mensi
zhor$eni mentalnich funkci. Acetyl-L-CAR zlepsuje pamét’ a mirni depresi, je bezpetény,
bez nerddoucich udinki. Zda se, e Casné a rychle progredujici formy AD reaguji
priznivéji na poddvani acetyl-L-CAR neZ formy s pozdnim zacatkem, dosavadni vysledky
kontrolovanych klinickych studii viak rozhodné nedovoluji jednoznacéné zdavéry o

prokézaném terapeutickém efektu samotného L-CAR ¢&i acetyl-L-CAR u AD AR

2.3.6 ANTIOXIDACNI UCINKY L-CAR

Jelikoz vék je hlavni rizikovy faktor neurodegenerativnich nemoci, byl stdrnouci
mozek podroben rozsihlému vyzkumu. Primarni piiinou, ve smyslu teorie volnych
radikali, kterd vede k procesu starnuti organismu a néasledné smrti, je nekontrolovatelna
produkce pravé volnych radikali. Ty jsou schopné znigit soudasti bunék (proteiny, lipidy a
DNA).

Mozek je citliv&j$i k oxidaénimu poskozeni diky ruznym faktorum jako je vysoké
vyuziti kysliku, v&t§i mnoZstvi oxidovatelnych polynenasycenych mastnych kyselin

nachylnych k lipidové peroxidaci, relativni nedostatek antioxidaéniho ochranného

systému.




Ve studii zvefejnéné roku 2006 byla starym krysam soucasné poddvana kyselina
alfa-lipoova a L-CAR v uréenych davkich. Po tficeti dnech poklesl stupefi oxidac¢niho

stresu. Podani samotného L-CAR nemélo tak vyrazny efekt h.

K poklesu hladin lipidovych peroxidi dochazi diky pfiznivym vlastnostem L-CAR

- chelataci a ochrané pred lipoperoxidaci. ('**")
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 USPORADANI POKUSU

K pokusim bylo pouZito celkem 42 samcu laboratorniho potkana kmen Wistar
albino, konvenéniho chovu, krmenych peletovanou standardni Larsenovou dietou a
s ptisunem vody ad libitum. Hmotnostni rozpéti zvifat se v dob€ pokusu pohybovalo

v rozmezi 220-260 gramii (*%).
Zvitata byla rozzdélena do sedmi skupin po Sesti jedincich.

Kontrola: Skupiné Sesti zvitat byl po tii nasledujici dny p.o. podavan fyziologicky roztok,

a to v ddvce 0,1ml/100g vahy.

2,5mg/kg Galantamin: Skupiné Sesti zvifat byl po tfi nasledujici dny p.o. galantamin, a to

v ddvee 2,5mg/kg vahy, bez predchozi premedikace L-CAR.

5mg/kg Galantamin: Skuping $esti zvifat byl po tfi nasledujici dny p.o. galantamin, a to

v davce 5mg/kg vahy, bez predchozi premedikace L-CAR.

10mg/kg Galantamin: Skupiné Sesti zvifat byl po tfi nasledujici dny p.o. galantamin, a to

v davce 10mg/kg vahy, bez predchozi premedikace L-CAR.

20mg/kg Galantamin: Skupiné Sesti zvifat byl po tfi nasledujici dny p.o. galantamin, a to

v ddvce 20mg/kg vahy, bez piedchozi premedikace L-CAR.

2,5mg/kg Galantamin + 200 L-CAR: Skupiné Sesti zvifat byl po tfi nasledujici dny p.o.
podavan L-CAR, a to v ddvce 200mg/kg véhy. Tret{ den pak 30 minut po posledni davce
L-CAR podan i.m. galantamin v davce 2,5mg/kg vdhy.

10mg/kg Galantamin + 200 L-CAR: Skupiné Sesti zvitat byl po tfi nasledujici dny p.o.
poddvan L-CAR, a to v ddvce 200mg/kg véhy. Treti den pak 30 minut po posledni davce
L-CAR podén i.m. galantamin v ddvce 10mg/kg vahy.
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3.2 POSTUP PO UKONCENI PODAVANI TESTOVANYCH LATEK

Hodinu po ukonéeni pokusu byly odebrany vzorky vybranych ¢asti mozku, jater a
plazmy, solubilizérem zhomogenizovany a zméreny. Byla stanovena aktivita AChE
metodou podle Ellmana a spol ('%), a to v homogenatech frontalni kiry, hippokampu,
septa , bazdlnich ganglii a hypofyzy. Periferni orgdny pro stanoveni aktivity
cholinesterazy (BuChE) byly homogenizovany celé. Aktivita vySetfovanych enzymu byla

vyjadiena v nmol/min/100mg vlhké tkané.

Obr.6 Lokalizace ezl mozkovou tkani
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3.3 STANOVENIJ AKTIVITY AChE

3.3.1 PRINCIP METODY

Aktivitu AChE jsme stanovovali spektrofotometrickou metodou vyuZivajici jako
substrat acetylthiocholin jodid, ktery je AChE $tépen na thiocholin a kyselinu octovou.
Stanovuje se SH-skupina thiocholinu, ktera se navdZe na 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoovou
kyselinu (DTNB). Jeji zbytek - 5-merkapto-2-nitrobenzoova kyselina - je fotometrovan
pfi vinové délce A=412nm (metoda je modifikaci klasické Ellmanovy metody pro
stanoveni aktivity cholinesteraz (*). V pfipadé BuChE byl jako substrit pouzit
butyrylthiocholin jodid (*).

Metodika statistického hodnoceni
Hodnoty jsou udavany se smérodatnou odchylkou, + SD. Statisticka signifikace

byla spoéitana Studentovym testem na 5% hlading statistické vyznamnosti.

3.3.2 POUZITE CHEMIKALIE A ROZTOKY

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

. DNTB - ¢&inidlo na SH-skupiny:
0,1g DNTB (Serva Heidelberg, SRN} se rozpusti v 50 ml 0,2 M TRIS pufiu.

. Substrat: 0,029 g acetylthiocholin jodidu, nebo butyrylthiocholin jodidu (Lachema

Brmo) se rozpusti v 10,1 ml destilované vody.
. Kalibra¢ni roztok: vodny roztok cystein — HCl (Koch — Light Lab., GB)
v koncentracich od 1.107 do 5.10° M.

. Vzorek pro méfeni: 1 mg homogenatu mozkové tkané/ 1 ml destilované vody.

3.3.3 POUZITE PRISTROJE
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. Spektrofotometr UVIKON 942 (firmy Kontron Instrum.), sklenéné kyvety
. Torzni vahy (Meopta Praha)

. Homogenizator Ultra Turrax (firmy Janke Kunkel, Svycarsko)

3.3.4 PRACOVNI POSTUP

Z fezii mozkové tkané laboratorniho potkana se pripravi homogenat (1 mg

mozkové tkané/ 1 ml destilované vody)

v

A

N
/]

Eg_]l septum

bazalnt ganglia
hipokampus

I

Obr.7 Rezy mozkovou tkan

Do kyvety se k 1 ml homogenatu ptida 0,4 ml DNTB a 0,4 ml TRIS pufru. Reakce
je zahajena pfidanim 0,2 ml substratu. Fotometruje se pfi 412 nm a registruje se zména (A)

absorbance. Pro kalibraci se misto homogenatu do kyvety pipetuje roztok rluznych
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koncentraci cysteinu. Fotometruje se proti slepému vzorku, ktery je zpracovan stejné, jen

je misto cysteinu piidana destilovana voda.

Z hodnot absorbance bylo odeéitiano a zaznamendvano odpovidajici mnozstvi SH-

: oy s (26
skupin v nmolech v reakéni smési (*°).

4. VYSLEDKY

Zmény aktivity AChE byly urovany v homogenatech (1:10) ndsledujicich ¢asti
mozku potkana: frontdlni kira (FC), hippokampus {H), septum (S), bazdlni ganglia (BG) a
hypofyza. Zmény aktivity BuChE byly stanovovany v homogendtech plazmy a jater
potkana. Aktivity byly vyjadieny v ncat/mg vilhké tkdn&€ Smérodamé odchylky nebyly

vétii nez 14,5%.

Skupina Plazma Jatra Hypofyza
C 3,10 11,04 1,80
2,5mg/kg 3,00 10,19 1,50
Galantamin
5mg/kg B
Galantamin 2.60 1.59
10mg/kg 2,27 8,86 1,22
Galantamin
20mg/kg . . _
Galantamin 1.26 4.86
200mg L-CAR +
2,5mg/kg 3,06 8,91 1,12
Galantamin
200mg L-CAR +
10mgrkg 2,14 9,03 1,02
Galantamin

Tabulka 1: Zmény v aktivité — efekt L-CAR na BuChE (jatra, plazma) a AChE (hypofyza)
aktivitu i.m. podaného galantaminu ve vybranych strukturach periferie a hypofyzy
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C -kontrola : podani pouze fyziologického roztoku

* -statisticky vyznamné zmény aktivity cholinesteraz u pokusnych skupin proti kontrole C
** _statisticky vyznamné zmény aktivity cholinesteraz po premedikaci L-
CAR-+galantamin (10 mg/kg) proti samotnému galantaminu (10 mg/kg)

Vliv L-CAR na ChE aktivitu potkana | g¢
;&; 12,00 1 @ 2,5mg/kg Galantamin
w g 10,00
£ 0 O 5mg/kg Galantamin
| SE 800
£3
£ 2 600 O 10mg/kg Galantamin
<z
| £ 4,00 1= @ 20mg/kg Galantamin
| 2,00
| 0200mg L-CAR +
i 0,00 - 2,5mg/kg Galantamin
Jatra @200mg L-CAR +
Struktury 10mg/kg Galantamin

Graf 1: Vliv L-CAR na BuChE/AChE aktivitu u potkana ve vybranych strukturach

Skupina FC H S B
c 425,26 252,74 749,36 1519,87
2,5mgikg 406,93 256, 00 744,71 1542, 21
Galantamin
smg/kg 422,86 268,50 755,36 1667,50
Galantamin
10mg!kg_ 353, 00* 231,79 730,43 1579,14
Galantamin
20mg/kg 198, 86" 131,717 391,807 1059,437
Galantamin
200mg L-CAR +
2,5mglkg 390,57~ 247,71 722,29%* 1433,29
Galantamin
200mg L-CAR +
10mgikg 289,57** 205,71~* 668,86** 1425,14
Galantamin

Tabulka 2: Zmény v aktivité — efekt L-CAR na AChE aktivitu i.m. podaného galantaminu

v mozkovych strukturach
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C -kontrola : poddni pouze fyziologického roztoku
* _statisticky vyznamné zmény aktivity cholinesterdz u galantaminu proti kontrole
** _statisticky vyznamné zmény aktivity cholinesteraz po premedikaci L-
CAR+galantamin (10 mg/kg) proti samotnému galantaminu (10 mg/kg)

Viiv L-CAR na AChE aktivitu potkana

———
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FC H S BG

Mozkové struktury

oC

a 2,5mgfkg Galantamin

0 5mg/kg Galantamin

0O 10mg/kg Galantarnin
20mg/kg Galantamin

0 200mg L-CAR + 2,5mg/kg

Galantamin

B 200mg L-CAR + 10mg/kg
Galantamin

Graf 2: Vliv L-CAR na AChE aktivitu u potkana ve vybranych mozkovych strukturach

Pii tfidennim podavani L-CAR v davce 200 mg/kg p.o. doslo po nasledném podani

galantaminu ke zvy3eni inhibice AChE v nékterych ¢astech mozku. Nejvyrazngji v oblasti

frontalni kury a septa, méné pak v hippokampu a bazdlnich gangliich. Sv&d¢i to pro to, Ze

tiidenni podavani L-CAR né&jakym zpusobem bud’ usnadnilo prunik galantaminu do

nékterych vySetfovanych €asti mozku, nebo pfimo ovlivnilo efekt inhibitoru v misté jeho

uéinku.
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Na periferii se podavani samotného galantaminu v davkach 2,5; 5; 10mg/kg
neprojevilo Ziddnym vyraznéj§im sniZenim aktivity cholinesterazy. Ke zméné aktivity
téchto enzymu nedo$lo ani pii premedikaci L-CAR v ddvce 200 mg/kg p.o. K statisticky
vyznamnému poklesu enzymové aktivity v plazmé€ a jatrech doflo pouze po podani

nejvyssi davky galantaminu - 20mg/kg.
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5. DISKUSE

5.1 VYHODY POUZITi ELLMANOVY METODY PRO STANOVENI
AKTIVITY AChE

Aktivitu AChE lze stanovit fadou metod. V predlozené praci byla pouZita
modifikace klasické Ellmanovy metody, jejiz vyhodou je rychlost provedeni samotného

méieni, specifika a zejména vysoka citlivost ('%.

Uvadi se,ze citlivosti tato metoda pred¢i vechny v soucasnosti pouzivané metody
pro stanoveni aktivity cholinesteraz. Napi. kolorimetrickdi metoda na automatickém
kolorimetru (Auto-Analyzer), kdy je detekovana zména pH fenol€erveni jako indikatorem
podle Wintera je asi 160x méné citliva a klasickd pH metrickd metoda podle Michela asi
40x méné citlivd. Na druhé strané neni dosud tato metoda standardizovana, tudiz existuji

nejruznéjsi modifikace ).

Vysoka citlivost této metody skuteéné dovoluje zaznamenat 1 minimalni zménu
aktivity enzymu ve studovanych astech mozku, coZ je materidl s velmi nizkou aktivitou
AChHE (u lidi je normalni aktivita AChE tadové v jednotkach pmol/min/ml krve, to je asi
100-150 pkat/l, zatimco nami naméfené hodnoty jsou pfiblizné ve stovkach nkat/mg

mozkové tkané).

Pii stanoveni aktivity AChE velmi zdleZi na odbéru, zpusobu skladovani a
zpracovani biologického materialu (v naSem piipadé mozku laboratorniho potkana). Tento
biologicky material musi byt skladovan p¥i nizkych teplotach, tj. okolo -20°C a ihned po
vyjmuti z mraziciho boxu zpracovan. V neposledni fadé zleZi na zpusobu zhotoveni fezu
mozku, pfesné provedeni fezu je nezbytnym piedpokladem aspéchu experimentu a hlavné
ziskani presnych a spravnych vysledku. Nevyhodou je moZnost interference s vinovou

délkou hemoglobinu.
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5.2 EFEKT L-CAR NA AChE A AKTIVITU GALANTAMINU

PiestoZe galantamin prochidzi HEB pomémé dobie, daldi zvySeni jeho priniku a
tim nasledné zvySeni jeho dostupnosti pro nervovou tkdn neni bez uZitku. Umoznilo by
snizit obvyklé terapeutické davky a tak soucasné omezit nebo alespon sniZit vyskyt

komplikaci plynoucich pfedev§im z periferniho parasympatomimetického d¢inku.

Dle vysledku predchozi diplomové price (*%), kde byl zjistovan vliv L-CAR v
ruznych davkach, se ukazalo, Ze interakce niz§ich davek L-CAR (200, 250mg/kg) s
galantaminem zpusobuji dal8i snizeni AChE aktivity. Vy$8i davky v premedikaci L-CAR
(300, 400 mg) nepfinesly prohloubeni inhibi¢niho efektu. Vy38i stupen inhibiéni aktivity
systémové podaného galantaminu po premedikaci L-CAR miZe byt zpusoben bud’
zvy$enou propustnosti HEB nebo i jeho pfimym vlivem na inhibi¢ni G€innost galantaminu

na aktivnich mistech enzymu.

vvvvvv

nezménil AChE aktivitu ve sledovanych strukturach. Otazka,zda snizeni aktivity AChE je
zpusobeno zvySenim hladiny galantaminu v cilovych mozkovych strukturach nebo pfimou

interakci galantaminu a L-CAR na aktivnich mistech AChE, bude vyZadovat dal3i Setfeni

).

5.3 BuChE vs.AChE

Cholinesterdzy reprezentuji dilezitou skupinu enzymi s nékolikandsobnou
biologickou funkei. Lidské tkané maji dvé€ odlidné cholinesterazy: BuChE a AChE. AChE
sehrava klicovou roli v cholinergni neurotransmisi v pfenosu nervovych vzruchu. Je
syntetizovana v neuronech a do synapsi je aktivné transportovana. BuChE se syntetizuje v
jatrech, je vyznamnym detoxikaénim enzymem pro karbamdtovd a organofosfatova
insekticida a transformaénim enzymem pro fadu lé¢iv. Vyznam molekularnich forem
BuChE a jejich fyziologické funkce nebyly dosud zcela objasnény. Porozuméni chemii

enzym( je zadklad pro pfedchazeni i terapii otravy karbamity a organofosfity a také
23.30)

hiedani 1é¢by nemoci spojenych s cholinergnim systémem pi. AD(




V krvi, respektive v krevnim séru se BuChE stanovuje pfednostné z davodu
jednoduchosti. Protoze AChE je vazana na erytrocyty, pfi hemolyze se uvolni masivni
mnozstvi hemoglobinu, ktery rusi stanoveni pomoci fotometru ve viditelné a blizké UV

oblasti (**~*%.
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6. ZAVER

Galantamin statisticky vyznamné inhibuje aktivitu AChE ve frontdlni kufe a
v septu, pfitom stuperi inhibi¢ni aktivity je vyraznéjsi ve frontdlni kafe. Galantamin mirné
inhibuje aktivitu AChE v hippokampu (neni statisticky vyznamné), aktivita AChE

v bazalnich gangliich zustala neovlivnéna.

Predchozi podani L-CAR vedlo k dald§imu zvySeni inhibiéni aktivity galantaminu

predevsim ve frontalni kure.

V studovanych strukturdch na periferii jak podéani samotného galantaminu, tak
tiidenni premedikace L-CAR v davce 200 mg-kg p.o. nijak vyznamné nezménily aktivitu
cholinesterazy v plazmé a jatrech. Periferni nezadouci uéinky lé¢by AD galantaminem by
tedy mély byt minimalni a premedikace L-CAR tyto periferni u€inky nezesiluje . Pouze
podani vys$§i davky galantaminu (20 mg/kg p.o.) sniZilo aktivitu cholinesterazy na

periferii. Tato davka v3ak neni terapeuticky vyuZivana.

Zmény hladin AChE a BuChE po podéani galantaminu jsou ve shodé s piedeslou
literaturou. DosaZené vysledky potvrdily pracovni hypotézu o zvySeni inhibi¢niho efektu

galantaminu premedikaci L-CAR.

7. SOUHRN

Cilem price bylo stanovit acetylcholinesterazovou aktivitu ve vybranych &astech
mozku a zdrovedi i butyrylcholinesterazovou aktivitu na periferii (v jatrech a v plazmé) a

to jednak po podani samotného galantaminu, jednak po premedikaci L-CAR.

Vysledky ziskané pomoci spektrofotometrické metody v této praci ukazaly, Ze
zesileni perifernich d¢inkl (tedy spiSe neZadoucich) studovaného inhibitoru AChE —
galantaminu, je minimdlni. A to i po premedikaci L-CAR. Galantamin tedy pusobi hlavn¢

v misté pozadovaného uinku (v mozku) a je tak vhodnou latkou k terapu AD.
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