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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka farmaceutickej kompozicie na lie€enie
neurodegenerativnej choroby, vratanie Alzheimerovej cho-
roby, epilepsie a amyotrofickej laterélnej sklerézy.

Doteraj3i stav techniky

Alzheimerova choroba

Sporadicka Alzheimerova choroba je zavazné neurode-
generativne ochorenie spojené so starnutim. Riziko pre-
puknutia choroby sa zvy3uje exponenciondlne vo veku 65
az 85 rokov s tym, Ze sa zdvojnasobuje kazdych pit’ rokov.
Z histologickej stranky je charakteristickym znakom Al-
zheimerovej choroby ukladanie amyloidu v senilnych pla-
koch a v stenach mozgovych ciev, pritomnost’ neurofibri-
larnych pletencov (tangles) a neurodegradacie. Etioldgia
Alzheimerovej choroby vSak nie je dobre prestudovana.
Predpokladé sa, Ze ulohu zohravaji genetické faktory vra-
tane trizémie 21, mutaciou génu kédujiceho APP (amyloid
f3-protein precursor), génov presenilin-1 (PS1) a presenilin-
-2 (PS2) a pritomnosti apolipoproteinovej 4 alely E typu
(Younkin, 1995, Ann. Neurol. 37: 287 - 88, Lendon et. al.,
1997, JAM A 277: 825). Niekolko $tidii ukazalo, Ze -
-amyloid indukuje apoptézu pri neurénovych kultirach
(Loo et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90: 7951 -
- 7955, Li et al,, 1996, Brain Res. 738: 196 - 204). Takato
indukcia mdze zahfat’ priame rané génové proteiny (im-
mediate early gene proteins) c-jun a fos (Anderson et al.,
1995, J. Neurochemistry 64: 1487 - 1489, Anderson et al.,
1996, J. Neurosci. 16: 1710 - 1719).

Bola prednesena tedria, Ze apoptoza mdze byt zahrnuta
v patogenéze Alzheimerovej choroby (Smale et al.,, 1995
Exp. Neurol. 133: 225 - 230, Anderson et al, 1996, J. Ncu-
rosci, 16: 1710 - 1719, Anderson et al., 1994, Experimental
Neurology 125: 286 - 295). Uvazuje sa taktieZ nad zapalo-
vym mechanizmom (Pasinetti, 1996, Neurobiol. Ageing.
17: 707 - 716). Tento mechanizmus podporuji pozorova-
nia, pri ktorych sa v sére pacientov trpiacich Alzheimero-
vou chorobou nachadza zvySena hladina proteinov akitnej
faze (acute phase proteins) a Ze sa ukladaji v amyloidnych
plakoch. Aktivované mikrogliové bunky maju tendenciu sa
nachadzat’ v blizkosti senilnych plakov a latky komple-
mentu boli najdené okolo dystrofickych neuritov a neuro-
fobrildrnych pletencov (Aisen and Davis, 1994, Am. J.
Psychiatry 151: 1105 - 1113). Protizapalové latky boli na-
vrhnuté ako potencialne terapeutické prostriedky (Aisen et
al., 1996, Dementia 7: 201 - 206, McGeer et al., 1996, Neu-
rology 47: 425 - 432). Ako latky na oSetrenie takychto z-
palov boli selektivne inhibitory enzymu cykloxygenazy - 2,
z doévodov, vo vidsine pripadov menSieho mnoZstva ne-
priaznivych vedlaj$ich efektov, zlepSované (Interntional
Publication No. WP 94/13635, Merck Frosst Canada Inc.).
Do predloZenia tohto vyndlezu sa vak neverilo, Ze by sa
tieto latky mohli pouZit' na potlaenie nezapalovych as-
pektov neurodegeneracie v suvislosti s Alzhcimerovou cho-
robou a pod.

Cyklooxygenaza - 2

Cyklooxygenazy (COXs) su enzymy, ktoré katalyzuju
vznik prostaglandinu (PG)-H2 z arachidénovej kyseliny
(AA). PG-H2 je d’alej metabolizovany na fyziologicky ak-
tivne prostaglandiny (napr. PG-D2, PG-E2 a PG-F2a),
prostacyklin (PG-I2) a tromboxany. Specifické prostaglan-
diny maju $iroké, asto protichodné vplyvy na rézne tkani-
va. Napr. PG-12 a PG-E2 st silné vazodilatatory, ktoré mé-

7u prispievat’ k zapalovej reakcii, aj ked PG-F2 je vazo-
konstriktor.

Existujii dve izoformy COX, COX-1 a COX-2, ktoré aj
ked’ sa predpoklada ich fyziologicka rozdielnost’, maja po-
dobnti aminokyselinovi sckvenciu i enzymatickll funkciu.
COX-1 je konétitutivne exprimovana na rozdielnej drovni v
réznych typoch buniek. COX-2 nie je konstitutivne expri-
movana a je vieobecne nedetegovatelna v normalnych pe-
riférnych tkanivach (Kujubu et al., 1991, J. Biol. Chem.
166: 12866 - 12872, O'Banion et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 89: 4888 - 4892). Expresia COX-2 je indukovatel'na
(napr. mitogénmi) a bolo zistené, Ze hladina mRNA COX-2
rychlo rastie pri reakeii na glukokortikoidy. Po aplikacii
rovnakych faktorov zostava hladina mRNA COX-1 v pod-
state nezmenend, z ¢oho sa vyvodzuje, Ze COX-2 je izo-
forma, ktora sprostredkovava zépal (Cao et al., 1995, Brain
Res. 697: 187 -196; O' Banion et al., Proc. Natl. Acad. Sco.
U.S.A. 89: 4888 - 4892).

Nedavne dokazy naznacuju, Zze COX-2 mdZu zohravat'
ulohu v mechanizme preZitia buniek a bunkovej adhézii v
periférnych bunkach (Lu et al., 1996, Proc. Natl. Acad.
Sco: U.S.A. 92: 7961 - 7965; Tsujii et al., 1995, Cell 83:
493 - 501). Tsujii a spolupracovnici ukazali, Ze epitelidlne
bunky pozmenené tak, aby exprimovali zvySenu hladinu
COX-2 boli odolné proti apoptoze indukovanej butyratom,
mali zvySenl expresiu proteinu BCL2 a zniZenu hladinu re-
ceptora transformacného rastového faktora B2 (Tsuji et al.,
1995, Cell 83: 493 - 501). Lu a spolupracovnici objavili, Ze
nesteroidné protizapalové latky méZu indukovat’ apopticky
mechanizmus zahmujici COX systém.

Uloha COX-1, COX-2 a syntézy PG v normélom moz-
gu a v kontexte Alzheimerovej nebola dodnes tipine cha-
rakterizovana. DoleZitost’ prostaglandinov vo fyzioldgii
mozgu mdZe byt’ nezévisla od zapalového mechanizmu. V
mozgu boli receptory prostaglandinov identifikované v hy-
pothalame, thalame a limbickom systéme (Watanabe et al.,
1989, Brain Res. 478: 143 - 148). Prostaglandiny zohravaju
ulohu v mechanizme sekrécie horménov v hypothalame-
-hypofyze (Kinoshita et al., 1982, Endocrinol. 110: 2207 -
- 2209), v regulacii teploty a spankového cyklu (Hayaishi,
1988, J. Biol. Chem. 163: 14593 -14596). Nedavne prace
dokazuju, Ze mRNA COX-2 je exprimovana a regulovana v
mozgu potkanov synaptickou aktivitou aglukokortikoidov
(Adams et al., 1996, J. Neurochem. 66: 6 - 13; Kaufinann et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93: 2317 - 2321, Yama-
gata et al., 1993, Neuron 11: 371 - 386). Tieto Studie na-
znaduju, Ze COX-2 je v mozgu regulovand ako okamzity
»skory* a gén a predpokladaju, Ze prostaglandiny mézu byt
déleZité v transsynaptickej signalizacii a dlhodobej reakcii.
Chang a spolupracovnici (1996, Neurobiol. of Aging 17:
801 - 808) uvadzaju, Ze expresia mRNA COX-2 je pri Al-
zheimerovej chorobe zniZena.

Podstata vynalezu

Predkladany vyndlez sa vzt'ahuje na pouzitie nimesuli-
du a $truktirne podobnych latok k prevencii a lie¢eniu neu-
rodegenerativnych stavov. Je zaloZeny, aspoil sCasti, na
objave, Z¢ 1. expresie COX-2 je pri neurodegenerativnych
modeloch zvy3ena v neurénoch a nie v gliovych bunkach
(&o je v sulade s nezapalovym mechanizmom) a 2. nimesu-
lid ma neuroprotektivne vlastnosti proti f3-amyloidom in-
dukovanej smrti neuronalnych buniek. Toto neskorsie zis-
tenie je vel'mi neodakavané v sivislosti so schopnostou in-
hibitorov COX zvysit apoptdzu inych neZ neuronalnych
bunick. Bez akéhokol'vek viazania sa na uréitd tcoriu je
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zjavné, Ze nimesulid inhibuje nezapalovy mechanizmus ne-
urodegeneracie.

Predmetom vynélezu je pouZitie nimesulidu na vyrobu
farmaceutickej kompozicie na lieSenie neurodegenerativne]
choroby, vratanie Alzheimerovej choroby, epilepsie a amy-
otrofickej lateralnej skler6zy.

Predkladany vynélez sa teda vzt'ahuje na pouZitie se-
lektivneho inhibitora cyklooxygenazy (COX-2) nimesulidu
a Struktirne pribuznych latok k prevencii a (alebo) lietbe
neurodegenerativnych stavov. Vynalez je zaloZeny, prinaj-
mensom s¢asti, na objave, Ze sa spolo¢ne s neuronilnymi
léziami vyvolanymi kyselinou kainikovou (kainic acid) a s
indukciou neuronalnej apoptézy (ako bolo zistené v in vitro
systémoch, pozri priklady uskutoénenia vynalezu) zvy3uje
expresia COX-2. Oproti predo§lym pozorovaniam, Ze
COX-2 ma primarmnu ulohu pri zapaloch a méZe mat’ dlohu
v zapalovej zlozke neurodegencracie (napr. v sdvislosti s
Alzheimerovou chorobou), bolo dalej objavené, Ze v l'ud-
skom mozgu je zrejme expresia COX-2 obmedzend na neu-
rény a nie na gliové bunky (v pripade, Ze by platil zdpalovy
mechanizmus, predpokladala by sa expresia prave v glio-
vych bunkéch - pozri priklady uskuto¢nenia vynalezu). Boli
pozorované korelacie medzi expresiou COX-2 a charakte-
ristickymi patologickymi zmenami (amyloidné plaky) spo-
jenymi s Alzheimerovou chorobou. Dalej bolo ukézané, Ze
nimesulid ma neuroprotektivne u¢inky oproti 3-amyloidom
indukovanej bunkovej smrti pri neuronalnych kultirach.
Vo svetle tychto objavov, podla tohto vynalezu méZe byt
nimesulid a pribuzné latky pouZité k zasahom do procesu
apoptickej neuronalnej bunkovej smrti spojené s Alzheime-
rovou chorobou a dalSimi neurodegenerativnymi stavmi.
Bez vizby na akikol'vek Specidlnu tedriu méZe byt tcinok
nimesulidu a pribuznych latok sprostredkovany zniZenim
apoptickych ucinkov oxidativneho stresu.

Termin ,,nimesulid®, ako je tu pouZity, sa vzt'ahuje na
4-nitro-2-phenoxymetansulfonaninidu, ktorého Struktira je
zobrazena dalej vo vzorci (1):

NO,

Latky, ktoré su povaZované za Struktime pribuzné, si
latky majuce podobnu bicyklicku Struktiru a ktoré selek-
tivne inhibuji COX-2. Napriklad substituenty, analogy a e-
nantioméry nimesulidu si povaZované za §truktirne pri-
buzné latky. Dalsim prikladom méZe byt to, Z¢ $truktirne
pribuzné latky mdZu sutaZit s nimesulidom o vizbu na
COX-2 alebo sa mdéZu viazat' na rovnaké miesto COX-2 a-
ko bolo stanovené krystalograficky. Okrem toho je nime-
sulid konjugovany s inou latkou taktiez povaZovany za
Struktirne pribuznd latku, ako je tu definovana.

Nimesulid alebo Struktume pribuzna latka mézZe byt
podavana tak, aby bola zaistena u¢inna koncentrécia v ner-
vovom systéme objektu, ktory je oSetrovany. Uginna kon-
centracia je tu definovana ako koncentracia, ktora inhibuje
neurondlnu bunkovu smrt’ z minimalne 20 %. V 3pecific-
kych, nelimitujucich uskuto¢neniach vynalezu je koncen-
tracia nimesulidu aspofi 1 nanomolarna a lepSie 1 mikro-
moldrna v oblasti neurondlnych buniek, ktoré maju byt
oSetrené. Vhodné je, aby koncentracia nimesulidu bola niz-

Sia nez 10 molarna (s cicPom obmedit’ toxické G&inky ni-
mesulidu). V tak Specifickych realizdciich vynalezu ako je
oSetrenie neurodegenerativnych stavov, ktorymi je Alzhei-
merova choroba, koncentracia nimesulidu v hippocampic-
kej formécii postihnutého by mala byt’ aspoii 1 pikomolar-
na, vhodnejsie aspoit 1 nanomolarna a elte lepsie 1 mikro-
molirna. Zodpovedajuca koncentricia v sére musi byt
najmenej 10 pikomolarna, lepdie 10 nanomolarna a este
lep8ie 10 mikromoldrna. Ekvivalentné mnoZstvo Struktirne
pribuznych létok (prispdsobené na vyrovnanie rozdielov v
€innosti) mdZe byt’ taktieZ pouZité.

Nimesulid alebo Struktime pribuzné latky mézu byt
poddvané akymkolvek spdsobom, ktorym bude dosiahnuta
pozadovand G¢innd koncentracie. Vhodné spdsoby podava-
nia zahriiaji napriklad orélne, intravenézne, subkutanne,
intramuskulérne, transdermélne a intratekalne.

Nimesulid alebo Struktirne pribuzné latky mézu byt
obsiahnuté vo vhodnom farmaceutickom nosi¢i. ZloZenie
mbZe zaistit’ prediZené uvoltiovanie.

Nimesulid méZe byt’ podavany napr. (nie viak limitujd-
cim spdsobom) orélne v dévkach 2 - 800 mg/deri, vhodne;-
Sie 50 - 400 mg/deri, najvhodnejsie 200 mg/den.

Neurodegenerativne stavy, ktoré mdZu byt’ lieGené pod-
l'a vynalezu zahffiajui (ale nie si tym limitované) na Al-
zheimerovu chorobu, Parkinsonovu chorobu, neurodegene-
raciu spojend so zéchvatom, amyotropicku lateralnu skle-
rozu, poranenie miechy a d’alsie choroby, kde stavy nie su
beZne povaZované za spsobené zapalom alebo autoimin-
nou chorobou.

PrehPad obrazkov na vykresoch

Obr. 1: Miestna expresia mRNA COX-2 v kontrolnom
nepoSkodenom mozgu samca potkana. Expresia mRNA
COX-2 bola stanovena in situ hybridizaciou a vizualizova-
na X-ray autoradiografiou. Skratky: SC, dentate gyrus -
- nzubkované brazdy“; CA1, CA2 a CA3 podoblasti neuro-
nélnej pyramidovej vrstvy vznikajiceho hippocampu; PAC,
mozgova kéra; PYC, pyriformny kortex; AC, amygdaloid-
ny komplex; THAL, ventroposterior thalamic nucleic.
Upravené podla ilustracie 24, Paxinos and Watson, 1986
(The Rat Brain in Steriotaxic Coordinates, Academic Press,
NY).

Obr. 2: Regulacia expresie mRNA COX-2 v mozgu
potkana. Optické hustoty boli kvantifikované 7 autoradio-
grafickych obrazkov. Skratky pozri skér a nasledujice:
PYC/AC, pyrimorfny a amygdaloidny komplex, v ktorom
bola expresia mMRNA COX-2 kvantifikovana ako v jednej
oblasti mozgu. N=5-8 na jeden &asovy bod.

Obr. 3: Vplyv na expresiu mRNA COX-2 pocas reakcie
na zachvat indukovany KA. Mikrografy boli vytvorené z
autoradiografickych obrazkov. Zmeny v anatomickej dis-
tribicii pozri obr. 1. Control-kontrola, neposkodené pot-
kany (injektovany nosi€); KA 8H, potkany oSetrené KA
osem hodin pred usmrtenim, postnatalne dni p-7, p-14 a p-
221,

Obr. 4 A-D: Casové zavislost zmien mRNA COX-2 v
mozgu potkana pocas reakcie na aplikaciu KA: vplyvy a
lokalne zmeny v distribucii. Optické hustoty boli kvantifi-
kované z autoradiografickych obrazkov. Data st vyjadrené
ako priemery plus-minus smerodajnd odchylka, N=4=6 na
skupinu. *P<0,01 vs skupina OH (skupina ktorej bol in-
jektovany fyziologicky roztok); 4h, 8h, 16h, 30h, 120h, ¢as
v hodinach po za¢iatku zachvatu indukovaného KA.

Obr. 5: A-D: Vplyv na distribuciu expresic mRNA
COX-2 a indukcie v hippocampu potkana. mRNA COX-2
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v P21 (A, B) a dospelom (C, D) hippocampe. Stanovené in
situ hybridizaciou a vizualizaciou emulznou autoradiograd-
fiou s pouzitim darf-field osvetlenia. Na A a C, expresia
mRNA COX-2 pri kontrolnych potkanoch (injektovany no-
si€); na B a D, mMRNA COX-2 osem hodin po zadiatku z&-
chvatu indukovaného KA. Sipky ukazuji na povrchovi
vrstvu DG (stratum granulosum). Meradlo = 200 um.

Obr. 6: Selektivna indukcia hippocampickej mRNA
COX-2 (mRNA COX-1 nebola indukovana) pocas reakcie
na zachvat indukovany KA. Stanovené pomocou hybridi-
zécie na blote. CTL, kontrolné potkany injektované fyzio-
logickym roztokom; KA, potkany o3etrené KA 12 hodin po
poskodeni.

Obr. 7: A-I: COX-2 a apoptéza indukovani KA v dos-
pelom mozgu potkanov. Na (A, B), expresia mRNA COX-
-2 v hippocampickych pyramidalnych neurénoch CA3
kontrolnych potkanov a potkanov oSetrenych KA; na (C)
subregion CA3 hippocampického Gtvaru pri potkanoch po-
Skodenych KA zobrazujica neurény s apoptickymi vlast-
nostami (§ipky). Na (D,E), expresia mRNA COX-2 v pri-
pade pyriform cortexu kontrolnych potkanov a potkanov o-
Setrenych KA. Na (F), Sipky smerujii k apoptickym bunkam
pyriformného kortexu potkanov oSetrenych KA. Na (G, H),
expresia mRNA COX-2 v bunkéach amygdaloidného kom-
plexu kontrolnych potkanov a potkanov ofetrenych KA. Na
(1), $ipky smeruji k apoptickym bunkdm amygdaloidného
komplexu potkanov o3etrenych KA. mRNA COX-2 bola
stanovena in situ hybridizaciou a vizualizovand emulznou
autoradiografiou s pouZitim ,temného* osvetlenia. In situ
znadenie 3' konca bolo pouZité na stanovenie apoptickych
vlastnosti nasledujiceho o3etrenia KA. Meradlo: na A, B,
D,E,GaH=200um;naC, Fal=40um.

Obr. 8: A-D: Imunocytochemické ddkazy expresie a
regulacie neuronalnej COX-2 v reakcii na glutamét in vitro.
COX-2 like imunoreaktivita monotypickych kultir pot-
kanich primarnych hippocampickych neurénov. Na (A)
kontrola, na (B) po 12 hodinich expozicie glutamitu. Na
(C,D) kontrolné bunky a bunky oSetrené glutamatom po i-
munoreakcii s imunoadsrobovanymi COX-2 protilatkami.
Meradlo = 50 pm.

Obr. 9: A-C: Vplyv nimesulidu na endotoxinom sprost-
redkovani sekréciu cytokinov a nitritov v glidch. Vplyv
nimesulidu (10-9) na syntézu a sekréciu TNF (A), NO in-
termediatov (Griessova reakcia) (B) a PGE, (C) ako bolo
stanovené v nesmrtefnych BV2 mikrogliovych bunkéch.
Priemer plus-minus $tandardna odchylka, n=8-10 na skupi-
nu. Lipopolysacharidy (,LPS“) = 5 pm/ml. LPS a nimesu-
lid boli pridané spolu ku kultdram. Cas inkubacie 24 hodin.
Na Statistické spracovanie pouZita ANOVA, p<0,05.

Obr. 10: A-E: Casové zmeny proteinu COX-2 v bun-
kach P19 pocas reakcie na podmienky vedice k apoptickej
smrti. Na (A), kvantitativna analyza indukcie COX-2 v
bunkach P19, n=4-6 na skupinu, p<0,05 versus t=0. Na (B),
zmeny boli stanovené western analyzou s pouZitim chemi-
luminiscenénej detekcie. Na (C,D), morfologické sledova-
nie apoptickych jadier buniek P19 bolo uskutocnené pomo-
cou Hoechst H33258 24 hodin po odobrati séra (a nahrade-
ni médiom N2). Na (E), elektroforeticky profil DNA uka-
zujiici DNA rebrickoviti (laddering) degradéciu bol stano-
veny 14 hodin po odfiati séra (priZok 1 - kontroiné bunky v
t=0; praZok 2, DNA laddering 14 hodin po vybrati séra;
prizok 3, markery DNA). Polyklonalne protilitky proti
COX-2 pouzité v tychto Studiach si opisané v prikladoch
uskutoénenia vynalezu. Specifické protilatky proti COX-2
rozpoznali v celkovych homogenatoch v 'udskom mozgu a
mozgu potkanov a mysi dva hlavné prizky majice odhad-
nutd molekulovd vahu 70 a 65 kDa.

Obr. 11 A-E: Regulacia COX-2 podas reakcie na oxi-
dativny stres neurondlnych buniek SH-SYS5Y spdsobeny
AB1-40. (A) Stipik grafov zobrazuje relativne mnoZstvo
pritomnej imunoreaktivity COX-2 vzhFadom na kontrolu
(,,CTL®). Meranie imunoreaktivity bolo odvodené z dét zo-
brazenych na obr. (B). (B) Western blot proteinov pripra-
venych z kontrolnych buniek SH-SY5 Y a buniek vystave-
nych posobeniu AR peptidov. (D) Imunoblot zobrazeny na
obr. (B) rozdeleny na prizky s naslednym pouZitim proti-
latok proti aktinu. (E) Kultiry SH-SYS5Y boli sledované z
hl'adiska apoptickych mechanizmov.

Obr. 12: Ochranny vplyv nimesulidu proti neurotoxicite
vyvolanej AB1-40. Stanovené meranim MTT s pouZitim
neuronalnych buniek SH-SYSY.

Skratky: CTL - kontrola; NEM/nimesulid; A-B-fB-amy-
loid(1-40). *P<0,01 verzus CTL, *PP<0,05 verzus CTL.

Obr. 13: Mikrofotografie zobrazujuce selektivnu induk-
ciu imunoreaktivity COX-2 v temporalnom kortexe AD a k
tomu vhodne starej neurologickej kontrole. Mikrofotografie
zobrazujice selektivnu indukciu imunoznaCenia COX-2 v
oblastiach $edej hmoty bohatej na neurdny (,,gm"), ale nie
v oblasti bielej hmoty bohatej na glia (,wm®).

Obr. 14: A-D: Imunoznacenie COX-2 neurénov v
prednej kére AD mozgu a kolokalizdcia imunoznacenia
COX-2 s AD plakmi v prednej kdre AD mozgu. Na (A, B)
je zobrazené imunoznacenie COX-2 neurénov AD (A, niz-
ka energia; B, vysokoenergetické zvac3enie). Na C je zo-
brazené imunoznacenie difiznych plakov. Na (D) je zobra-
zena COX-2 v neuritickych plakoch ako bolo stanovené i-
munoznaenim A v susediacich vrstvach tkaniva.

Obr. 15: Expresia COX-2 v prednej kore mozgovej. (A)
Nothern bloty mRNA COX-2 a COX-1 v AD prednej kére
vztiahnutej ku kontroldm+ kvantitativna analyza dét je na
obr. (B). (C) Western bloty proteinu COX-2 v AD prednej
kore a kontrole; kvantitativna analyza dét je na obr. (D).

Obr. 16: Regulacia mRNA COX-2 v neurénoch pred-
ného a zadného miechového rohu miechy of ALS a neuro-
logickych kontrol. Autoradiografické obrazky boli vizuali-
zované rontgenovym filmom. Sipka smerujtica na ventralny
roh ukazuje intenzivnu indukciu signdlu mRNA COX-2 v
pripade ALS.

Obr. 17 A-D: Zvysenie mRNA COX-2 v biopsii fud-
skej kortikdlnej epileptickej ako bolo stanovené pomocou
in situ hybridizacie. Autoradiografické obrazky boli vizua-
lizované pomocou rontgenového filmu. Sipky smerujiice
smerom ku kortikalnym vrstvam ukazujd intenzivny signal
mRNA COX-2 v epileptickom mozgu (A) a v kontrole (B).
Cast' (C) a (D) ukazuje analyzy zobratych dat vzt'ahujicich
sa k hladindim mRNA COX-2 a COX-1.

Obr. 18: Zosilnenie aktivit cyklooxygenazy a peroxida-
zy nahromadenymi AP peptidmi.

Obr. 19 A-B: Prechodna expresia COX-2 v neuronal-
nych bunkéch zosiluje zhorgenie redox aktivity vyvolanej
AP. Neuronalne bunky SH-SY5Y boli transfekované bud
Pudskym génom COX-2 (A), alebo COX-1 (B) a oSetrené
AP25-35. Nasledne bola stanovena metodou MTT redox
aktivita.

Obr. 20 A-B: Vytvorenie transgénnych mySi exprimu-
juce COX-2. (A) In situ hybridizacia demonstrujica expre-
siu mRNA COX-2 v my3i TgNHC32, ale nie v kontrole
(wikld type) (mysi su len jeden mesiac staré). (B) Miestna
expresia mRNA hCOX-2v NHC32 a NHC5 vzhladom na
kontrolu, ako bolo stanovené s pouZitim analyzy obrazu
Bioquant.

Obr. 21: Overexpresia hCOX-2 zosiluje oxidativne po-
skodenie sposobené AP pri primérnych mySacich neurondl-
nych kultdrach.
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Obr. 22: Nimesulid chréni neuronaine bunky B12 proti
oxidativnemu stresu spdsobenému glutamétom.

Obr. 23: Kontrolné $tadie k obr. 22. Oxidativne po¥ko-
denie sposobené glutamatom (merané LDH stanovenim) v
zavislosti od vel'kosti davky (A) a od &asu (B). (C) ukazuje
netoxicitu nimesulidovych kultir B12.

Priklady uskutotnenia vynilezu

Reguldcia a oblastna indukcia cyklooxygenazy-2 v mozgu
potkana

Material a metody

Zvieratd a excitotoxické lézie

Dospelé samce Sprague-Dawleyoho potkanov rézneho
veku boli chované v prostredi s kontrolovanym svetlom,
teplotou, jedlom a pitim ad libidum. Pri dospelych samcoch
(250 - 300 g) boli indukované hippocampélne excitologické
lézie podkoZnou injekciou kyseliny kainikovej (,KA*;
10 mg/kg, Sigma). PretoZe prijem KA je relativne vy3si pri
mladych potkanoch vzhladom na dospelé potkany (Berger
et al, 1986, in Schwartz and Ben-Ari, Advances in
Experimental Medicine a Biology, Plenum, N Y, pp. 129 -
- 209), boli davky prispdsobené tak, aby bola dosiahnutd
maximalna excitotoxicita bez toho, aby boli dosiahnuté le-
talne davky (od 2 mg/kg v postnatilnom dni P-7 do
6 mg/kg v postnatilnom dni P25). Na kontrolu boli pouZité
injekcie fyziologického roztoku (v ¢asovom bode 0 hodin).

COX-1 a COX-2 cDNA proby. Plazmid Bluescript
(Stratagene) obsahujuci cDNA COX-1 plnej dizky (2,7 kb)
bol linearizovany Stiepenim Clal. Plazmid PCRII (Invitro-
gen) obsahujiici kédujucu sekvenciu potkanej COX-2
(1,8 kb) bol linearizovany §tiepenim pomocou PfIMI (Feng
et al.,, 1993, Arch. Biochem. Biophys. 307: 361 - 368). Li-
nearizované plazmidy boli purifikované pri pouZiti Elu-
-Quick (Schleider & Schuell) po gélovej agarézovej elek-
troforéze.

In situ hybridization. V rbznych intervaloch po zadiatku
poskodenia indukovanych KA boli potkany usmrtené a ich
mozgy im boli rychlo vybrané, oplachnuté v studenom fos-
fatovom pufri (PBS, 10 mM, pH 7.4) a ponorené do metyl-
butanu pri -25 °C na tri minaty. Mozgy boli narezané na
10 pm preparaty. Tieto boli potom zmrazené a vysledné
zmrazené preparaty boli pripevnené na sklitka potiahnuté
polylyzinom. Takéto preparaty boli potom skladované pri
-70 °C. Pre imunocytochémiu (ICC) alebo in situ hybridi-
zéciu (ISH) boli zmrazené preparéty dalej fixované v PBS
obsahujticej 4 percentny paraformaldehyd (30 minut pri la-
boratérnej teplote) a potom oplachnuté v 0,1 M ftrietanola-
minu (TEA), pH 8,0, inkubované v anhydride kyseliny oc-
tovej (AAH; 0,25 % v/v v TEA, 10 mindt) a oplachnuté v
TEA a PBS. Po tomto kroku s AAH boli tkanivové prepa-
réty hybridizované s [**S]-cRNA prébami (0,3 pg/ml. 2 x
x 10° dpm pg) pripravenymi z linearizovanych cDNA
COX-2 transkripénych vektorov (Feng et al., 1993, Arch.
Biochem. Biophys. 307: 361 - 368). Hybridizacie so sense
vldknom boli pouZité ako kontroly, ktorych vysledkom boli
negativne vysledky. Nasledovala hybridizacia po 3 hodiny
pri 50 °C, stringentné premytie (0,1 x SSC pri 60 °C) a vy-
sudenie. Na kvantifikiciu boli preparaty exponované na
X-ray film na sedem dni. Preparaty boli potom exponované
na NTB-2 emulzii (Kodak, Rochester, NY) k mikroskopic-
kej analyze distribucie mRNA COX-2. Nasledovalo vyvo-
lanie - tkanivové preparaty boli ofarbené kresyl-fialovou.
Autoradiogramy boli kvantitativne analyzované a pouZitim
softvéru na analyzu obrazu z Drexel University (Tocco et
al., 1992, Eur. J. Neurosci. 4: 1093 - 1103). Merania boli

vyhodnotené pomocou $tatistiky ANOVA a néslednou
posthoc analyzou.

Koncové in situ znadenie. V paralelnych pozorovaniach
boli tkanivové prepardty mozgu fixované paraformaldehy-
dom dehydratované, vysuSené na vzduchu a inkubované s
dATP, dCTP, dGTP (0,2 mM), dTTP (13 uM), digoxige-
nin-11-dUTP a DNA polymerazou I (Boehringer manheim)
(10 jednotiek/100 pl) pri teplote 37 °C po dve hodiny. Re-
akcia bola zastavena pridanim 20 mM EDTA, pH 8,0. Pre-
paraty boli inkubované pri laboratérnej teplote cez noc s
protildtkami proti digoxigeninu konjugovanymi s alkalic-
kou fosfatazou (Genius System, Boehringer Mannheim)
riedenymi 1 : 200 v 5 % ov&om sére riedenom v 150 mM
NaCl, 100 mM TRIS-HCL, pH 7.5. Kolorimetricka detek-
cia nitro-blue-tetrazéliom a 5-brém-4-chlér-3-indolylfosfa-
tom bola realizovana pouZitim Genius Systemu podPa na-
vodu vyrobcu (Sakhi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
91: 7525 - 7529).

Nothern blot hybridizacia. Extrakcia RNA bola realizo-
vand nasledovne. Po usmrteni bol potkani mozog rozpitva-
ny a skladovany pri 75 °C pred pouzitim. Celkova RNA
bola extrahovana z hippocampického tkaniva (Passinetti et
al., 1994, J. Comp. Neurol. 339: 387 - 400). Skratene: Tka-
niva boli homogenizované jednu minitu v celkovo 5 ml 4
M guanidiniumtiokyanétu, 25 mM citronanu sodnom, (pH
7,5), 0,5 % sarkosyle a 0,1 M B-merkaptoetanole. Po kyslej
fenol-chloroformovej extrakcii a vyzraZani etanolom bola
RNA peleta oplachnuta postupne 70 % a 100 % etanolom.
Purifikovand RNA bola potom rozpustena v 0,5 % sodium
dodecyl sulfatu (SDS) a skladovana pri -75 °C. Celkova
RNA bola kvantifikovana UV spektrometrom. Celkova
tkanivovd RNA (5 pg) bola nanesen4 na denaturujici
(0,2 m formaldehyd) agarézovy gél a potom bola realizo-
vand elektroforéza. Po elektroforéze bola RNA prenesena
na nylonovii membranu (Nylon 66 plus, Hoeffer, San Fran-
cisco, CA) v 2 x SSC. Hybridizacia na blote bola realizo-
vané pri pouziti 10® cpm/ml antisence proby COX-1 alebo
COX-2 [**P]-cRNA v 50 % formamide, 1,5 x SSPE, | %
SDS, 0,5 % suSenom mlieku, 100 pg/ml celkovej kvasin-
kovej RNA a 500 mg/ml lososovej spermiovej DNA pri
53 °C po 15 hodin. Blot bol premyty do celkove;j stringen-
cie 0,2 x SSC, 2,0 % SDS pri 72 °C. Blot bol exponovany
na réntgenovy film (X-ray film XAR-5, Kodak) s pouZitim
zosilujucej clony pri -70 °C.

Bunkové kultiry. Hipokampalne neurénové kultiry
boli odvodené z cmbryonalnych potkanich mozgov. E16-
-E18 embrya boli rozpitvané v Hanksovom sol'nom roztoku
a prenesené do kultiry (Pasinetti et al., 1994, J. Comp. Ne-
urol. 339: 387 - 400; Peterson et al, 1989, Dev. Brain Res.
48: 187 - 195). Média boli menené kazdy treti defi. K 3ta-
diu neurotoxicity glutamatu boli osem dni star¢ kultary
ofetrené¢ glutamatom (250 pM. Sigma) v pritomnosti
2,4 mM vapenatych ionov a 0,8 mM horec¢natych iénov. Po
6 hodinach pésobenia glutamatu bolo médium vymenené
za Cerstvé médium. COX-2-like imunoreaktivita bola v ne-
urénoch stanovena po 12 hodinéch.

Immunocytochemicka detekcia COX-2 v monotypic-
kych kultdrach primarnych potkanich neurénov. Kontrolné
a glutamatom oSetrené kultiry boli fixované v PBS obsa-
hujucom 4 % paraformaldehyd (30 mindt, laboratéma tep-
lota), premyté v PBS, oSetrené normalnym sérom a inkubo-
vané cez noc pri 4 °C s primarnymi protilatkami. Protilatky
COX-2 (kralicie IgG) boli produkované proti syntetickému
peptidu (CNASASHSRLDDINPT; SEQ ID NO: 1), ktory
zahfiia C-koncovy regidn my$i COX-2. Ako bolo stanove-
né analyzou pomocou Western blotu, antiséra reaguju s
l'udskou a potkanou COX-2, ale nie s COX-1. Vectastain
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ABC kit (Vector, Burlingame, CA) bol pouZity v nasledu-
jicom kroku na zakoncenie farbenia diaminobenzénom
(Pasinetti et al., 1994, I. Comp. Neurol. 339: 387 - 400).
Kontrola na $pecificitu bola realizovana imunoadsorpciou
COX-2 antiséra so syntetickym COX-2 peptidom. Adsorp-
cia bola realizovana cez noc pri 4 °C syntetickym COX-2
peptidom pri 30 pL/ml.

Vysledky

Expresia COX-2 v dospelych potkanich mozgoch. Ob-
razok | ukazuje (s pouZitim 1SH), Ze distribucia mRNA
COX-2 bola najviac pozorovatelna v limbickych $trukti-
rach, ale bola tieZ pritomna v neokortexe (v silade s vy-
sledkami Kaufmanna et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
91: 2317 - 2321 a Yamagaty et al., 1993, Neuron 11: 371 -
- 386).

V hippocampickej formécii bola mRNA COX-2 selek-
tivne exprimovand v bunkéch granulovych a pyramidal-
nych neurénovych vrstiev. Expresia mRNA COX-2 bola
tieZ najdena vo vonkajsej vrstve parietalneho kortexu, v py-
riformnom kortexe a amygdaloidnom komplexe.

Regulacia hippokampalnej mRNA COX-2 pocas do-
zrievania. 1SH vysledky naznacuji, Ze pofas dozrievania je
expresia mRNA COX-2 diferen¢ne regulovana v podskupi-
nach buniek neuronalnych vrstiev hippocampickej formacie
(obr. 2, obr. 3, homna &ast’). mRNA COX-2 mé po diioch
P7-P14 viac ako dvojnasobné zvy3enie v granulovych vrst-
vach buniek dentate gyrus a v CA3 sekciach pyramidalnych
vrstvach buniek (p<0,001, obr. 2). 1 ked bola expresia
mRNA COX-2 v dalSich skimanych oblastiach mozgu niz-
$ia, bol obraz expresie podas dozrievania podobny (obr. 2).
Okolo postnatdlneho difa P21 sa expresia mRNA COX-2
blizila k hladine dospelych jedincov vo vietkych skima-
nych subregiénoch (obr. 2, obr. 3 homa cast).

Reakcia na podkodenie indukované KA. K dalSiemu
sledovaniu regulacie COX-2 v mozgu podas zrenia bola
postnatdlne skimana expresia mRNA COX-2 pocas reakcie
na poskodenie indukované KA. Napriek velkej zachvatovej
aktivite pri nasledujiicom ofetreni nebola detegovana Ziad-
na zmena v expresii mMRNA COX-2 v Ziadnej sledovanej
oblasti mozgu v dni P7 (obr. 3, obr. 4A). Zmeny v expresii
mRNA COX-2 v 120 hodine po o3etreni KA v skupine P7
(obr. 4A) indukujii vyvojové zrenie skor neZ reakciu na to-
xicitu KA (obr. 4A). Oproti skupine P7 sa v diioch P14 a
P21 zvysila mRNA COX-2 pocas 4 - 8 hodin po potiatku
zachvatu vyvolaného KA vo vietkych skimanych hippo-
campalnych suboblastiach (obr. 4B a 4C). Hladina expresic
mRNA COX-2 sa vratila na hladinu kontroly pocas 120
hodin po ogetreni pri P14, P21 a dospelych potkanich moz-
goch.

Vnltri dentate gyrus bola kontrolna expresia COX-2 pri
P14 a P21 potkanoch nesumerna, selektivne lokalizovana
na povrchovejsie neurdny stratum granulosum skér neZ na
hlbsie sa nachadzajuce granulové bunky dentate gyrus bla-
de (obr. 5). V reakcii na oSetrenie KA méd indukcia mRNA
COX-2 podobnil nesimernost’ v expresii (obr. 5). Oproti
tomu bola ncstimernost’ vnitri dentate gyrus menej pozoro-
vatena pri kontrolnych zvieratach a pri dospelej skupine
po indukeii KA (obr. 5C a 5D).

V paralelnych pozorovaniach bola pomocou nothern
blot hybridizicie celkovej RNA z hipokampu dospelych
potkanov potvrdena indukcia mRNA COX-2 12 hodin po
zéchvate vyvolanom KA (obr. 6). Detegovatelnd indukcia
mRNA COX-2 nebola najdend v rovnakych potkanich
mozgoch (obr. 6).

COX-2 indukovani KA a apopt6za pri dospelom pot-
kanovi. Osem hodin po pociatku zachvatu vyvolanom KA

bola indukcia mRNA COX-2 v bunkéch v oblasti CA3 hi-
pokampélneho Utvaru (obr. 7B), pyriformového kortexu
(obr. 7E) a amygdaloidného komplexu (obr. 7H) dospelého
mozgu dodasne sibeZna a prekryva sa s pociatkom apopté-
zy ako bolo stanovené pomocou in situ koncového znaenia
v rovnakych oblastiach mozgu (obr. 7C-CA3 oblast’ hippo-
campus, obr. 7F - pyriformovy kortex, obr. 7l —amygda-
loidny komplex). Expresia mRNA COX-2 pri dospelych
jedincoch kontrolnej skupiny potkanov (obr. 7A, 7D a 7G)
a pri potkanoch o3etrenych KA (obr. 7B, 7E a 7H) bola i-
dentifikovana s pouZitim emulznej autoradiografie pri vyu-
Ziti ISH stanovenia.

Imunochemicky dokaz expresie/regulacie neuronalnych
COX-2 pri odpovedi na glutamét in vitro. Primarne kultdry
potkanich hipokampalnych neurénov boli vystavené gluta-
matu in vitro. Zékladna hladina - konStitutivna expresia
COX-2 bola demonitrovana imunocytochemicky (obr. 8B).
Dvanast’ hodin po pdsobeni glutamatu bolo pozorované
zvysenie imunoreaktivity COX-2, ktoré sa zhoduje s vyraz-
nym zniZenim poctu neurénov (obr. 8D).

Expresia COX-2 pri l'udskej epilepsii. ZvySend expresia
mRNA COX-2 bola detegovana ISH v bioptickom tkanive
Tudského mozgu v epileptickej foci (obr. 17A-D). Bolo
zistené, Ze sa mRNA COX-2 oproti mRNA COX-1 vyz-
namne zvysila v kortexe epileptickych pacientov (hodnota
p<0,05).

Priklad: Nimesulid zniZuje produkciu cytokinov a nitritu v
mikrogliovych kulttrach.

V experimentoch realizovanych in vitro bolo zistené, Ze
nimesulid v nizkych koncentraciach (1 nanomolarna) uéin-
ne potladuje indukciu TNF (tumor necrosis factor) tak, Ze
imortalizuje mikroglia odvodené z mozgu (BV-2) a astro-
cyty (obr. 9A). Sicasne bol nimesulid rovnako uinny v
blokovani tvorby dusitanov (Griessova reakcia, obr. 9B).
Toto neskorsie pozorovanie je zvlast’ ddleZité vo svetle do-
kazov ukazujlcich, Ze zablokovanie neuronalnej NO-syn-
tazy (syntdzy oxidu dusného) vedie k ochrane pred neuro-
toxicitou glutamédtu. Bolo tieZ zistené, Ze nimesulid Gcinne
blokuje indukciu prostaglandinu PGE2 vyvolani endotoxi-
nom v mikrogliich odvodenych z mozgu (obr. 9C).

Expresia COX-2 v apoptickych bunkéch

Expresia COX-2 bola $tudovana s pouZitim zavedenych
in vitro modelov apoptézy. Konkrétne bola regulacia COx-
2 $tudovana na embryonalnych rakovinovych bunkach P19
pocas reakcie na nedostatok séra. Za tychto podmienok
bunky P19 prekonavaji apopticki bunkovi smrt’ majiic
charakteristicki fragmentéciu DNA a nukledrnu morfolo-
giu. S pouZitim tohto systému je na obr. 10 ukézany nahod-
ny pociatok k apoptdzy a vzrast expresie COX-2.

Tato §tidia bola rozsirena o l'udskd bunkovu liniu SH-
SYSY. Ukazalo sa, Ze v procese indukcie neurodegeneracie
buniek SH-SY5Y ma tlohu B-amyloid (Oda et al., 1995,
Alzheimers Res. 1: 29 - 34). Bunky SH-SYS5Y boli oSetrené
syntetickymi peptidmi AB1-40 s koncentraciou 20 uM roz-
ne dlhy &as. Analyza pomocou Western blotu bola usku-
to¢nené s bunkovymi extraktmi s pouzitim antiséra COX-2
alebo aktinového antiséra ako kontroly (obr. 11Ba D - v
tomto poradi). Na obrazku 11 bol protein COX-2 z kontrol-
nych a AB oSetrenych neuronalnych buniek SH-SYSY
kvantifikovany na imunoblotoch ukazanych na obr. 11B (v
bode 72 hr. bol kvantifikovany len protein s molekulovou
hmotnost'ou 70 kDa). Signdl COX-2 bol zruseny imunoad-
sorpciou antiséra COX-2 s purifikovanymi Fudskymi re-
kombinantnymi peptidmi COX-2 (hrCOX-2). Na obr. 11C
je ukézana zniZena bunkové redox aktivita 72 hodin po o-
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Setreni buniek AB1-40 (20 pm) ako bolo stanovené pomo-
cou MTT v paralelnych kultirach. Stipikovy graf znazor-
fuje aritmeticky priemer + smerodajna odchylka (SEM),
n=4-5 na skupinu, p<0,05 (t-test). Optické denzity COX-2
boli integrované a analyzované z digitalizovanych obraz-
kov s pouZitim systému Bioquant image analysis (Biomet-
rics, Nashville, TN). Bolo tieZ zistené, Ze sa expresia obja-
vuje sucasne s rebrickovanim DNA (obr. 11E) - znamkou
apoptozy. Obr. 12 ukazuje schopnost' nimcsulidu (pri kon-
centracidch 10 a 10° molarych) blokovat' toxické pdso-
benie Af; 4 ako bolo stanovené pomocou MTT.

V pripade, Zc boli agregované syntetické peptidy AR,
(150 uM) inkubované spolu s purifikovanym hr-holoCOX-
-2 (COX-2 s hernom (kofaktorom), 50 nM) po 16 hodin pri
37 °C v 1x PBS a boli stanovené aktivity cyklooxygenazy a
peroxidazy (Murphy ct al, 1989, Neuron 2: 1547 -
- 1558),ukézalo sa, Ze sa aktivity cyklooxygenazy a peroxi-
dazy vzhl'adom na tieto enzymové aktivity v nepritomnosti
AP (obr. 18) zvysili. Hladina aktivity cyklooxygenazy a pe-
roxidazy v nepritomnosti hemu bola nulova.

Expresia COX-2 pri Alzheimerovej chorobe

Bola $tudovana expresia COX-2 v normalnych moz-
goch l'udi a v mozgoch pacientov trpiacich Alzheimerovou
chorobou (AD). Imunocyklické data ukazuji, Ze expresia
COX-2 je v l'udskom mozgu primarne lokalizované do bu-
niek s neuronalnou morfolégiou. Vo vietkych skimanych
oblastiach bolo najniz$ie imunofarbenie COX-2 lokalizo-
vané v bunkéch s gliovou morfolégiou. Tieto vysledky ve-
da k predpokladu, Ze COX-2 ma nezipalovi funkciu. Za-
tial’ éo v temporalnom kortexe neurologickych kontrolnych
pripadov bol imunocytochemicky signil COX-2 na hladine
detekéného limitu, pri AD mozgoch mal tento signal zvy-
Senie (obr. 13A, 13B). Selektivna indukcia imunoreaktivity
COX-2 v $edej hmote je zhodny s pozorovanim ukazujicim
neurondlnu indukciu COX-2 v mozgu potkana pocas reak-
cie na lézie veduce k neuronalnej smrti (pozri sekcia 6).

Bola tieZ sledovana bunkova imunodistribucia COX-2
v mozgu AD. Bolo zistené, Ze neurondlna COX-2 nie je lo-
kalizovana iba v perikaliu (obr. 14A), ale bola najdena tieZ
v neuronalnych projekciach (obr. 14B). Okrem toho bolo
intenzivne imunozafarbenie identifikované pomocou AP
imunofarbenia tieZ najdené v difuznych plakoch (obr. 14C)
a v neuritickych plakoch AD pacientov na susediacich tka-
nivovych rezoch hippocampalnych utvarov. Tieto pozoro-
vania predpokladaju tlohu COX-2 v mechanizme neuro-
nalnej smrti alebo prezitia.

Boli realizované §tudie, v ktorych bola kvantifikovana
expresia COX-2 v mozgoch AD a kontrol, ktoré dosiahli
prislusny vek. PouZili sme kvantitativnu dot-blot analyzu a
chemiluminiscenéni detekciu. Na kvantitativne zhodnote-
nie bola pouZitd western analyza. Viac neZ dvojnasobné
zvySenie obsahu COX-2 bolo ngjdené v hippocampalnych
homogenatoch AD mozgov v porovnani s neurologickymi
kontrolami, ktoré dosiahli prislusny vek.

PretoZe boli podané imunocytochemické dokazy uka-
zujuice imunoreaktivitu COX-2 v AD plakoch, bola hladina
COX-2 a celkova hladina A pri AD pripadoch porovnana.
Priama korelacia nebola najdena.

V prednom kortexe AD mozgu bola ndjdena zvySend
hladina mRNA COX-2 a proteinu. Na obrazku 15A je zo-
brazeny Nothern blot celkovej RNA neurologickej kontroly
(C) a predného kortexu AD hybridizovaného s [**P] mRNA
COX-2 a COX-1. Druhy mRNA detegované pomocou
¢RNA COX-2 a COX-1 sond reprezentuji RNA rovnakej
vel'kosti najdené v okrajovych tkanivich. Obrazok 15B u-
kazuje kvantifikované vysledky §tudii s Nothern blotmi.

Obzvlast' zastipenie mRNA COX-2 v prednom kortexe
bolo pri AD oproti kontrolam zvySené. Pritomnost’ ekviva-
lentného mnozZstva RNA v oboch linidch bola potvrdena
normalizaciou na 28S rRNA v hybridizatnej membrane.
Kompletny prenos RNA do membrany bol potvrdeny ne-
pritomnost'ou 28S a 18S rRNA v géli po prenose. Integro-
vané optické hustoty boli analyzované z digitalizovanych
obrazkov pomocou analyzy obrazu Biquant. Stipcové grafy
reprezentuju n = 9 na skupinu. Vysledky boli signifikantné,
t-test mal hodnotu p<0,05.

Podobne bolo na zaklade analyz realizovanych pomo-
cou western blotu zistené zvy$ené mnoZstvo proteinu
COX-2 v prednej ¢asti kortexu AD oproti kontrole. Obra-
zok 15C ukazuje vysledky takychto westem blotov. Linia |
a 2 ukazuje mnoZstvo proteinu COX-2 v rovnakych tkani-
vach, aké boli pouZité na nothern analyzy. Linia 3-4 uka-
zuje nepritomnost’ viazaného COX-2, ked’ antiséra COX-2
boli imunoadsorbované s pouZitim hrCOX-2 peptidov, &o
demonstruje Specifickost’ signalu.

Predpokladany novy druh hrCOX-2 (linia 5 - 70 kDa)
bol taktieZ nepritomny v pripade, Ze boli antiséra predab-
sorbované s hrCOX-2. Tieto vysledky sa kvantifikované na
obrazku 15D (so zvlaStnym ohl'adom na druhy s hmotnos-
t'ou 70 kDa). Imunobloty boli dalej obnaZené a imunozrea-
gované s aktinovymi antisérami na agely overenia 3pecific-
kosti zmien (hodnoty aktinu: kontrolna skupina 100 +8, AD
94 7 % kontroly. Stipcovy graf reprezentuje n=9 na sku-
pinu; hodnota t-testu bola p<0,05). Obrazok vloZeny do ob-
razka 15D ukazuje korelaciu obsahu COX-2 a poétu plakoy
na nn, n=8, r=0,72, p<0,03. Integrované optické hustoty
COX-2 a aktinu boli analyzované z digitalizovanych ob-
razkov pomocou analyzy obrazu Biquant.

Expresia COx-2 pri amyotropicke;j laterdlnej sklerdze

Pomocou in situ hybridizacie bolo demonstrované zvy-
Senie mRNA COX-2 v anterior horn bunkach miechy pa-
cientov trpiacich amyotropickou lateralnou sklerézou
(ACS) (obr. 16).

Prechodna expresia COX-2 v neuronalnych bunkach
zosilnenych zhorSenim redox aktivity sprostredkovanej Ap.

Uloha COX-2 pri smrti alebo preZiti neurénov bola
Studovana v kultire TPudskych neurénovych buniek
SH-SY5Y. Bunky boli prechodne transfekované cicavéim
expresnym vektorom (pRc/CMV/hCOX, Invitrogen) obsa-
hujicim bud neskratent Tudskd (h) ¢cDNA COX-2
(pRc/CMV/hCOX), alebo gén na bakterialnu chloramfeni-
kolacetyltransferdzu (CAT) (pRe/CMV2/CAT). Nasledné
oSetrenie AP25-35 posilnilo redox aktivitu (ako bolo zme-
rané MTT-testom (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyl-
tetraxolium bromidovy test (obrazok 19). Overexpresia
hCOX2 v bunkach SH-SYSY transfekovanych pRc/CMV/-
hCOX-2 bola potvrdend imunocytochemicky na paralelnej
dvojici tkanivovych kultir na skli¢ku pouZitim protilatok
a-COX-2 tak, ako bolo predtym ukazané. V pripade kon-
trolnych bunick transfckovanych pRc/CMV2/CAT vytva-
rali rovnaké protilatky o-COX-2 minimélny imunocyto-
chemicky signél. Zistili sme, Ze prechodna overexpresia
hCOX-2 v neuronovych bunkich SH-SYSY zosiliuje
defekt redox aktivity sprostredkovany A25-35 (25 pM,
48 hodin posobenia) v porovnani s kultirami SH-SY5Y
transfekovanymi kontrolnym vektorom (£ p<0,001 versus
CTL). Tieto data su v silade s d6kazmi ukazujicimi induk-
ciu mRNA COX-2 zhodou okolnosti so zvy$enou redox
aktivitou v neurénovych bunkach SH-SY5Y (obr. 11).
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Pokusy s pouZitim transgénnej mysi COX-2

Na zaklade dbkazov, Ze overexpresia COX-2 v neurd-
novych bunkach méZe zosiliiovat’ AB-sprostredkovany re-
dox defekt a na zaklade pozorovania, Ze neurénova COX-2
je zvyBena v mozgu AD a v experimentilnej neurodegene-
récii, sme vytvorili transgénnu modelovi my$ s neuréno-
vou overexpresiou ludskej (h§ COX-2). S cielom dosiah-
nut’ overexpresiu hCOX-2 v neurénoch bol pripraveny hyb-
ridny gén, v ktorom bola expresia sekvenciec cDNA obsa-
hujticej dplnd kodujucu oblast hCOX-2 regulovana pot-
kanim neurdn-Specifickym enolazovym (NSE) prométo-
rom.

Ziskali sme 3tyri linic s vysokou expresiou mRNA
hCOX-2. V jednej z nich (NHC32) bola stanovena pomo-
cou analyzy in sifu hybridizacia mRNA OCX-2 (obr. 20A).
Zistili sme, Ze mysacia linia NHC32 ma vysoké hladiny
mRNA hCOX-2 v hipokampalnom utvare, cerebrilnom
kortexe d'al$ich neuronovych vrstvach (obr. 20B). V bielej
hmote nebola zistend pouZitim kombinovanej imunocyto-
chémie pre in situ hybridizdciu NSE a hCOX-2 hladina
mRNA HCOX-2 na rovnakom tkanivovom ret'azci. Potvr-
dili sme selektivitu transgénnej expresiec hCOX-2 do ncu-
rénovych buniek.

Dalej sa ukézalo pouzitim neurénovych kultdr odvode-
nych od transgénnych mysi, Ze overexpresia hCOX-2 7o-
silfiuje odpoved’ sprostredkovana Af3. Ako je vidiet’ na ob-
razku 21, ukézala $tudia, Ze primarne neurénové kultiry
odvodené od transgénnej mysi s overexpresiou neuronovej
COX-2 (NHC32, n=3) sii najviac nachylné na hromadenie
peptidov AP-25-35 sprostredkované zvySenim redox akti-
vity (stanovenie MTT, AB-25-35 25 uM pocas 48 hodin),
ak ich porovname s rovnako o$etrenymi neurénovymi kul-
tarami odvodenymi od divokého typu alebo kontrolného
pribuzného (n=4). Ak boli $tudované morfologicky, odha-
lili okrem toho neurdny oSetrené AP-25-35 odvodené od
transgénnych mysi hCOX-2 zvySent regresiu neurénovych
procesov (B, vniitri) v porovnani s divokym typom - kon-
trolou neurénovych bunkovych kultir osetrenych AB-25-35
(A, vniitri).

Nimesulid chrani neurénové bunky B12 proti glutamatove)
toxicite

Stanovili sme Glohu nimesulidu, indometacinu a NS398
(dalsi preferenény inhibitor COX-2) na glutamatom sprost-
redkovani toxicitu. V tejto 3tidii sme pouZili neurénové
bunky B12. Toxicita bola stanovena meranim zvySenia hla-
diny laktatdehydrogenazy (LDH) v médiu po oSetreni.
LDH je index bunkovej toxicity a jej hladina je vieobecne
akceptovana ako marker neurotoxicity. Ako je ukazané na
obrazku 22-23, zistili sme, Ze nimesulid chréni pred gluta-
matovou toxicitou (10 mM) v 10-6, 10-9 a 10-12 M s po-
danim 24 hodin pred a sicasné podanie s glutamatom pocas
24 hodin. Indometacin chranil v 10-6M a stratil svoj chré-
niaci vplyv v 10-9 a 10-12M. Nepodstatny vplyv proti toxi-
cite sprostredkovanej glutamatom bol pozorovany v pripa-
de indometacinu v 10-OM (pretreatment 24 hodin). Ziadny
chraniaci vplyv nebol pozorovany pri vasnom o3etreni
NS$398. V podmienkach véasného osetrenia litka pocas o-
$etrenia glutamatom v médiu.
St tu citované rézne publikédcie a tymto si ich obsahy za-
hrnuté v celom ich rozsahu.
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(i) Ziadate!”: Pasinetti, Giulio M. and Aisen, Paul §'.
(i) Nazov vynalezu:

(iii) Pocet sekvencii: 1

(iv) Kore$pondencna adresa:

(A) Adresa: Baker & Botts, L. L. P.
(B) Utica: 30 Rockefeller Plaza

(C) Mesto: New York

(D) Stat: New York

(E) Krajina: USA

(F) PSC (ZIP): 10112-0228

(v) Forma vhodna na po&itatové spracovanie
(A) Typ média:

(B) Poéitac: IBM PC kompatibilny
(C) Operaény systém: DOS

(D) Softvér: FastSEQ Verzia 1.5
(vi) Stcasné udaje o Ziadosti

(A) Cislo ziadosti:

(B) Datum registracie:

(C) Klasifikacia:

(vii) Predchadzajice udaje o Ziadosti
(A) Cislo Ziadosti: 08/831,402

(B) Datum registracie: 1. 4. 1997
(viii) Informécie o pravnom zastupcovi/agentovi:
(A) Meno: Clark, Richard S.

(B) Cislo registracie: 26,154

(C) Referencie/pocet stidnych pripadov:
(ix) Telekomunikaéné informacie:
(A) Telefén: 212-705-5000

(B) Telefax: 212-765-2519

(C) Telex:

(2) Informacie o SEQ ID NO: 1:

(i) Charakteristika sekvencie

(A) Dizka: 16 aminoskupin

(B) Typ: aminoskupina

(C) Pocet retazcov: jeden

(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticky: Nie

(iv) Antisence (protizmyslovd): Nie
(v) Typ fragmentu:

(vi) Pévodny zdroj:

(x) Opis sckvencie: SEQ ID NO: 1:

Cys Asn Ala Ser Ala Ser His Ser Arg Leu Asp RAsp Ile Asn Phe Thr 16
$ 10 15

PATENTOVE NAROKY

1. PouZitie nimesulidu na vyrobu farmaceutickej kom-
pozicie na lie¢enie neurodegenerativnej choroby.

2. Pouzitie nimesulidu na vyrobu farmaceutickej kom-
pozicie na liedenie Alzheimerovej choroby.

3. Pouzitie nimesulidu na vyrobu farmaceutickej kom-
pozicie na lie¢enie epilepsie.

4. Pouzitie nimesulidu na vyrobu farmaceutickej kom-
pozicie na lie¢enie amyotrofickej lateralnej sklerozy.

5. Pouzitie nimesulidu na vyrobu farmaceutickej kom-
pozicie na liefenie neurodegenerativnej choroby, pri¢om
mnoZstvo nimesulidu obsiahnutého vo farmaceutickej
kompozicii ma za nasledok expoziciu postihnutych neuré-
nov miestnej koncentracie nimesulidu 1 uM alebo niZ3iu
koncentraciu, ktora inhibuje smrt’ neurénov prinajmenSom
220 %.

6. Pouzitie nimesulidu na vyrobu farmaceutickej kom-
pozicie na liedenie Alzheimerovej choroby, pricom mnoZz-
stvo nimesulidu obsiahnutého vo farmaceutickej kompozi-
cii ma za nasledok expoziciu postihnutych neurénov miest-
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nej koncentracie nimesulidu 1 puM alebo niZsiu koncentra-
ciu, ktora inhibuje smrt’ neurdnov prinajmensom z 20 %.

7. Pouzitie nimesulidu na vyrobu farmaceutickej kom-
pozicie na lie€enie cpilcpsie, pritom mnoZstvo nimesulidu
obsiahnutého vo farmaceutickej kompozicii ma za nasledok
expoziciu postihnutych neurénov miestnej koncentricie
nimesulidu 1 uM alebo niZ§iu koncentraciu, ktora inhibuje
smrt’ neurénov prinajmen$om z 20 %.

8. PouZitie nimesulidu na vyrobu farmaceutickej kom-
pozicie na lieCenie amyotrofickej lateralnej sklerézy, pri-
¢om mnoZstvo nimesulidu obsiahnutého vo farmaceutickej
kompozicii ma za nasledok expoziciu postihnutych neurd-
nov miestnej koncentricie nimesulidu 1 uM alebo niZiu
koncentraciu, ktord inhibuje smrt’ neurénov pringjmensom
220 %.

9. Pouzitie nimesulidu na vyrobu farmaceutickej kom-
pozicie na liefenie neurodegenerativnej choroby, pri¢om
davka nimesulidu obsiahnutého vo farmaceutickej kompo-
zicii inhibuje smrt’ neurénov prinajmensom z 20 %.

10. Pouzitie nimesulidu na vyrobu farmaceutickej
kompozicie na lieenie Alzheimerovej choroby, pri€om
davka nimesulidu obsiahnutého vo farmaceutickej kompo-
zicii inhibuje smrt’ neurénov prinajmensom z 20 %.

11. PouZzitie nimesulidu na vyrobu farmaceutickej
kompozicie na lie¢enie epilepsic, priom davka nimesulidu
obsiahnuté¢ho vo farmaceutickej kompozicii inhibuje smrt’
neurdnov prinajmensom z 20 %.

12. Pouzitie nimesulidu na vyrobu farmaceutickej
kompozicie na lieGenie amyotrofickej laterdlnej sklerdzy,
pricom davka nimesulidu obsiahnutého vo farmaceutickej
kompozicii inhibuje smrt’ neurénov prinajmensom z 20 %.

13. Pouzitie nimesulidu podl'a niektorého z narokov 1
az 4 na vyrobu farmaceutickej kompozicie vhodnej na po-
davanie nimesulidu v davke 50 aZ 200 mg za dei.

32 vykresov
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