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ANOTACE

Tématem této prace je stanoveni kinetickych parametrti acetylcholinesterazy.
Teoreticka ¢ast je vénovana cholinesterazam. Zabyva se popisem jejich struktury,
funkce a souvislostmi acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy s Alzheimerovou
chorobou. Velka ¢ast teoretické Gasti je vénovana popisu metod stanoveni aktivity a
inhibice cholinesteraz. V experimentalni ¢asti se prace zabyva stanovenim hodnot 1Cs
danych inhibitord Ellmanovou metodou, pH-statovou metodou a pomoci
elektrochemickych senzori technikou square wave voltametrie. Dale stanovenim
kinetickych parametri neinhibované rekce zminénymi metodami a stanovenim
kinetickych parametri inhibované reakce a inhibi¢nich konstant vybranych inhibitora
Ellmanovou metodou. Experimentalni ¢ast je také vénovana stanoveni rozdélovacich

koeficientl testovanych inhibitorti v soustavé 1-oktanol:voda.

KLiCOVA SLOVA
acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza, Alzheimerova choroba, metody stanoveni,

Ellmanova metoda, pH-stat, elektrochemicky senzor

TITTLE
Determination of kinetic parameters of acetylcholinesterase
ANNOTATION

This thesis is focused on the determination of kinetic parameters of
acetylcholinesterase. In the theoretical part there are described cholinesterases, their
structure, function and acetylcholinesterase and butyrylcholinestrase relationships with
Alzheimer's disease. A large part of the theoretical part is devoted to the description of
methods of activity and inhibition cholinesterases determination. In the experimental
part there is described determination of 1Csy values of given inhibitors by Ellman’s
method, pH-stat method and electrochemical sensors using square wave voltammetry
technique. Furthermore, there is described determination of kinetic parameters of
uninhibited reaction by mentioned methods and there is described determination of
kinetic parameters of inhibited reaction and inhibitory constants of selected inhibitors
by the Ellman’s method too. The experimental part is also devoted to the determination

of the partition coefficients of the tested inhibitors in the 1-octanol:water system.

KEYWORDS
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, Alzheimer's disease, assay methods,

Ellman’s method, pH-stat, electrochemical sensor
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UVOD

Prvni zminky o existenci enzymu schopného hydrolyzy acetylcholinu (ACH) na
cholin (CH) a kyselinu octovou (HA) poprvé popsal Dale ve své praci v roce 1914. Tato
puvodni prace byla propracovana Loewim a Navratilem v roce 1926 a od té doby byla
existence acetylcholinesterazy (ACHE) potvrzena mnoha védci [1]. Nasledoval vyvoj
mnoha metod, které by urCovaly a popisovaly aktivitu a inhibici ACHE. Mezi prvni
metody se fadi vyuziti zmény pH v dusledku hydrolyzy ACH nékolika zpisoby.
Napiiklad Stedman vroce 1932 zavedl titracni techniku tpravou metody podle
Willstaettera. Dale Ammon vroce 1933 piedstavil Warburgovu manometrickou
metodu, kterd je zalozena na méfeni oxidu uhli¢ittho uvolnéného =z
hydrogenuhli¢itanového pufru HA. Nasledovalo predstaveni spektrofotometrické
metody zalozené na reakci zbyvajiciho substratu ACH s hydroxylaminem podle
Hestrina v roce 1949 [2]. V roce 1961 byla predstavena nepochybné nejpouzivané;jsi
fotometricka metoda, ktera si drzi svoji popularitu dodnes, tzv. Ellmanova metoda [3].
Pozadu vSak neziistavaly ani elektrochemické senzory. Jednim z hlavnich prikopnika
v oblasti senzort je George Gerry Guilbault, ktery v roce 1963 demonstroval biosenzor
s imobilizovanou ACHE pro stanoveni nervové paralytickych latek a pesticida [4].

V soucasnosti je zndma celd fada metod, kterymi se stanovuje aktivita a inhibice
cholinesteraz (CHES). Tato prace se piedev§im vénuje popisu stavajicich metod
stanoveni aktivity a inhibice ACHE. Velka pozornost je vénovana hlavné¢ Ellmanové
metod¢, pH-statové metodé¢ a elektrochemickym senzorim po teoretické i
experimentalni strance. Prace se také vénuje popisu struktury a funkce CHEs - jak
ACHE, tak butyrylcholinesterdzy (BCHE). Prace se také zmifiuje o souvislostech
ACHE a BCHE s Alzheimerovou chorobou (AD) a o moznostech 1é¢by a diagnostiky

zminéné choroby.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Cholinesterazy

CHEs jsou o/p serinové hydrolazy pfitomné u obratlovcti a hmyzu [5]. Jsou
znamé dva typy CHEs a to ACHE, ktera ma vysoké hladiny pfevazné v mozku,
v nervovych bunkach a v ¢ervenych krvinkach, a BCHE, ktera se nejvice nachazi
Vv krevnim séru, v slinivce bfi$ni, v jatrech a v centralnim nervovém systému [6]. Hlavni
enzymatickou funkci ACHE je hydrolyza ACH, kde u nervovych synapsi pterusi pienos
nervovych impulzi hydrolyzou tohoto neurotransmiteru. Piibuzny enzym BCHE, také
nazyvana jako pseudocholinesterdza ¢i nespecifickd cholinesterdza, nema zadnou
znamou fyziologickou funkci, avSak je prokazan jeji toxikologicky vyznam. BCHE
pusobi jako tzv. zachranny enzym vazajici toxické latky, které by mohly inhibovat
ACHE. BCHE se od ACHE Lisi v  kinetické  odpovédi na
koncentraci ACH. BCHE je méné ucinnd v hydrolyze ACH pii jeho nizkych
koncentracich, ale vysoce ucinna pii vysokych koncentracich tohoto substratu, pii
kterych je ACHE inhibovana. BCHE by se mohla tedy uplatiiovat pii hydrolyze
neurotransmiteru ACH a slouzit tak jako tzv. zalozni enzym [7].

CHEs mohou byt inhibovany rtiznorodymi chemickymi slou¢eninami S riznymi
fyzikaln¢-chemickymi vlastnostmi, jako jsou napf. organofosfatové a karbamatové
pesticidy, nervové paralytické latky, pfirodni toxiny a léky. Inhibice CHES ma tedy
toxikologické a farmakologické uplatnéni. Stanoveni aktivity a inhibice CHEs se
uplatituje ve velmi Sirokém spektru oblasti zahrnujici farmaceuticky pramysl,
zdravotnictvi, potravinaisky pramysl, zeméd¢€lstvi, zivotni prostiedi a vojenstvi [8].
CHEs jsou také spojovany s lidskou paméti a AD [9, 10].

1.1.1 Acetylcholinesteraza
1.1.1.1 Struktura
Krystalova struktura ACHE byla poprvé vizualizovana u parejnoka Torpedo

californica [5]. Monomer enzymu se sklada z dvanacti B skladanych listd, které jsou
obklopeny ¢trnacti o helixy [11]. Struktura ACHE je zobrazena na obr. 1.
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Obrazek 1 Struktura ACHE [12]

Katalyticka jednotka enzymu se sklada z periferniho aniontového mista, z
prohlubné aktivniho mista a z katalytického aktivniho mista. Periferni aniontové misto
slouzi jako selektivni brana pro ACH. Vazbou substratu na periferni aniontové misto
zacina pocatecni krok v katalytické draze. Charakteristickou vlastnosti struktury ACHE
je hluboka a uzka prohlubeii tzv. prohlubefi aktivniho mista, asi 20 A dlouhd, kongici
uprostied molekuly enzymu. Tato prohluben je lemovana 14 aromatickymi kruhy
aminokyselin ptevazné Phe, Trp, a Tyr. Pfitomnost aromatickych hydrofobnich zbytku
pomaha k zavedeni ACH do katalytického aktivniho mista. Katalytické aktivni misto se
sklada ze dvou hlavnich podjednotek a to z esterového a aniontového. V ramci esterové
podjednotky je umisténo vazebné misto pro acyl tzv. acylova kapsa a je zde umisténa
také oxyaniontova jamka. Acylova kapsa je mistem, kde je acylova skupina ACH
zachycena béhem katalyzy. Oxyaniontova jamka by mohla byt tvofena amidovymi
dusiky hlavniho fetézce Gly a Ala, které tak interaguji s karbonylovym kyslikem ACH.
Aniontova podjednotka slouzi k interakci s kladné nabitou kvartérni skupinou CH.
Kvarterni dusik pravdépodobné interaguje pirednostné s m elektrony aromatickych
kruhti. Esterova podjednotka ACHE parejnoka Torpedo californica, kde je ACH
hydrolyzovan na acetat a CH, obsahuje triadu tfi aminokyselin a to Ser 200, His 440 a
Glu 327 [11]. Katalyticka jednotka lidské ACHE je zobrazena na obr. 2.
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Obrazek 2 Aktivni misto lidské ACHE véetné zndzornéni katalytické triady Ser 203, His 447,
Glu 334 [13]

Hydrolytickou reakci esteru dochazi k tvorbé acyl-enzymu a volného CH. Poté
acyl-enzym podléha nukleofilnimu ataku molekuly vody a za pomoci aminokyseliny
His 440 se uvolni kyselina octova a dojde k regeneraci enzymu [11].

Enzym ACHE existuje ve vice molekuldrnich formach, které maji podobné
katalytické vlastnosti. Bohaty rlst molekuldrniho polymorfismu ACHE je déan
alternativnim sestiithem, transkripénimi, post-transkripnimi a post-translacnimi
modifikacemi. To znamend, Ze lidskd ACHE existuje ve viceCetnych molekularnich
formach, a to jako G1 (monomer o velikosti 69 kDa), G2 (dimer o velikosti 131 kDa,
kde dva monomery jsou spojené disulfidickou vazbou Cys-Cys) a G4 (tetramer o
velikosti 275 kDa, kde dva G2 dimery jsou spojené hydrofobnimi interakcemi). V
mozku savce se ACHE vyskytuje vétsinou jako tetramerni forma G4, zatimco

monomerni G1 forma je zastoupena mnohem méné [8].

1.1.1.2 Funkce

Hlavni biologickou funkci ACHE je wukonceni nervového pfenosu na
cholinergnich receptorech rychlou hydrolyzu neurotransmiteru ACH. ACHE ma
obrovsky dipolovy moment, kterym pfitahuje pozitivné nabity ACH. Neurotransmiter je
zachycen do prohlubné enzymu a je rychle vtahovan do aktivniho mista ACHE [11].
Katalytick4 reakce ACHE probiha nejprve nukleofilnim atakem na karbonylovy uhlik
ACH, poté nasleduje acylace enzymu a vznik volného CH. Nakonec dojde k rychlé
hydrolyze acylovaného enzymu, uvolnéni HA a k obnoveni aktivniho mista [14].

Funkce ACHE u nervové synapse je znazornéna na obr. 3.
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Obrazek 3 Funkce ACHE u nervové synapse [15]
ACHE je také zapojena do mnoha bunécnych procesti véetné embryogeneze,
synaptogeneze, neuritogeneze, hematopoézy, trombopoézy, adheze bunék a apoptozy.

ACHE je také spojovana s tvorbou amyloidnich plakd u AD [9].

1.1.1.3 Syntéza acetylcholinu

ACH, neurotransmiter autonomniho nervového systému sympatiku a
parasympatiku, centralniho nervového systému a nervosvalové ploténky, je
syntetizovan jednostupiiovou reakci katalyzovanou biosyntetickym enzymem
cholin-acetyltransferazou (CHAT). Vétsina ACH je obsazena ve vezikulach v
nervovych zakoncenich a malé mnozstvi volného ACH je obsazeno v cytosolu. B¢hem
nervového pienosu je ACH uvolnén z presynaptické membrany axonu do synaptické
Stérbiny a vaze se na ACH receptory nikotinové ¢i muskarinové postsynaptické
membrany dendritu. ACHE, nachézejici se také na postsynaptické membran¢, ukonci
nervovy prenos hydrolyzou ACH. Volny cholin, ktery pochéazi z hydrolyzovaného
neurotransmiteru, je opét prijat presynaptickym neuronem, aby mohl byt ACH
resyntetizovan z CH a acetyl-CoA za katalyzy CHAT [14].

1.1.2 Butyrylcholinesteraza
1.1.2.1 Struktura

Struktura BCHE je velmi podobna struktufe ACHE. Mezi témito dvéma enzymy
je 53,8% podobnost v jejich sekvenci. BCHE patii, tak jako ACHE, do skupiny o/p
serinovych hydrolaz. Katalytickd jednotka enzymu se sklada z periferniho aniontového
mista nachazejiciho se na povrchu enzymu, z Uzké prohlubné, kterd je lemovana

aromatickymi zbytky aminokyselin, a z aktivniho mista na dné prohlubné enzymu.
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Aminokyseliny Asp 70 a Tyr 332 lidské BCHE se podileji na tvorbé pocatecni vazby
nabitého substratu, jako je butyrylcholin (BCH), a umoznuji mu vstoupit do aktivniho
mista. Prohlubenl tvofend aromatickymi zbytky aminokyselin pfedstavuje hlavni rozdil
mezi ACHE a BCHE. Zatimco prohlubeit ACHE je tvofena 14 aromatickymi zbytky
aminokyselin, prohlubeit BCHE je tvofena pouze 8 aromatickymi zbytky. Tento pocetni
rozdil aminokyselin je divodem pro rGznou Substratovou specifitu enzymti. BCHE
muze katalyzovat hydrolyzu velkého mnozstvi estert, zatimco ACHE je velmi
specifickd pro ACH. Aktivni misto lidské BCHE obsahuje katalytickou triddu Ser 198,
Glu 325 a His 438, ktera urcuje katalytickou aktivitu enzymu. Nejvice se BCHE
vyskytuje jako tetramer. Celkova hmotnost jedné podjednotky je pfiblizné 85 kDa [16].

1.1.2.2 Funkce

Fyziologicka funkce BCHE ziistava nejasna, nebot’ doposud nebyl popsan zadny
endogenni ptirodni substrat pro tento enzym, ktery je pojmenovan podle umélého
substratu BCH [8]. AvSak BCHE ma roli pii detoxikaci jedt, které mohou byt
konzumovany nebo inhalovany. Napiiklad organofosfatové pesticidy, nervove
paralytické latky a neurotoxické latky zvané anatoxiny jsou vychytany a zniceny
BCHE, proto se tento enzym vyuzivd jako potencidlni terapeutikum pfi otravé
napf. organofosfatovymi pesticidy a slouzi také jako biomarker pfi expozici nervoveé
paralytickymi latkami a organofosfatovymi pesticidy [17]. Dale BCHE hydrolyzuje
fyzostigmin a kokain na neaktivni produkty. Také aspirin je hydrolyzovan BCHE na
kyselinu salicylovou a heroin je ptisobenim BCHE konvertovan na morfin [18]. BCHE
se dale uplatiuje v krizovych situacich jako zalozni enzym pti hydrolyze ACH, pokud
je ACHE inhibovana. Za normélnich podminek BCHE nepfispiva k hydrolyze ACH
[16].

BCHE je enzym spojeny s mnoha patologiemi. Jeho sérova hladina klesd v mnoha
klinickych stavech, jako jsou akutni a chronické poskozeni jater, zanét, zranéni, infekce
a podvyziva. Stanoveni enzymu muze byt tedy vhodné pro jednoduché prokdzani
patologickych stavii. BCHE se také uplatituje pii katabolismu tukl a je spojovana se

vznikem amyloidnich plaki a neurofibrilarnich klubek u AD [19, 10].

1.1.3 Role ACHE a BCHE u Alzheimerovy choroby
Zajimavym piipadem je vztah CHEs u AD. Pfitomnost ACHE a BCHE

VvV B amyloidnich placich a v neurofibrilarnich klubkach se stala hadankou. Doposud

nebyla vysvétlena pii¢ina hromadéni obou enzymi v téchto utvarech, avSak je
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prokézano, ze ptitomnost jak ACHE, tak BCHE zvysuje tvorbu B amyloidnich plakl a
neurofibrilarnich klubek u této choroby [20].

AD, popsana Aloisem Alzheimerem vroce 1907, je neurodegenerativni
onemocnéni charakterizované progresivni ztratou kognitivnich funkci. Postihuje vice
nez 20 miliond lidi po celém svéte. Jeho prevalence se zvySuje s vékem - z 10 % u 0sob
kolem 65 let na téméf 50 % u osob kolem 85 let [21]. Patologie AD zahrnuje
extracelularni senilni plaky tvofené predev§im [ amyloidem a intraceluldrni
neurofibrilarni klubka sestavajicich z abnorméaln¢ hyperfosforylovaného tau proteinu
[22]. Podle cholinergni hypotézy =za iniciaci a progresi AD mulze poskozeni
cholinergniho systému zejména v oblastech mozkové kiry neokortexu a hippokampu,
které se zabyvaji uCenim, paméti, chovanim a emociondlnimi reakcemi [23]. Podle
amyloidni hypotézy za iniciaci a progresi AD miiZze ukladani f amyloidnich plakid a
neurofibrilarnich klubek v mozku, jejichz tvorba se zvySuje ptritomnosti ACHE a
BCHE. Avsak etiologie AD je stale neznama [24].

Nekteré studie ukazaly, Ze existuji zmény v relativnich pomérech izoforem
ACHE v mozku pacienta s AD. U vysetfovanych pacientti post-mortem byla zjisténa
ztrata tetramerni globularni izoformy G4 v kortikalnich a subkortikalnich oblastech
mozku. Tato izoforma piedstavuje piiblizné¢ 80 % celkového zastoupeni ACHE v
mozku. Bylo také prokazano, ze ACHE u pacientii s AD je abnormalné glykosylovana.
Skute¢nost, ze pritomnost ACHE zvySuje tvorbu [ amyloidnich plakd a
neurofibrilarnich klubek je potvrzena experimentem, ve kterém se nechala inkubovat
smés obsahujici B amyloidni peptid bez ACHE a s ACHE. U smési, ktera obsahovala
ACHE, doslo k tfikrat vétsi tvorb¢ B amyloidnich plakd neZ u smési bez ACHE. Také
byl pozorovan vliv inhibitorti v riznych ¢astech katalytické jednotky ACHE. Ukazalo
se, ze v pritomnosti inhibitoru aktivniho mista edrofonia dojde k urychleni tvorby
B amyloidnich plaki, ale v pfitomnosti inhibitoru periferniho aniontového mista
propidia dojde ke zpomaleni tvorby. Z tohoto diivodu se piedpoklada vznik tvorby
plaku zptisobeny interakci B amyloidu s perifernim aniontovym mistem ACHE a také
to, ze inhibitory periferniho aniontového mista mohou zpomalit vznik B amyloidnich
plaku [25].

Studie prokazaly také zvySené koncentrace BCHE, hlavné G1 formy, zatimco
koncentrace ACHE poklesne az o 85 % v postizenych oblastech mozku. Pomér
BCHE/ACHE se dramaticky méni v kortikalnich oblastech od 0,2 az do 11. ZvySena
hladina BCHE ma za nésledek tvorbu B amyloidnich plakd a neurofibrilarnich klubek,
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nebot’ bylo prokézano, ze inhibici BCHE poklesne vznik  amyloidli v mozku mysi,

které nadmérn¢ tvofily tento peptid [26].

1.1.3.1 Lécba Alzheimerovy choroby

Inhibice obou enzymi byla pfijata jako pozoruhodna alternativni 1écba proti AD
[27]. Fyzostigmin byl prvni inhibitor CHEs, ktery byl uvazovan pro 1écbu AD. Jedna se
o rostlinny alkaloid, ktery pochazi ze semen Physostigma venenosum. Piestoze je
schopen projit hematoencefalickou bariérou, ma kratky poloCas rozpadu a nizky
terapeuticky index. Ma také mnoho vedlejSich ucinkti jako je nevolnost, zvraceni,
bolesti hlavy, prijem a zavrat. Proto tento 1ék nebyl schvalen pro 1é¢bu AD [28].

V roce 1986 byl vytvoten 1ék takrin, ktery byl schvalen v roce 1993 [29]. Je to
silny inhibitor jak ACHE, tak BCHE, ktery patii do tfidy akridini. Rozsdhl¢ uZzivani
takrinu vSak bylo omezeno, nebot’ byl Spatné tolerovan. Zpusoboval fadu nezadoucich
ucinkd jako je nevolnost, zvraceni, zavrat, prijem. Dale zptisoboval zachvaty a poruchy
védomi synkopy. Také rezim davkovani byl naro¢ny. Takrin se podaval ¢tyfikrat denné
kvili kratkému poloCasu rozpadu. Navic pacienti museli byt sledovani, nebot’ tento 1€k
zpusoboval hepatotoxicitu, ktera mohla byt zptisobena afinitou k BCHE. Nakonec byla
1é¢ba takrinem zrusena [28]. Ale derivat hepatotoxického takrinu, 7 - methoxytakrin, je
Siroce studovan jako vhodnéd ndhrada za takrin. Jednd se o silny inhibitor aniontové
podjednotky aktivniho mista ACHE. In vitro a in vivo testy ukazaly jak jeho mensi
toxické ucinky, tak silngjsi inaktivaci ACHE v porovnani s takrinem [30].

V roce 1996 byl schvalen 1¢k donepezil [29]. Donepezil je selektivni reverzibilni
ACHE inhibitor, ktery se vaze na periferni aniontové misto. Patii do tfidy piperidint.
Nemd pouze symptomatické U¢inky v lécbé AD, ale také pozastavuje ukladani
amyloidového plaku. Lék je vyrabén farmaceutickymi spole¢nostmi Eisai a Pfizer pod
obchodnim nazvem Aricept. Ackoli se uziva jako symptomaticka Iécba mirného stadia
AD, nékteré klinické studie uvadéji, ze donepezil zlepSuje kognitivni funkce u pacientli
s tézkymi AD ptiznaky. Je k dispozici jako tableta a peroralni roztok s biologickou
dostupnosti 100 %, ktery snadno piestoupi hematoencefalickou bariérou. Jeho polocas
rozpadu je asi 70 hodin a miize byt uzivan jednou denné. Lék je dostupny v davkach 5 a
10 mg. Lécba se obvykle zahajuje v davce 5 mg denné a zvySuje se po nékolika tydnech
na 10 mg denné. Maximalni denni davka je 23 mg/den. U pacientti uzivajicich vyssi
davku se ukdzalo mirné zlepSeni kognitivnich funkci. Na druhou stranu vyssi davka

léku vyvolala zvyseny vyskyt cholinergnich vedlejSich u¢inki.  Mezi obvyklé
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nezadouci uUcinky donepezilu patii gastrointestindlni nevolnosti, priijem, anorexie,
bolest bficha a bradykardie [14].

Dale vroce 2000 byl schvalen dualni inhibitor rivastigmin [29]. Rivastigmin
prodavany pod obchodnim nazvem Exelon je silny, pomalu reverzibilni karbamatovy
inhibitor, ktery blokuje aktivitu CHES prostfednictvim vazby na esterovou podjednotku
aktivniho mista. Rivastigmin inhibuje ACHE i BCHE a je pouzivan v 1é€bé mirného az
sttedn¢ zavazného stadia AD v 60 zemich vcetné vSech Clenskych statii Evropské unie a
USA. LéCivo je podavano peroraln¢ jako kapsle nebo jako kapalnych roztok
s biologickou dostupnosti asi 40 % v davce 3 mg. Lécba se zahajuje davkou 1,5 mg
dvakrat denné a postupné se zvySuje po dobu nckolika tydnii na 6 mg dvakrat denné.
Davka se zvysuje o 3 mg denné kazdé 2 az 4 tydny. Casna lé¢ba AD rivastigminem
maximalizuje pfiznivé u¢inky na kognitivni funkce a aktivity kazdodenniho Zivota s
dennimi davkami od 6 do 12 mg. Mezi nepiiznivé vedlejsi cholinergni ucinky léciva
patii nevolnost, zvraceni, priijem, anorexie, bolest hlavy, poruchy védomi, bolest bticha
a zavrat. Vedlejsi ucCinky mohou byt snizeny pouzitim transdermalni naplasti
rivastigminu. Cilova davka 9,5 mg denn¢ podéana Vv naplasti poskytuje podobné klinické
ucinky, jako je lep$i pamét a mysleni, zlepSeni aktivit kazdodenniho zivota a
soustiedéni [14].

V roce 2001 byl schvalen 1ék galantamin [29]. Galantamin, prodavany pod
obchodnim nazvem Razadyne ¢i Nivalin, je alkaloid izolovany z rostliny Galanthus
woronowii, ktery se pouziva k 1é€bé mirného az stiedniho stadia AD. Jedna se o
selektivni, kompetitivni, rychle reverzibilni ACHE inhibitor, ktery interaguje jak
s aniontovou podjednotkou aktivniho mista, tak s aromatickou prohlubni aktivniho
mista. Kromé toho je 1€k alosterickym ligandem pro nikotinové cholinergni receptory.
Kognitivni poruchy u AD souvisi se ztratou nikotinovych receptorti, zda se tedy, Ze
tento uCinek je prospésny, nebot vazbou galantaminu na nikotinové receptory
v pfitomnosti ACH se pocet nikotinovych receptori zvySuje. Galantamin se na
nikotinové receptory vaze v odlisSném misté, nez se vaze ACH a nez se vazi nikotinovy
agonisté. Absorpce galantaminu je rychla s biologickou dostupnosti mezi 80 a 100 %.
Jeho polocas rozpadu je 7 hodin. Lécba je obvykle zahajena davkou 4 mg dvakrat denné
a lze ji postupné zvySovat az na 12 mg dvakrat denné. Vedlejsi ucinky 1éku jsou
podobné jako u jinych ACHE inhibitort. Jedna se pfedevSim o gastrointestinalni
nevolnost [14]. Zakladni CHEs inhibitory vyuzivané v 1é¢bé AD (vCetné z terapie

vyfazeného takrinu) jsou zobrazeny na obr. 4.
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Obrazek 4 Zakladni CHESs inhibitory pouzivané v terapii AD [14]

Dalsimi inhibitory ACHE jsou pfirodni alkaloidy huperzin A a huperzin B, které
pochazeji z ¢inské plavuné Huperzia serrata [28]. Huperzin A se vaze na periferni
aniontové misto. V porovnani S ostatnimi pouzivanymi ACHE inhibitory, huperzin A
Iépe piestupuje pies hematoencefalickou bariéru, ma vyssi biologickou dostupnost a
déle inhibuje ACHE. Klinické studie odhalily zlepSeni kognitivnich funkci a zlepSeni
funk¢nich poruch u pacientit s AD. Pfirodni huperzin B je mén¢ G¢inny nez huperzin A
[28].

Zajimavou latkou, ktera se pouziva k 1é¢bé AD je memantin. Memantin je
nekompetitivni antagonista N-methyl-D-aspartatovych receptort. Piedpoklada se, ze
memantin chrdni neurony pred nadmérnou aktivitou glutamatu, kterd vede
K excitotoxicité. Jiné vlastnosti memantinu, které muizou byt také relevantni v AD
terapii, jsou jeho schopnosti snizovat hyperfosforylovany tau protein. Klinické studie
ukazuji, ze 1é€ba memantinem zlepSuje kognitivni, neuropsychiatrické a behavioralni
symptomy u pacienti s AD. Je klinicky vyznamny u stfedni az tézké faze AD a pouziva
se okrajové v mirném stddiu AD. Lék je klinicky pouzivan jako podpiirnd lécba k
inhibitortim CHES v pozd¢jsich stadiich demence. Kombinovana 1écba memantinem a
donepezilem u pacientd se stiednim az s tézkym stadiem AD vyznamné zlepSuje
kognitivni funkce, aktivity kazdodenni Cinnosti a chovani. Stejné tak jako inhibitory

CHEs, memantin nedokaze zastavit progresi AD [31].
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Stale se pracuje na modifikacich a kombinacich zndmych inhibitord, které by se
vazaly jak na periferni misto, tak na katalytické misto enzymu, a mohly se stat
potencialnimi kandidaty v 1écbé AD. Nicméné nevyhoda CHEs inhibitorti v 1€¢bé AD je
takova, ze pouze zmirnuji a zpomaluji pruibéh AD. Dalsi nevyhodou také je, ze CHEs
inhibitory nedokazi zmirnovat pribéh AD dlouhodobé. I pfes tyto skutecnosti,
reverzibilni CHEs inhibitory zistavaji zakladem farmakoterapie v 1é€bé AD [14]. Mezi
dalsi postupy se fadi napt. 1é€ba namifena proti B amyloidnim plakiim a tau proteinim
[31]. Za atraktivni terapeutickou moznost se také povazuji agonisté M1 muskarinovych

receptoru [32].

1.1.3.2 Diagnostika Alzheimerovy choroby

Diagnoza AD jako nej€astéjsi pti¢iny demence, je u pacientll stanovena zejména
vylou€enim jinych etiologii demence. Zac¢ina se rodinnou anamnézou pacienta. Poté je
pacient testovan z kognitivnich funkci, z behavioralnich funkci a z aktivit kazdodenniho
zivota. V bézné neurologické praxi se pouziva test dusevniho stavu Mini-Mental State
Examination a test hodin pro zjisténi kognitivnich funkci. Test duSevniho stavu
Mini-Mental State Examination se zaméfuje na kognitivni funkce, které jsou
zprostfedkovany ve velké mife fecovymi funkcemi. U testu hodin se da pacientovi
piikaz nakreslit cifernik hodin se vSemi ¢isly a s ru¢i¢kami, aby naznaCovaly konkrétni
cas. Dale se provede vySetfeni pomoci pocitacové tomografie a magnetickou rezonanci.
Avsak pfi tomto vySetfeni mozku pacienta podezielého na AD nebyly nalezeny
jednoznacné specifické patologické obrazy typické pro AD. Nicméné castd byva
kortikalni a subkortikalni atrofie mozku. Na magnetické rezonanci mizeme sledovat
objemy hipokampii a temporéalnich rohii postrannich komor, kde je obvykle zjiSténa
atrofie nejvétStho rozsahu. Pfi vySetfeni pozitronovou emisni tomografii se
zaznamenava snizeni metabolizmu v Sedé hmot¢ S temporo-parietalni prevahou. Tyto
nalezy jsou ale nespecifické, i kdyz byly provadény studie ve snaze stanovit specifické
oblasti mozku, kde by sniZzeni metabolizmu bylo signifikantni pro AD. V posledni dobé
je studovana moznost vySetieni p amyloidu a tau proteinu v likvoru. Specificky profil
vV mozkomi$nim moku je snizeny B amyloid, zvySeny tau protein a zvySeny
hyperfosforylovany tau protein. Avsak dosud nebyla tato metoda pfijata jako rutinni
vySetieni, nebot’ je pro pacienta naro¢na a vysledky maji sva tskali a jsou dosud
pfedmétem vyzkumu [33]. K diagnostice AD by také mohly pomoci cholinergni

markery a to snizena koncentrace ACH, snizena koncentrace CHAT, snizena
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koncentrace ACHE a zvysena koncentrace BCHE v mozku pacienta. AD se muze
diagnostikovat pouze s uréitou pravdépodobnosti [26, 27, 34]. Jistou diagnézu AD

ziskame pouze post-mortem a biopsii mozku [33].

1.2 Metody stanoveni aktivity a inhibice cholinesteraz

Pro stanoveni aktivity a inhibice CHESs byla navrzena fada metod [35]. Stanoveni
aktivity CHEs je obvykle zalozeno na kvantifikaci produktu nebo nezreagovaného
substratu béhem reakce [36]. Krom¢ piirodniho substratu ACH, se pro stanoveni
aktivity nebo inhibice CHES pouzivaji také umélé substraty vcetné estert thiocholinu, a
to acetylthiocholin (ATCH) ¢i butyrylthiocholin (BTCH). Mnohé substraty, jako jsou
napf. propionylthiocholin, acetyl-pB-methylthiocholin, o-nitrofenylacetat,
indofenylacetat, p-aminofenylacetat a a-naftylacetat, byly prozkoumany za ucelem
zjisténi nejlepsiho substratu pro stanoveni aktivity nebo inhibice CHES danou metodu.
Pro stanoveni aktivity ¢i inhibice CHES se nesmi opomenout Cistota enzymu, nebot’
Vv ptipad¢ pouziti nepurifikovaného enzymu by mohlo dojit k zavadéjicim vysledkim.
Také je nutno mit na paméti, ze CHEs jsou ze své podstaty nestabilni, nebot’ jsou
izolovany od svého puvodniho biologického prostiedi. Teplota a pH patii mezi
parametry, které dale ovliviiyji stabilitu enzymu. CHES izolované z octomilky obecné
(Drosophila Melanogaster) a z pathoie elektrického (Electrophorus electricus) jsou

nejvice pouzivanymi komerénimi enzymy pro stanoveni aktivity a inhibice CHES [35].

1.2.1 Piehled analytickych metod

Mezi nejran¢j§i metody pro stanoveni aktivity nebo inhibice CHES se fadi
manometricka stanoveni. Warburgova manometricka metoda je zaloZzena na méteni
oxidu uhli¢itého uvolnéného z hydrogenuhli¢itanového pufru. Pufr se rozklada HA,
ktera se uvolni hydrolyzou ACH. Warburgova metoda je schopna urcit relativné malou
CHE aktivitu ve vSech tkanich, avSak uskali této metody predstavuje omezeni volby
pufru a to na hydrogenuhli¢itanovy [37].

Dalsi metody pro stanoveni aktivity a inhibice CHEs jsou potenciometrické
metody, kde se méfi zména hodnoty pH respektive potencialu enzymatické hydrolyzy
substratu ACH [38]. Ze zminénych potenciometrickych metod vychazi automaticka
titratni metoda pH-stat, kde se méfi mnozstvi pridavku alkalického roztoku
poticbného k neutralizaci HA uvolnéné enzymatickou reakci ACH v ¢ase. Rychlost
piidavku alkalického roztoku potiebného k udrzeni konstantniho pH je tedy umérna

aktivité nebo inhibici CHEs. [39].
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Dalsi metody pro stanoveni aktivity nebo inhibice CHEs jsou
spektrofotometrické metody, kde se v UV-VIS oblasti méfi zména absorbance
nejcastéji Ellmanovou metodou [3]. Dale do spektrofotometrickych metod patii
fluorimetrickd metoda, kde se méfi sekundarni zafeni fluorescence. Princip stanoveni
CHE aktivity nebo inhibice zaloZzeny na tvorbé fluorescenéniho produktu je v
soucasnosti Siroce vyuzivan. Fluorimetrickd metoda je ve vétSiné ptipadi az 100
nasobné citlivéjsi nez odpovidajici kolorimetrické metody. V idealnim piipade je
substrat nefluorescencni. Mezi nefluorescencni substraty patii napi. indoxylacetat,
resorufinové estery nebo naftylestery a poskytuji vysoce fluorescencni produkty. Pokud
jsou substrat a produkt fluorescen¢ni slouceniny, tak by nemélo dochazet k interferenci
jejich spekter. Mezi fluorescencni substraty patii napt. 7-acetoxy-l-methylchinolinium.
vyhodami fluorimetrického stanoveni. Proto se také fluorimetrické metody vyuzivaji
pro objevovani a identifikaci novych inhibitord [36]. Nefluorescencni substrat
indoxylacetat je tedy enzymaticky hydrolyzovan CHE za pfitomnosti kysliku na
fluorescencni indigo, které je kvantifikovano fluorimetricky pii excita¢ni vinové délce
395 nm a pfi emisni vinové délce 470 nm pfi pH 6,5. Indigo mtize byt kvantifikovano
také spektrometricky pii vinové délce 420-450 nm [40]. Zajimavé je také vyuziti
polovodicovych nanocastic tzv. kvantovych tecek, které maji jedinecné fluorescencni
vlastnosti. ACHE hydrolyzuje ACH na CH, zatimco cholinoxidaza (CHO) oxiduje
vznikly CH na betain. Pfi této reakci vznika také peroxid vodiku, ktery zhasi
fluorescenci kvantovych tecek. ZvySenim koncentrace inhibitoru se sniZzuje obsah
enzymem generované¢ho peroxidu vodiku, a to ma za nésledek pokles zhéaseni
kvantovych te¢ek. Kvantové teCky se vyuZzivaji Ve spojeni s biosenzory [41].

Do spektrofotometrickych metod patii také chemiluminiscenéni metoda, kde se
meéfi zafeni, které vznikne chemickou reakci [40, 42]. Jedna z chemiluminiscencnich
metod pouziva prirozeny substrat ACH. Tento pfirozeny substrat je hydrolyzovan
ACHE na CH, ktery je oxidovan. Pti této reakci vznikéa peroxid vodiku, ktery oxiduje
luminol =za katalyzy kienové peroxidazy za vzniku chemiluminiscenéniho
3-aminoftalatu [42]. Mezi spektrofotometrické metody se také fadi difraktometricka
metoda. Walker a Asher vyvinuli polymerizované krystalické koloidni pole, které je
schopno snimat koncentraci organofosfatd. Periodické pole koloidnich ¢astic s ACHE je
zakotveno v hydrogelové siti, kterd difraktuje viditelné svétlo. Navazani organofosfatu

napt. parathionu na ACHE zplsobi zvétSeni hydrogelové sité. Zména objemu
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hydrogelové sit¢ ma za nasledek posun vinové délky difrakéniho svétla. Velikost
posunu je umérna koncentraci parathionu [43]. Mezi spektrofotometrické metody také
patfi hmotnostni spektrometrie. Tyto metody se primarn€ pouzivaji pro identifikaci
inhibitorit ACHE v pfirodnich extraktech pomoci spojeni vysokoucinné kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Inhibice ACHE ve vzorku je sledovana
pomoci post-kolonového biochemického testu, ktery je zaloZzen na postupném Smichéni
ACHE, ACH a ¢inidla s chromatografickym eluatem. Inhibice ACHE se také detekuje
meéfenim poklesu tvorby produkti pomoci hmotnostni spektrometrie. Jedna se tedy o
stanoveni inhibice ACHE vice detektory simultanné [44].

Rostouci obavy vefejnosti z kontaminace pesticidy v potravinach a v Zivotnim
prostiedi zvysily poptavku po SirSim a pfisn€jSim monitorovani pesticidi. Nicméné
bézné laboratorni metody jako jsou plynové nebo kapalinové chromatografie, jsou ¢asto
Casove a pracovné narocné a drahé. Jsou také nevhodné pro analyzu velkych objemi
vzorkil. Proto byly vynalezeny kolorimetrické papirky nebo prouzky pro detekci
pesticidi v terénu pouhym okem [35]. Navrhované testy zahrnuji inkubaci prouzku
potazeného ACHE v roztoku pesticidi a naslednou inkubaci prouzku v roztoku
chromogenniho substratu. Nitroceluldzovda membrana Hybond N* se pouziva pro
imobilizaci enzymu a jako chromogenni substrat se pouziva indoxylacetat. Mezi
aktualné¢ dostupné komercni produkty patii prouzky OP Sticks Sensor a prouzky
Eclox-Pesticide Strips [45].

Metoda, ktera souvisi s uréenim aktivity CHES, je histochemicka lokalizace
ACHE. Thiocholin-hexakyanozelizitanova metoda je Siroce pouzivana pro lokalizaci
ACHE ve tkani. Jako substrat se pouziva acetylthiocholin jodid (ATCHI). Thiocholin
redukuje hexakyanozelezitan na hexakyanozeleznatan, ktery reaguje s médnatymi ionty
za vzniku Hatchettovy hnédi. Tato metoda ma tu vyhodu, Ze ptimo produkuje zrnitou,
snadno viditelnou srazeninu [46].

Analyzy na bazi tenkovrstvé chromatografie se pouzivaji pro rychly screening
moznych CHESs inhibitori z rostlinnych extraktd. Nejprve je desticka eluovana
acetonem nebo izopropanolem a potom je dikladné vysuSena. Po migraci vzorku ve
vhodném rozpoustédle se desticka vysusi za Uplného odstranéni rozpoustédla. Desticka
je poté nasprejovana enzymatickym roztokem a dikladné vysuSena. Nasledné je
smichan roztok naftylacetaitu s Fast Blue B solnym roztokem. Nakonec se tato smés
nasprejuje na desticku, aby se vytvotilo fialové zbarveni po piedchozi hydrolyze

naftylacetdtu ACHE na oa-naftol, ktery reaguje s Fast Blue B solnym roztokem za
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vzniku diazoniového barviva po 1-2 minutaich. V pfitomnosti inhibitord jsou
pozorovany bilé skvrny na barevném pozadi desticky [47].

Radioizotopové stanoveni aktivity nebo inhibice CHES je zalozeno na hodnoceni
H nebo **C znaGeného ACH pomoci pocitacich technik jako je scintilaéni technika
[48]. Tyto metody jsou si velmi podobné, nebot’ se obvykle 1isi pouze pii kvantifikaci
oznac¢en¢ho nehydrolyzovaného ACH nebo v kvantifikaci oznacené¢ho uvolnéného
acetatu. Pfestoze je radiometricka metoda obvykle metoda end-point, ktera neni vhodna
pro kinetické studie, tak radiometrické stanoveni je nejcitlivéj$i metoda pro méfeni
enzymové aktivity. Na druhou stranu vysoké naklady na radioaktivné znaceny substrat a
komplikace souvisejici s manipulaci s radioaktivnim materidlem piedstavuji nevyhody
této metody. Je také nutnd separace substratu od produktu napiiklad extrakci
organickym rozpoustédlem nebo vysrazenim [36]. Nové radioizotopové metody pro
stanoveni inhibice CHEs byly zavedeny s pouzitim radioaktivn¢ znac¢enych substrat
N-[**C]-methylpiperidin-4-yl-acetatu a (R)-N-[**C]-methylpiperidin-3yl butyratu pro
ACHE a BCHE. Tato metoda ucinn¢ sleduje inhibi¢ni vlastnosti inhibitort CHEs
zejména u terapeutik, pesticidii a chemickych bojovych latek [49].

Vsechny soucasné analytické techniky pro stanoveni aktivity a inhibice CHES
méfi néjakou sekundarni reakcei, jako je pH nebo zména barvy, kde samotna enzymova
reakce neni métena. Bylo vSak vyvinuto kalorimetrické stanoveni, kde se méii teplo
samotné enzymatické reakce. O'Farrell a spol. méfili aktivitu CHEs v lidském séru
pomoci kalorimetrického stanoveni. Odezva kalorimetru, pokud je sérum smichano s
ACH, odpovida sérové CHE aktivité [50].

Aktivita a inhibice CHEs se méii také biosenzorem. Biosenzor je obecné
definovan jako analytické =zafizeni, které se sklada zbiologické slozky a
z fyzikalné-chemického prevodniku. Princip biosenzoru je zalozen na interakci mezi
molekulou analytu a biologickou slozkou, ktera zptsobi vznik signalu. Tento signal je
zpracovan pievodnikem a detekovan detektorem. V tomto pfipadé je biologicka slozka
enzym CHE, kterd je na povrch senzoru imobilizovana. Fyzikalné-chemicky pievodnik
muze byt elektrochemicky, opticky, piezoelektricky a kalorimetricky, zalezi na povaze
vzniklych produkt, které budou detekovany biosenzorem [51]. V ptipadé
elektrochemického ptfevodniku se méii proud za konstantniho potencidlu nebo za
méniciho se potencialu, dale se méfi napéti a vodivost [52]. U optického pievodniku se
méii nejCastéji absorbance, dale fluorescence, chemiluminiscence, zména optickych

vlastnosti optickych vlaken a zména Sifeni konstantni plasmonové viny [51]. V piipadé
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piezoelektrického ptrevodniku se méfi frekvence kmitajiciho krystalu, ze kterého je
pievodnik zhotoven [53]. U kalorimetrického pfevodniku se méfi zména tepla reakce
[54].

S vyvojem metod pro stanoveni aktivity a inhibice CHES se rozvijel ptichod
mikrocipi. Potencial této techniky spociva v analyze ACHE inhibitord. Nejprve se
kanalky v mikro¢ipu naplni roztokem smési inhibitorii, roztokem enzymu, roztokem
substratu a roztokem derivatiza¢niho ¢inidla. Poté se smés inhibitorti rozdéli kapilarni
elektroforézou v mikroCipu. Nasledné¢ probéhne samotna reakce pomoci pocitacem
fizeného elektrokinetického transportu, kde uvolnény thiocholin vznikly enzymem
katalyzované hydrolyzy reaguje s kumarinylfenylmaleimidem za vzniku thioetheru,
ktery je detekovan fluorescen¢né. Inhibitory nasledné snizi fluorescencni signal [55].
Dalsi generace biosenzorti piinasi vzruSujici mikroCipové techniky tzv. lab-on-chip
nebo mikro analytické systémy, které integruji mnoho laboratornich funkci v jediném
¢ipu o rozmérech jen par CtvereCnich centimetrli nebo milimetrii. Jsou schopny méfit
extrémné malé mnozstvi vzorku dokonce o mens$im objemu, neZz jsou pikolitry.
V jediném miniaturizovaném zafizeni mize byt provedena separace a detekce. Tan a
spol. vyvinuli ¢ip pro detekci sarinu v malém objemu krve, ktery zahrnuje 1yzi plné
krve, regeneraci navazané¢ho sarinu z krevni CHE, precipitaci bilkovin, filtraci,
enzymatickou reakci a optickou detekci. Tento piiklad demonstruje potencialni pouZiti
tohoto kapesniho pfistroje pro detekci nervové paralytickych latek v terénu [56].

Pro stanoveni aktivity nebo inhibice CHES se pouziva spousta metod. VétSina z
nich méfi zménu pH nebo vyuzivda spektrofotometrické, fluorimetrické,
elektrochemické nebo radiometrické techniky. Nanotechnologie vyznamné pfispivaji k
vyvoji riznych metod pro stanoveni aktivity a inhibice CHES. Metody pro stanoveni
aktivity a inhibice CHEs se také pouzivaji v Sirokém rozsahu aplikaci napf. v
diagnostice klinickych nemoci, k posouzeni povahy a rozsahu expozice organofosfati a
karbamatt u lidi, zivo¢ichi a v zivotnim prostfedi. Screening inhibitort je také uzite¢ny
pii hledani novych 1ékt, které¢ potlacuji aktivitu patologickych CHEs. Je také moznost
pouziti téchto metod k odhadu koncentrace organofosfati a karbamati ve vzorcich
potravin. AvSak vétSina toxickych latek je obecné charakterizovana jejich nizkou
hodnotou rozpustnosti ve vodé¢ a soubézné¢ vysokou hodnotou rozpustnosti v
organickych rozpoustédlech. Enzymaticka katalyza se tradicné¢ provadi ve vodném

roztoku. Proto se doporucuje pouzit 1 az 10 % vody nezbytnych pro enzymatickou
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aktivitu, které se doplni do organického rozpoustédla pro dostate¢nou hydrataci

aktivniho mista enzymu [35].

1.2.2 Spektrofotometrické metody

I kdyZz existuje mnoho typli metod pro stanoveni aktivity a inhibice CHEs,
spektrofotometrické metody piedstavuji nejbéznéjsi typ metod, které se dnes pouzivaji
[35]. Kprvnim fotometrickym metodam patii metoda zalozena na zméné pH, kde
acidobazicky indikator jako je napt. fenolova Cerveil nebo bromthymolovd modf zméni
své zbarveni s pribyvajici kyselinou octovou [57]. V pocate¢nim vyvojovém stadiu
spektrofotometrickych metod byla popsdna metoda zbyvajicitho substratu podle
Hestrina. Tato metoda je =zalozena na reakci zbyvajiciho substratu ACH
s hydroxylaminem, které dohromady tvofi acetohydroxamovy komplex. V piitomnosti
kyseliny chlorovodikové a chloridu zelezitého vznikne ¢erveno-fialovy komplex. Tento
produkt je kvantifikovan fotometricky pii 500-540 nm [58]. Tato technika vSak neméti
rychlost ubyvani substratu, coz je jeho nejvétsi nevyhodou. Metoda podle Hestrina se v
souc¢asn¢ dob¢€ pouziva v testech v mikrotitratni desticce pro Stanoveni nervove
paralytickych latek [59].

Velmi rychle se také rozviji pouziti nanocastic pro opticka stanoveni. Pavlov a
spol. vyvinuli metodu, kde hydrolyzou ATCH vznikne thiocholinové redukéni ¢inidlo,
které stimuluje katalytické zvétSeni zlatych nanocastic v pfitomnosti aniontu kyseliny
chlorozlatité. Reduk¢ni zvétseni zlatych nanoc¢éstic zavisi jak na koncentraci substratu,
tak na enzymové aktivité. MEfi se absorbance zlatych nanocastic. Katalyticky rust
zlatych nanocastic je inhibovan napft. paraoxonem. Vysledkem je, Ze systém poskytuje
novou metodu zaloZenou na nanotechnologii pro nervové paralytické latky [60]. Wang
a spol. uvedli dal$i zajimavou kolorimetrickou metodu pro stanoveni aktivity nebo
inhibice CHEs, kde ACHE katalyzuje hydrolyzu ATCH za vzniku thiocholinu, ktery
indukuje zesiténi/agregaci zlatych nanocéstic. Pfed zesiténim je roztok zlatych
nanocastic ¢erveny a po agregaci zlatych nanocastic v pfitomnosti thiocholinu Sedy
[61]. K rozvoji fotometrickych metod také piispiva miniaturizace spektrometri a vyvoj

optickych vlaken [36].

1.2.2.1 Ellmanova metoda

Nepochybné nejpouzivangjsi fotometrickou metodou pro stanoveni aktivity a
inhibice CHEs je Ellmanova metoda. Jedna se o zlaty standard mezi metodami. Princip

metody je uveden v kapitole 3.3.1.1. Ellmanova metoda ma vSak i néktera omezeni.
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Napt. skupiny SH thiocholini ve vzorku mohou reagovat s 5,5-dithio-bis-2-
nitrobenzoovou kyselinou (DTNB). Dale estery thiocholinu mohou podléhat spontanni
hydrolyze, ktera je zrychlena vysokou teplotou nebo pH nad 8. Spontdnni hydrolyza
ATCH vzroste dvakrat az Ctytikrat, jakmile se reakéni teplota zvysi z 25 °C na 30 °C a
posléze na 35 °C. Pti kazdém zvySeni stupné reakéni teploty vzroste aktivita enzymu o
4 %. Jako kompromis byla navrzena testovaci teplota 30 °C. Bylo zjisténo, ze optimalni
pH pro CHE je 7,8-8,0. DTNB je navic stabilngjsi pii pH 7 nez pii pH 8, a proto je
doporuceno, aby zasobni roztok DTNB byl pfipraven pii pH 7. Limitujici je také
fotosenzitivita DTNB. Také rychlost hydrolyzy thioesteri se miize vyznamné liSit
béhem méteni aktivity CHES Vv pfitomnosti reaktivatori oximu. Jedna se o latky, které
mohou hydrolyzovat esterovou vazbu thiocholinu rychleji nez Ellmanovou reakci. Tato
skute¢nost mize zkreslit vysledky Ellmanovy metody, proto se oximy nemohou pouZit
pro stanoveni reaktivace fosforylovanych CHES. Dalsi tskali se objevuje pii méfeni
aktivity ACHE ve vzorku plné krve za ptitomnosti selektivniho inhibitoru BCHE
ethopropazinu, nebot’ absorbance 5-thio-2-nitrobenzoové kyseliny (TNB) interferuje
s absorbanci hemoglobinu pfi 412 nm. Interference hemoglobinu se da omezit zménou
vinové délky na 436 nm. Pii této vinové délce je absorbance hemoglobinu snizena na
25 % ve srovnani s jeho absorbanci pifi 412 nm, zatimco absorpce TNB je na 80 %
svého maxima [36]. Padilla a spol. navrhli dal$i moznost jak omezit interferenci
hemoglobinu s absorbanci TNB. Tato metoda pracuje s faktem, ze ACHE je piipojena k
povrchu erytrocytli pomoci fosfatidylinositolové kotvy. Tato technika vyuziva lipazu C
specifickou pro fosfatidylinositol, kterd uvoliiuje molekuly ACHE z erytrocytové
membrany bez 1yzi erytrocytd. Uvolnéna ACHE je oddélena od zbytku vzorku
centrifugaci [62].

U Ellmanovy metody bylo také provedeno né€kolik zmén v pouZiti piivodniho
substratu a ¢inidla. Namisto ATCHI a acetylthiocholinu chloridu (ATCHCI) nebo
butyrylthiocholinu jodidu (BTCHI) ¢i chloridu se pouzil propionylthiocholin jodid pro
stanoveni erytrocytové aktivity CHEs [63]. ACHE hydrolyzuje tento substrat o néco
pomaleji nez ATCH [35]. Dale se misto ptivodniho substratu miize pouzit indoxylacetat.
Aktivita CHEs se stanovi za pfitomnosti kysliku tvorbou enzymatického reakéniho
produktu indigo. Indigo mize byt kvantifikovano spektrometricky pii 420-450 nm nebo
fluorimetricky pfi excita¢ni vinové délce 395 nm a pfi emisni vinové délce 470 nm pii
pH 6.5. Indoxylacetat neni specifickym substratem pro ACHE a mohl by byt pouzit i

pro stanoveni aktivity BCHE. Pouziti indoxylacetatu je vhodné pro stanoveni in vitro
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ucinnosti reaktivatort ACHE [40, 64]. Pro stanoveni aktivity BCHE v plazmé se mize
pouzit umély substrat benzoylcholin. Bylo zjisténo, ze analoga benzoylcholinu maji
siln€jsi UV absorpci nez produkty jeho hydrolyzy. Tato metoda byla zaloZena na
ubyvani substratu béhem enzymatické reakce pii 235 nm [65]. Abernethy a spol.
vyvinuli multienzymovy postup, ktery pouziva jako substrat sukcinylcholin [66]. BCHE
hydrolyzuje tento substrat o néco pomaleji nez BTCH [35]. Sukcinylcholin je nejprve
hydrolyzovan BCHE. Vznikly CH je poté oxidovan CHO za vzniku kyseliny cholinové
a peroxidu vodiku. Peroxid vodiku poté reaguje za katalyzy kienové peroxidazy
s fenolem a s aminoantipyrinem za vzniku rtizového produktu s absorpénim maximem
pti 500 nm. V tomto postupu se mohou pouzit i jiné substraty, jako jsou ACH nebo
benzoylcholin. Tato metoda se mize pouzit ve vzorcich, kde by interferoval
hemoglobin. Tento postup se také hodi pro rutinni stanoveni CHE aktivity. AvSak tato
metoda svou komplikovanosti ztraci na piesnosti a citlivosti [66].

Uete a spol. pouzili 2,2’-dithiodipyridin (2,2°-PDS) nebo 4,4’-dithiodipyridin
(4,4°-PDS) namisto puvodniho ¢inidla DTNB. Thiocholin reaguje s témito Cinidly za
tvorby 2-thiopyridinu, ktery absorbuje pti 343 nm, nebo 4-thiopyridinu, ktery absorbuje
pti 324 nm. Tento postup se snazi vyhnout interferenci s hemoglobinem. Jedna se tedy o
rychlou a pfesnou metodu, ktera se pouziva pro stanoveni CHES ve vzorcich plné krve
[67]. Tato modifikovana metoda se také pouziva pro rutinni stanoveni pesticidi [68].
Nejveétsi nevyhoda této metody spociva ve vyznamné inhibici CHES pouzivanym
¢inidlem [67]. Dalsi modifikace byla pfedstavena pokusem o nahrazeni DTNB
kyselinou 6-dithiodinikotinovou (DTNA). DTNA na rozdil od DTNB neovliviiuje
Michaelisovu konstantu (Ky). Nejpraktictéjsim aspektem pouziti DTNA je sledovani
zmény absorbance pii 340 nm, kde nedochazi k interferenci absorbance hemoglobinem.
Nicméné neexistuji zadné dikazy podporujici pouziti DTNA nad DTNB [69].

Ellmanova metoda také existuje v kombinaci s jinymi analytickymi technikami.
Ellmanova metoda byla modifikovana pro 96-jamkovou mikrotitracni desticku za
ucelem stanoveni vice vzorki CHEs ve vzorcich tkané [70]. Bylo také prokazano
uspésné spojeni hydrolyzy ATCH s DTNB s metodu zalozenou na chromatografii na
tenké vrstvé pro identifikaci CHEs inhibitorti, kde na zlutém pozadi jsou detekovany
bilé skvrny inhibitord [71]. Bylo také =zavedeno spojeni Ellmanovy metody
s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii pro stanoveni inhibice CHEs
post-kolonovym biochemickym testem, kde smés inhibitorti je nejprve separovana

v kolon¢ a nasledné chromatograficky eluat reaguje s roztokem ACHE, ACH a DTNB
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[44]. Dalsi spojeni je také s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, avsak v tomto
piipad¢ je enzym ACHE imobilizovana na kolon¢. Postupné se na kolonu davkuje
ATCH, DTNB a posléze inhibitor. Nasbirané frakce se detekuji spektrofotometricky.
Tato metoda se pouziva pro stanoveni inhibice ACHE [72]. Ellmanova metoda muze
byt také prizptsobena pro méfeni CHEs Vterénu. Miniaturni piistroje CHE check
mobile nebo Test-mate CHE byly navrzeny pro mozné stanoveni a hodnoceni expozice

pesticidi nebo nervoveé paralytickych latek [73].

1.2.3 Potenciometrické metody

Prvni potenciometrické stanoveni, tzv. Michelova metoda, je zalozeno na
rozkladu piirodniho substratu ACH na CH a HA. Enzymaticka aktivita se stanovi
zménou hodnoty pH respektive potencidlu po 1 hodiné od zahajeni experimentu v
reakéni nadobé. Fosfat/hydrogenuhliitanovy pufrovaci systém byl navrzen tak, aby
zajistil linearni pokles pH v Case. Tato metoda je uzite¢na pro rutinni méfeni intoxikace
CHEs pesticidy v biologickych vzorcich a je relativné levna a jednoduchéd. Rychlé
zména pH je nevyhoda této techniky, nebot’ pH miize rychle klesat ve vzorcich s
vysokou aktivitou CHEs. V dusledku toho muze zména pH ovlivnit méfeni aktivity
CHEs [38]. Tento problém byl v posledni dobé kompenzovan novou metodou, ktera
pouziva ACH-selektivni elektrodu zaloZenou na plastifikované polymerni membrané.
Vyuziva se vice lipofilniho ACH oproti méné lipofilnimu CH. M¢ii se potencial proti
AQ/AgCI referencni elektrodé. Elektroda miize byt pouzita pro stanoveni aktivity ACHE
jako vhodna alternativa k jinym technikam [74].

Ze zminéné potenciometrické metody vychazi automatickd titracni metoda
pH-stat, kde HA uvolnéna enzymatickou reakci ACH se kontinualné neutralizuje
standardnim alkalickym roztokem, aby se udrzovalo konstantni pH. Potenciometr nebo
barevny indikator lze pouzit k rozpoznani zmény pH. Rané titrani metody zahrnovaly
inhibitory CHEs, které¢ zastavily enzymatickou reakci, aby byla provedena neutralizace
[39]. Zavedeni automatického titratoru se zdznamovym zafizenim umoznilo rychlejsi a
piesnéjsi produkci vysledk této metody. Automatickd metoda pH-stat je jednou z
nejpresnéjsich a nejpohodIngjsich metod, kde rychlost ptidavku alkalického roztoku
potifebného k udrzeni konstantniho pH je umérna aktivit¢ nebo inhibici CHEs. Nejvétsi
nevyhoda této metody souvisi s rychlou zménou pH jako u potenciometrického

stanoveni. Dal$i nevyhodou je nutnost pouzivat médium bez pufru. A také objem
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ptidané alkalie by nemél vyrazné zvysit reakéni objem. Princip této metody je uveden

v kapitole 3.4.1.1 [75].

1.2.4 Elektrochemické ACHE biosenzory

Elektrochemickd analyza nabizi mnoho vyhod vcetné vysoké citlivosti, levné
instrumentace a snadného provozniho postupu [35]. Elektrochemicky biosenzor se
skladd z imobilizovaného enzymu a fyzikalné-chemického ptevodniku. Imobilizace
muZe byt fyzikalni nebo chemickd. Mezi nejpouzivanéjsi fyzikalni metody imobilizace
patii adsorpce a zachyceni. Mezi nejpouzivanéjsi chemické metody imobilizace se fadi
tvorba kovalentni vazby, zesiténi a afinitni interakce [76]. Fyzikalné-chemicky
prevodnik muze byt amperometricky (méfi se proud za konstantniho potencialu),
potenciometricky (mé&fi se napéti za neprochazejiciho elektrického proudu),
voltametricky (méfi se proud za méniciho se potencialu) a konduktometricky (méfi se
schopnost roztoku vést elektricky proud, tzv. vodivost) [52]. V piipad¢ stanoveni napf.
organofosfatovych inhibitorit je biosenzor trvale inhibovan a funguje vlastné jako
jednorazovy senzor. Proto neni nutné zvolit ndkladny a naro¢ny imobiliza¢ni postup.
Avsak se stale pracuje na pifekonani nevyhody jednorazového pouziti reaktivaci enzymu
pomoci napt. oximu [35]. Elektrochemické biosenzory piedstavuji jednu z
nejrozsifenéjSich detekénich technik, které maji potencial nahradit klasické metody
analyzy a to miniaturizaci a jednoduchosti [36].

Prvni generace CHE biosenzora zahrnuje amperometrické bi-enzymatické
senzory. Tento systém se objevil koncem 80. let a byl pouzivan k detekci
organofosfatovych pesticidi. V této konfiguraci ACHE hydrolyzuje sviij pfirozeny
substrit ACH na CH a HA. CH neni elektrochemicky aktivni, a proto je zde vyuzit
druhy enzym CHO, ktery oxiduje CH za vzniku betainu a peroxidu vodiku. Peroxid
vodiku muze byt snadno detekovan na platinové pracovni elektrodé amperometricky pfi
vloZzeném napéti +650 mV proti Ag/AgCl referencni elektrod¢. Tato nepiimé detekce
aktivity ACHE je problematickd kvuli vysoce aplikovanému potencidlu, ktery
ponechava senzor citlivy k interferenci jinymi elektroaktivnimi latkami pfitomnymi v
reakénim médiu [77]. Hydrolyza substratu ACH a nasledna oxidace cholinu CHO je

zndzornéna na obr. 5.
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CHs CH3
| ACHE/H,0 | .
CH3—T+—CH2—CH2—O—CO—CH3 —®  CHy—N*—CH,—CH,-OH + HC-COO" + H
|

CH; CHs

CH,4 CH,
| CHO |
CH3_T —CH,—CH,-OH + 20, —» CH3—T+—CH2—COOH + 2H,0,

CH, CH,

Obrazek 5 Reak¢ni schéma vystihujici princip stanoveni aktivity/inhibice ACHE
elektrochemicky s vyuzitim bi-enzymatického systému (ACHE/CHO) [77]

Druhd moznost zahrnuje pouziti Clarkovy elektrody pro meéfeni spotieby
kysliku CHO katalyzované reakce. CHO se obvykle pouziva v piebytku a mnozZstvi
ACHE je optimalizovano, aby se zajistily kinetické podminky. Tyto dva enzymy mohou
byt spole¢né imobilizovany na povrch pracovni elektrody ve stejnych nebo oddélenych
imobiliza¢nich matricich. Nebo také miize byt jeden z enzyml imobilizovan a druhy
muze byt pfiddn v roztoku. Ko-imobilizace téchto dvou enzyml obecné umoziiuje
detekci analytd v nizsich koncentracich [77]. Do prvni generace CHE biosenzoru také
patii potenciometrické senzory. Potenciometricka detekce aktivity ACHE je zaloZena na
méteni zmény pH. Zména pH souvisi s uvolilovanim HA zpisobené hydrolyzou ACH.
Prvni generace potenciometrickych senzori CHE byly pfipraveny fyzikalnim
piipojenim enzymu na povrch sklenéné pH elektrody. Moderni potenciometrické CHE
senzory mé&fi zménu pH pomoci napft. iontoveé selektivnich transduktort s efektem pole.
Tyto senzory jsou citlivéjsi, mén¢ ndkladné a maji malou velikost s porovnanim
s tradi¢nimi sklenénymi pH elektrodami [78]. Hydrolyza ACH se také muze sledovat
konduktometricky méfenim zvysené vodivosti v roztoku [79].

Druha generace mono-enzymatickych CHE biosenzort pouziva nespecificky
substrat pro ACHE a to ATCH. Systém je zaloZen na pifimé amperometrické detekci
thiocholinu (resp. oxidované formy thiocholinu), kde tchiocholin je snadno oxidovan na
pracovni platinové elektrodé na dithioformu pii vlozeném napéti +410 mV proti
nasycené kalomelové referencni elektrodé. Méfi se tedy proudova odezva oxidované
formy thiocholinu za konstantniho potencialu +410 mV. Tento systém ma dv¢ hlavni
vyhody oproti bi-enzymatickym biosenzorim. Za prvé, pouziti jediného enzymu
vyrazné zjednodusSuje konstrukci senzoru. A za druhé, detek¢ni vkladany potencial je
niz$i nez u bi-enzymatického systému. Jediné omezeni ptfedstavuje mirna spontanni
hydrolyza substrdtu v nepfitomnosti enzymu, ale lze se ji vSak vyhnout zfedénym

roztokem 0,09% chloridu sodného a skladovanim roztoku v chladu. Pouzitim
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tzv. mediatort, jako jsou napt. pruska modf, hexakyanozeleznatan kobaltnaty nebo
hexakyanozelezitan draselny, se jesté vice snizi vkladany detekéni potencial. Tento
mediator je nejprve redukovan thiocholinem a poté je oxidovan na pracovni platinoveé
elektrodé pii vlozeném napéti +100 mV proti Ag/AgCl referen¢ni elektrodé. Pro
usnadnéni rychlého pifenosu elektronti je medidtor obvykle imobilizovan na povrch
pracovni elektrody ve stejné matrici jako enzym, nebo je imobilizovan Vv samostatné
vrstvé [77].

Kromé¢ klasickych mono a bi-enzymatickych systému popsanych vyse, byly také
uvedeny dalsi CHE biosenzory, jako jsou napt. mono-enzymatické CHE biosenzory,
Které jako substrat pouzivaji 4-aminofenylacetit. V tomto piipadé je produktem
enzymem katalyzované reakce 4-aminofenol, ktery mize byt detekovan
amperometricky. Nicméné€ spontanni oxidace substratu na 4-aminofenol pfedstavuje
jistou nevyhodu [80]. Dalsim ptikladem CHE biosenzort jsou tri-enzymatické systémy.
Senzory jsou velmi podobné amperometrickym bi-enzymatickym systémam S tou
vyjimkou, Ze pouzivaji tieti enzym, kienovou peroxidazu, namisto aplikovaného napéti
k detekci peroxidu vodiku potenciometricky. Tyto systémy se obejdou bez mediatoru
[81].

Klasické ACHE biosenzory byly nahrazeny sitotiskovymi senzory. Tato technika
umoziiuje vyrobu jednordzovych senzorli s nizkou cenou. Obvykle jsou vSechny
elektrody tvofici snimaci systém, a to referenc¢ni, pomocnid a pracovni, uloZeny
soucasn¢ na pevny nosi¢. Vyrobni proces spo¢iva v nanaseni nékolika vrstev. Typicka
vodiva vrstva tzv. pasta na bazi uhliku nebo napf. platiny a pasta na bazi stiibra se
tiskne za Gi€elem vytvotfeni pracovni, referencni a pomocné elektrody. Posledni vrstva
piedstavuje aktivni snimaci vrstvu, ktera obsahuje enzym a pokryva pracovni elektrodu.
Jeji sloZeni se méni s imobilizacnim postupem. Tato aktivni vrstva mize byt na senzor
vytisténa nebo pfidélana rucné. Nakonec se pouzije izolacni vrstva s otvorem
umoznujicim elektricky kontakt [77, 82]. Soucasny trend v oblasti vyroby CHE
biosenzorli je vyuziti nanomateriali. Nanocastice predstavuji diky svym vyjimeénym
vlastnostem, jako jsou napi. velky povrch, vysoka vodivost a dobré katalytické
vlastnosti, velice atraktivni soucast elektrochemickych biosenzort. Vyuziti uhlikovych
nanotrubic nebo kovovych nanocastic prispiva tedy k vylepSeni vlastnosti
elektrochemickych senzort. AvSak nanomateridly jsou stale relativné neprobadany ve

spojeni s biosenzory a predstavuji dilezity smér vyzkumu [83].
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2 CIL PRACE

Cilem prace bylo stanoveni hodnot koncentraci inhibitoru, které zptsobi 50%
inhibici enzymu (ICsp) danych karbamatovych inhibitorti a standardi rivastigminu a
galantaminu Ellmanovou metodou. Daéle stanoveni kinetickych parametrti a to Ky a
mezni rychlosti (V) neinhibované a inhibované reakce ACHE a stanoveni inhibi¢nich
konstant (K;) vybranych karbamatovych inhibitord Ellmanovou metodou. Cilem prace
také bylo stanoveni hodnot ICsy vybranych karbamatovych inhibitorti a stanoveni
kinetickych parametrii neinhibované reakce ACHE pH-statovou metodou a pomoci
elektrochemickych senzort technikou square wave voltametrie. Do cile prace bylo také
zahrnuto stanoveni rozd€lovacich koeficientd (K,,) testovanych karbamatovych

inhibitort v soustavé 1-oktanol:voda.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité pristroje
o spektrofotometr s diodovym polem Hewlett-Packard 8453, USA
o centrifuga MPW-340, Polsko
o tfepacka Heidolph Multi Reax
o automaticky titrator 799 GPT Metrohm, Svycarsko
o sitotiskovy elektrochemicky senzor (25,4x7,3x0,6 mm), BVT Technologies,
Brno, CR
o pracovni platinova elektroda
o referencni Ag/AgCl elektroda
o pomocna platinova elektroda

o potenciostat, PalmSens BV, Nizozemi

3.2 Pouzité chemikalie

Pokud neni uvedeno jinak, jsou vSechny roztoky vodné.

o ACHE (Sigma-Aldrich Praha, CR)
oz pauhote elektrického
o rozpusténa v 0,1 M fosfatovém pufru (PBS)
o uchovana v umélohmotné zkumavce v mrazicim boxu pii teploté -6 °C
o ACH (Sigma-Aldrich Praha, CR)
o 0,1 M roztok pro stanoveni ICs a kinetickych parametri neinhibované
reakce pH-statovou metodou
o ATCHI (Sigma-Aldrich Praha, CR)
o rozpustén v PBS
o 0,1 M roztok pro stanoveni aktivity ACHE Ellmanovou metodou
o 0,001 M roztok pro stanoveni ICsg, kinetickych parametrii neinhibované
a inhibované reakce a pro stanoveni K; Ellmanovou metodou
o 1 Ma0,1 M roztok pro stanoveni ICsp @ 0,1 M roztok pro stanoveni
kinetickych parametrii neinhibované reakce pomoci elektrochemického
senzoru
o ATCHCI (Sigma-Aldrich Praha, CR)
o rozpustén v PBS

o 0,1 M roztok pro stanoveni aktivity ACHE Ellmanovou metodou
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o 0,001 M roztok pro stanoveni kinetickych parametri neinhibované
reakce Ellmanovou metodou
o 1M a0,1 M roztok pro stanoveni kinetickych parametrii neinhibované
reakce pomoci elektrochemického senzoru
BTCHI (Sigma-Aldrich Praha, CR)
o rozpustén v PBS
o 0,1 M roztok, 0,01 M roztok a 0,001 M roztok pro stanoveni Kinetickych
parametrd neinhibované reakce Ellmanovou metodou
o 0,5Ma0,1 M roztok pro stanoveni kinetickych parametrii neinhibované
reakce pomoci elektrochemického senzoru
DTNB (Sigma-Aldrich Praha, CR)
o 5:10™ M roztok
PBS
o 0,1MopH74
o piipraven ze 4 g NaCl, 0,1 g KH,PO,4-2H,0, 1,45 g Na,HPO,4-12H,0 a
0,1 g KCI do 500 ml redestilované H,O
deionizovana voda
dimethylsulfoxid (DMSO)
1-oktanol (Sigma-Aldrich Praha, CR)
KCI (Pentas.r.0.)
o 0,5M roztok
KOH (Penta s.r.o.)
o 0,1 M roztok
inhibitory (strukturni vzorec uveden v tab. 1)
o rozpustény v DMSO na koncentraci 0,01 M, dale fedény dle potieby
deionizovanou vodou
o rozpustény V 1-oktanolu na koncentraci 0,01 M pro stanoveni Koy
o 0,001 M roztoky pro stanoveni ICsp, kinetickych parametri inhibované
reakce a pro stanoveni inhibi¢nich konstant Ellmanovou metodou
o 0,01 M roztoky pro stanoveni ICso pH-statovou metodou
o 0,001 M roztoky pro stanoveni ICso pomoci elektrochemického senzoru
o rivastigmin
= 0,001 M roztok
= standard
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o galantamin
= 1-10* M roztok
= standard

Tabulka 1 Ptehled studovanych inhibitort (inhibitory K testovani byly poskytnuty PharmDr.
Mgr. Martinem Kratkym, Ph.D., Farmaceuticka fakulta Hradec Kralové)

R2
O
R
N
O
A
L
Oznaceni R R R’ R*
1 H H CHs CHs
2 Et Et
3 H H Ph Ph
4 CHs Ph
5 Cl Cl CHs Ph
6 Cl Br CHjs Ph
7 Cl F CHs Ph
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3.3 Spektrofotometrické metody
3.3.1 Ellmanova metoda
3.3.1.1 Princip

Ellmanova metoda pouzivd umélé substraty esterti thiocholinu a to ATCH a
BTCH. ACHE nebo BCHE hydrolyzuje ATCH nebo BTCH za vzniku thiocholinu,
ktery reaguje s DTNB na Zluté zbarvenou TNB. Intenzita barvy produktu se méfi pfi
412 nm a je pfimo tmérna enzymatické aktivité [3]. Hlavni vyhody metody piedstavuji
jednoduchost, pfesnost, kontinudlni zvySovani hustoty barvy v Case a relativné nizké
naklady. Je také snadno adaptabilni pro automatické analyzatory pro rychlé zpracovani

velkého poctu vzorku [35]. Princip Ellmanovy metody je znazornén na obr. 6.

CHy CH,
I ACHE/H,O I
CH3—III+—CH2—CH2—S—CO—CH3 —————%  CH;-N*—CH,—CH,—SH + H;C—-COO" + H*
|
CH, CHs
HOOC COOH
HOOC COOH
T
+
O,N S—8—CH,~CH,~N—CHy + HS NO,
CH,

Obrazek 6 Princip Ellmanovy metody [36]

3.3.1.2 Stanoveni enzymové aktivity ACHE

Enzymové aktivita je definovana jako schopnost enzymu katalyzovat urcitou
reakci. Pro uréeni reakéni rychlosti enzymu neboli jeho aktivity fotometrickou metodou
se sleduje prirtstek produkti nebo ubytek substratu za jednotku Casu, ktery je piimo
umérny zmén¢ absorbance. Aktivita enzymu mizZe byt vyjadiena jako mnoZzstvi enzymu
v mg katalyzujiciho za standardnich podminek pfi nasyceni substratem pfeménu 1 umol
substratu za 1 min tzv. 1 U (unit).

Postup

Nejprve byl pfipraven srovndvaci roztok do sklenéné kyvety o objemu 3,5 ml
s optickou drahou 1 cm. Do srovnavaci kyvety bylo tedy pipetovano 1,192 ml PBS,
0,8 ml DTNB a 8 ul 0,1 M ATCHI nebo ATCHCI. Nasledn¢ bylo do mérné kyvety
pipetovano 1,184 ml PBS, 0,8 ml DTNB a 8 ul 0,1 M ATCHI nebo ATCHCI.

Enzymaticka reakce byla odstartovana pipetovanim 8 ul ACHE a byla méfena
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absorbance A pii vinové délce 412 nm po dobu t 70 s na spektrofotometru s diodovym
polem. Z této piimkové zavislosti A vs. t byla vypoc¢tena hodnota y pro x = 60 s (z
definice 1U). Aktivita enzymu AEacre je tedy dana rovnici:
AExcHe =Y+ 17,67 [U]

kde v piepocitavacim faktoru 17,67 je zahrnuta hodnota fedéni enzymu, celkovy objem
reakéni smési (RS) 2 ml, molarni absorpéni koeficient 14150 mol-1™*-cm™ a opticka
dréha kyvety 1 cm.
3.3.1.3 Stanoveni ICs, testovanych inhibitori a standardi rivastigminu a

galantaminu

Uginnost inhibitoru popisuje hodnota ICsp, coZ je takova koncentrace inhibitoru,
ktera zptsobi 50% inhibici enzymu (nebo také: pokles aktivity enzymu na 50 %). Cim
je tato hodnota mensi, tim ucinnéjsi je dany inhibitor. Pro stanoveni hodnoty ICs
daného inhibitoru lze pouZit zavislosti, ktera plati mezi pomérem rychlosti neinhibované
a inhibované hydrolyzy a koncentraci inhibitoru, tedy vo/Vv; vs. [I]. Pro vSechny typy
uni-uni  enzymatickych inhibovanych reakci (kompetitivni, nekompetitivni,
akompetitivni a smiSend) je totiz tato zavislost pfimkova s Gisekem rovnym 1. Z takto
ziskané primky, prochazejici body (0;1) tedy ([I] ; Vvo/Vj), 1ze odelist pro ve/vi = 2
hodnotu ICsy.

Postup

Nejprve byla zméfena aktivita enzymu ACHE 5 krat. Poté byl pfipraven
srovnavaci roztok a to tak, ze do sklenéné kyvety bylo pipetovano takové mnozstvi
PBS, aby po ptidani vSech dalsich komponent byl celkovy objem RS 2 ml. V RS bylo
dale obsazeno 0,4 ml DTNB a takové mnozstvi enzymu, aby jeho aktivita v RS byla
0,2 U. Nasledovalo méfeni enzymatické reakce bez inhibitoru. Do mérné kyvety bylo
pipetovano takové mnozstvi PBS, aby po pfidani vSech dalSich komponent byl celkovy
objem RS 2 ml. V RS bylo dale obsazeno 0,4 ml DTNB, 80 ul 0,001 M ATCHI a
takové mnozstvi enzymu, aby jeho aktivita v RS byla 0,2 U. Enzym byl pipetovan jako
posledni, nebot’ jeho pfidanim do RS se startuje reakce. Absorbance byla métfena pii
vinové délce 412 nm po dobu 70 s na spektrofotometru s diodovym polem. Mé&feni byla
provedena v duplikatu nebo v triplikatu.

Nasledovalo méfeni enzymatické reakce s inhibitorem. Do mémné kyvety bylo
pipetovano takové mnozstvi PBS, aby po pridani vSech dal$ich komponent byl celkovy
objem RS 2 ml. V RS bylo dale obsazeno 0,4 ml DTNB, 80 ul 0,001 M ATCHI, 10, 20,
30, 40, 50 nebo 60 pl 0,001 M inhibitoru ¢. 1-7, standardu rivastigminu o koncentraci
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0,001 M nebo standardu galantaminu o koncentraci 1-10* M a takové mnoZstvi
enzymu, aby jeho aktivita v RS byla 0,2 U. Enzym byl pipetovan jako posledni, nebot’
jeho pfidanim do RS se startuje reakce. Absorbance byla méfena pii vinové délce
412 nm po dobu 70 s. Mé&feni byla provedena v duplikatu.

Z naméfenych hodnot absorbance byly nejprve zjistény rychlosti jednotlivych
neinhibovanych a inhibovanych reakci. Rychlost reakce je tedy dana rovnici:

v= "]
kde v je reak¢ni rychlost, A je absorbance, t ¢as v sekundach. Poté byly sestrojeny
zavislosti vo/vi vs. [I], kde v je rychlost reakce bez inhibitoru, v; je rychlost reakce s
inhibitorem a [I] je molarni koncentrace inhibitoru. Z rovnice linearni regrese byly
nakonec urceny hodnoty ICsy. Stanoveni rychlosti neinhibované a inhibované reakce
bylo provedeno vzdy nejméné 2 krat.
3.3.1.4 Stanoveni kinetickych parametric ACHE neinhibované a inhibované
reakce a uréeni K, testovaného inhibitoru

Jednou z moznosti k uréeni kinetickych parametra Ky a Vi, enzymatické reakce je
pouziti linearizované rovnice Michaelis-Mentenové. Ky je rovna koncentraci substratu,
kterd je pii dané koncentraci enzymu nutna k dosazeni poloviny Vp. Je nezdvisla na
koncentraci enzymu, avSak je zavisld na podminkéach prostiedi napf. na teploté, pH,
iontové sile. Cim je Ky niZi, tim ma enzym k danému substratu vyssi afinitu. Obvykle
ma rozmér koncentrace substratu. Vn, je rychlost reakce, kde enzym je nasycen
substratem. Ma rozmér pouzité reakéni rychlosti. K uréeni typu inhibice se porovnavaji
hodnoty Ky a Vp neinhibovanych a inhibovanych reakci. Podle mechanismu u¢inku
inhibitoru se inhibice déli na kompetitivni, nekompetitivni, akompetitivni a smiSenou.
Pti kompetitivni inhibici substrat a inhibitor soutézi o jedno vazebné misto aktivniho
mista enzymu. U této inhibice se zvySuje Ky, zatimco Vi, se neméni. Pii nekompetitivni
inhibici se inhibitor vaZe na alosterické misto enzymu a zptisobuje konformaéni zmény
aktivniho mista enzymu. U této inhibice se Ky neméni, avSak Vy je niz§i. Pii
akompetitivni inhibici se inhibitor vaze na komplex enzym-substrat. U této inhibice se
oba parametry snizuji ve stejném pomeru. SmiSend inhibice se vyskytuje pouze, pokud
nejsou splnény predpoklady pro vySe uvedené 3 typy inhibice. U této inhibice je Ky
bud’ vyssi nebo nizsi a Vi, je nizsi.

Obecné by se dalo fici, Ze K| udava koncentraci inhibitoru, pfi niz je dosazeno

pravé 50% inhibice enzymu. AvSak na rozdil od hodnoty ICsp, ktera popisuje Gi¢innost
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inhibitoru, tak K| je spiSe odrazem vazebné afinity inhibitoru k danému enzymu. K| tedy
udava koncentraci inhibitoru, kde 50 % enzymu pfitomného v RS je vazdno do
komplexu enzym-inhibitor. Jedna se tedy o disociaéni konstantu komplexu
enzym-inhibitor. Cim je hodnota K; mensi, tim vét§i je vazebna afinita inhibitoru
k danému enzymu, a tudiz je potfeba mensi mnozstvi inhibitoru k inhibici enzymu.
Pokud sestrojime zavislosti 1/v vs. [I] pfi alesponn dvou konstantnich koncentracich
substratu [S], kde v je rychlost reakce a [I] je koncentrace inhibitoru RS, tak lze urdit
prisecikem piimek zavislosti hodnotu K;. Jedna se o tzv. Dixonuv vynos. Z tvaru
zavislosti 1ze 1 rozhodnout, o jaky typ inhibice se jednd. Pfi kompetitivni inhibici se
piimky zavislosti protinaji nad osou x, jejich pruse¢ik ma soutadnice (-K, ; 1/Vp). Pfi
nekompetitivni inhibici se pfimky zavislosti protinaji na ose x, jejich prsecik ma
soufadnice (-K; ; 0). Pfi akompetitivni inhibici jsou pfimky zéavislosti rovnobézné a
nelze tedy ur¢it hodnotu K,. Pokud tvar zavislosti nespada ani do jedné z uvedenych
typu inhibice, tak se jedna o smiSenou inhibici, kde ptfimky zavislosti se protinaji nad
osou x v 2. kvadrantu, ptip. pod osou x Vv 3. kvadrantu. Pro nekompetitivni inhibici je
hodnota K, Vv podstaté¢ stejna jako hodnota ICsp. Zatimco pro kompetitivni a
akompetitivni inhibici je hodnota K, nizsi, nez je hodnota ICsp. U smiSené inhibice Se
souvislost mezi K; a 1Csp nepouziva. V praxi se vice vyuzivaji hodnoty ICsp k hodnoceni
interakce mezi enzymem a inhibitorem. AvSak farmaceutické spole¢nosti udavaji
nejcastéji ob¢ hodnoty a to ICsq i K| pro charakterizaci daného 1éku.

Postup

Nejprve byla zméfena aktivita enzymu ACHE 5 krat. Poté byl pfipraven
srovnavaci roztok stejnym postupem jako u stanoveni ICsy (viz kapitola 3.3.1.3).
Nasledovalo méfeni enzymatické reakce bez inhibitoru stejnym postupem jako u
stanoveni ICsq (viz kapitola 3.3.1.3) s tim rozdilem, Zze byl ménén pipetovany objem
ATCHI, ATCHCI nebo BTCHI. Do mérné kyvety bylo tedy pipetovano 40, 80, 120
nebo 160 ul 0,001 M ATCHI nebo 0,001 M ATCHCI (a s tim se ménil i objem PBS,
aby vysledny objem RS po pfidani vSech komponent byl vzdy 2 ml). V piipadé
stanoveni kinetickych parametrii neinhibované reakce u substratu BTCHI, bylo do
mérné kyvety pipetovano takové mnozstvi 0,001 az 0,1 M BTCHI, aby koncentrace
VRS byla 8:10° M, 1,5-10* M, 2,5:10* M, 5:10* M, 7,5:10* M nebo 1-:10° M.
Absorbance byla méfena pii vinové délce 412 nm po dobu 70 s u substratu ATCHI nebo
ATCHCI. U substratu BTCHI byla absorbance méfena 300 s na spektrofotometru

s diodovym polem. Mé&feni byla provedena v duplikatu nebo v triplikatu.
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Nasledovalo méfeni enzymatické reakce s inhibitorem €. 2 nebo 6 stejnym
postupem jako u stanoveni ICsqy (viz kapitola 3.3.1.3) s tim rozdilem, Ze byl ménén
pipetovany objem 0,001M ATCHI. Do mérné kyvety bylo tedy pipetovano 40, 80, 120
nebo 160 pl substratu. Pti kazdém dadvkovaném objemu ATCHI bylo pipetovano 10, 20,
30 nebo 40 pul 0,001 M inhibitoru €. 2 nebo 6. Absorbance byla métena pii vinové délce
412 nm po dobu 70 s. Méfeni byla provedena v duplikatu. Inhibitory ¢. 2 a 6 byly
zvoleny jako zastupci nehalogenovaného a halogenovaného derivatu.

Z namé&fenych hodnot absorbance byly nejprve zjistény rychlosti jednotlivych
neinhibovanych a inhibovanych reakci. Poté byly sestrojeny zavislosti 1/v vs. 1/[S], kde
Vv je rychlost reakce a [S] je koncentrace substratu v RS. Vynosem reciprokych hodnot
reak¢nich rychlosti neinhibované a inhibované reakce a koncentraci substratu v RS byly
nakonec zjistény kinetické parametry Ky a Vp, neinhibovanych a inhibovanych reakci

podle linearizované rovnice Michaelis-Mentenové.
I Ky 1 1

v V., [S] Vg
Za ucelem urCeni typu inhibice byly porovnavany hodnoty Ky a Vpy
neinhibovanych a inhibovanych reakci. Nakonec byly sestrojeny zavislosti 1/v vs. [I] pii
konstantnich koncentracich substratu [S], kde v je rychlost reakce a [I] je koncentrace
inhibitoru RS. Prusecikem piimek zavislosti byly uréeny hodnoty K, a z tvaru zavislosti

byl uvazovan typ inhibice.

3.3.2 Stanoveni K,, testovanych inhibitori v soustavé 1-oktanol:voda

Hodnota Ko, v soustavé 1-oktanol:voda je definovana jako podil koncentrace
chemické latky (vnasem ptipadé daného inhibitoru) Vnepolarni organické fazi
1-oktanolu a v polarni vodné fazi. Koy je bezrozmérna veli¢ina a obvykle je vyjadiena
Vv logaritmickém tvaru log P. Jeji hodnota zavisi na pH, teploté a iontové sile. Pokud
pusobi dané inhibitory jako 1éCiva, tak hodnoty jejich K,y podavaji informaci o
propustnosti téchto inhibitort pies biologické membrany. Cim vétsi je hodnota Koy, tim
vice je dana latka lipofilni. Rozpustnost 1éCiva Vv tucich tedy zlepSuje jeho prostupnost
pies biologické membrany. Dilezité je ovSem i1 zachovani rozpustnosti ve vodé, nebot’
distribuce na misto ucinku je zprosttedkovana krvi. AvSak pfili§ vysoka rozpustnost ve
vodé zase zpusobuje kratkodobou tGc¢innost 1é¢iva. Proto lékaisky chemik Christopher
Lipinski a jeho kolegové analyzovali fyzikdlné chemické vlastnosti 2000 Iékt se

zdveérem, ze latka bude pravdépodobnéji schopna projit bunéénou membranou a
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hematoencefalickou bariérou se zachovanim si pfijatelné rozpustnosti ve vodé, pokud
vyhovi nasledujicim poZzadavkum tzv. Lipinskému pravidlu 5. Jeji molekulova hmotnost
(M,) je < 500. Jeji Koy tedy log P je < 5. Pocet skupin v molekule schopnych predat
atom vodiku do vodikové vazby, obvykle soucet hydroxylovych a aminovych skupin v
molekule 1€ku, je < 5. A pocet skupin schopnych piijimat vodikové atomy za tvorby
vodikovych vazeb, obvykle soucet atomi kysliku a dusiku, je <10 [84].

Dalsi rozhodujici faktor pro latky, které budou schopné prochazet pies bunécné
membrany a hematoencefalickou bariérou, je polarni povrch molekuly (PSA). PSA je
definovén jako soucet povrchl polarnich atomt v molekule. Obvykle se jednd o atomy
dusiku a kysliku vcetné jejich navazanych atomt vodiku. Jeho rozmér je v A? kde
1A= 10" m. Hodnota PSA < 70 A® by méla byt upiednostiiovana pro zvyseni
pravdépodobnosti propustnosti pfes bunééné membrany a hematoencefalickou bariéru.
Vypocet PSA klasickym zptsobem je vSak velmi ¢asové naro¢ny, nebot je nutné
vytvotit pfiméfeny 3D model struktury molekuly. Proto se pfistoupilo
k tzv. topologickému polarnimu povrchu molekuly (tPSA), ktery je pomérné dobie
odhadnutelny ptimo ze strukturniho vzorce molekuly [84].

Postup

Nejprve bylo k 1,5 ml 1-oktanolu pfidano 10 pl oktanolového roztoku daného
inhibitoru o koncentraci 0,01 M. Poté byla smés intenzivné protfepavana 15 min.
Nasledné byl do kyvety odpipetovan 1 ml této smeési a byla zmétena jeji absorbance na
spektrofotometru s diodovym polem pii vinové délce absorpéniho maxima pro dany
inhibitor. Tak byla ziskana hodnota absorbance, ktera odpovidala 100 % daného
inhibitoru v 1-oktanolu. Méteni byla provedena v duplikatu.

Poté bylo ke smési 1-oktanolu a deionizované vody (pomér 1:1, celkovy objem
3 ml) ptidano 10 ul oktanolového roztoku daného inhibitoru o koncentraci 0,01 M.
Nésledné byla smés intenzivné protfepadvana 15 min a centrifugovana pii 3000 ot./min
po dobu 10 min. Nasledné byl do kyvety odpipetovan 1 ml oktanolové vrstvy a byla
zméfena absorbance pii vilnové délce absorpéniho maxima pro dany inhibitor.
Srovnavacim prostfedim byl vzdy 1-oktanol. Takto byl urCen procentualni obsah
inhibitoru v oktanolové vrstvé (%), a dopoctem do 100 % byl uréen obsah inhibitoru ve
vodné vrstvé 100-(%);. Méfeni byla provedena v duplikatu. Poté byl vypocten Koy
jednotlivych inhibitord v soustavé 1-oktanol:voda podle vztahu:

(%) ¢

K = e——— T
Y 100-(%);  c
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kde c; je koncentrace dané¢ho inhibitoru v 1-oktanolu a c; je koncentrace daného
inhibitoru v deionizované vodé. Nakonec bylo uvazovano o propustnosti jednotlivych
inhibitord pfes biologické membrany z hodnot K,, respektive log P, z hodnot Mr a

tPSA ziskané programem Chemdraw.

3.4 Potenciometrické metody

3.4.1 pH-stat
3.4.1.1 Princip

Tato metoda je zaloZena na kontinualni neutralizaci vznikajici HA odmérnym
roztokem silné zasady. V naSem zapojeni dava automaticky titrator, zapojeny jako
pH-stat, ptikazy automatické byreté k pfidavkim odmérného vodného roztoku KOH o
vhodné koncentraci na zdklad¢ aktudlniho pH reakéni smési sledovaného kontinualné
¢lankem sklenéna-argentochloridova elektroda. Vysledkem je ¢asova zavislost objemu
ptidaného roztoku KOH. Je nutné mit také na paméti, Ze enzym ACHE a dany substrat
musi byt rozpustény v destilované vod¢ a nikoliv v PBS, nebot by dochazelo k
nezadouci neutralizaci pufrem. Méfi se tedy v RS bez pufru. Automaticka metoda
pH-stat je tedy jednou z nejpiesnéjsich a nejpohodInéjsich metod, kde rychlost piidavku
alkalického roztoku pottebného k udrzeni konstantniho pH je umérna aktivité nebo
inhibici CHEs. Tato metoda je pouzitelna pro sledovani hydrolyzy ACH i ATCH [75].

Princip titrani metody je zndzornén na obr. 7.

CHj CHj
| ACHE/H,0 |
CH3—ITI+—CH2—CH2—O—CO—CH3 ———»  CH3-N*—CH,—CH,-OH + H3C—COOH
I
CHa CHs
-+
H;C—COOH + KOH —® H; C—COO K + H,0O

Obrazek 7 Princip titraéni metody stanoveni aktivity/inhibice ACHE [36]

3.4.1.2 Stanoveni ICsg inhibitoru ¢.2 a 6

Nejprve byla zméfena aktivita enzymu ACHE 5 krat spektrofotometricky
Ellmanovou metodou. Nasledovalo méfeni enzymatické reakce bez inhibitoru. Do
dvouplastové naddobky o objemu 50 ml bylo pipetovano takové mnozstvi destilované
vody, aby po pfidani vSech dalsich komponent byl celkovy objem RS 15 ml. V RS bylo
déale obsazeno 3,3 ml KCl a 105 ul 0,1 M ACH. Po vytemperovani reakéni smési na
25 °C byla titratorem provedena pretitrace 0,1 M roztokem KOH pro nastaveni pH na

hodnotu 7,4. V case t=0 byl pfidan takovy objem ACHE, aby jeho aktivita v reak¢ni
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smési byla 0,2 U. Pfidanim odpovidajiciho mnozstvi enzymu byla zahdjena titrace
vznikajici HA roztokem KOH. Enzym byl pipetovan tedy jako posledni, nebot’ jeho
piidanim do RS se startuje reakce. RS byla michéna elektromagnetickym michadlem.
Bylo provedeno méfeni mnozstvi pfidavaného objemu KOH po dobu 15 min
automatickym titratorem. Méfeni byla provedena v duplikatu.

Nasledovalo méfeni enzymatické reakce s inhibitorem. Do dvouplastové
nadobky bylo pipetovano takové mnozstvi destilované vody, aby po pfidani vSech
dalsich komponent byl celkovy objem RS 15 ml. V RS bylo dale obsazeno 3,3 ml KClI,
105 pul 0,1 M ACH a 15, 45, 75 nebo 105 pl 0,01 M inhibitoru ¢. 2 nebo 6. Po
vytemperovani reakéni smési na 25 °C byla titratorem provedena pretitrace 0,1 M
roztokem KOH pro nastaveni pH na hodnotu 7,4. V ¢ase t=0 byl ptidan takovy objem
ACHE, aby jeho aktivita v reak¢ni smési byla 0,2 U. Pfidanim odpovidajiciho mnozstvi
enzymu byla zahdjena titrace vznikajici HA roztokem KOH. Enzym byl pipetovan tedy
jako posledni, nebot’ jeho pfidanim do RS se startuje reakce. RS byla michana
elektromagnetickym michadlem. Bylo provedeno méteni mnozstvi piidavaného objemu
KOH po dobu 15 min automatickym titratorem. M¢éteni byla provedena v duplikatu.
Inhibitory ¢. 2 a 6 byly zvoleny jako zastupci nehalogenovaného a halogenovaného
derivatu.

Z namétenych hodnot mnozstvi piidavaného objemu byly nejprve zjistény
rychlosti jednotlivych neinhibovanych a inhibovanych reakci. Rychlost reakce je tedy
déana rovnici:

v="T[mlfs]
kde v je reakéni rychlost, V je mnozstvi pfidavaného objemu, t ¢as v sekundach. Poté
byly sestrojeny zavislosti vo/v; vs. [I], kde vq je rychlost reakce bez inhibitoru, v; je
rychlost reakce s inhibitorem a [I] je molarni koncentrace inhibitoru. Z rovnice linearni
regrese byly nakonec urceny hodnoty ICsp. Stanoveni rychlosti neinhibované a

inhibované reakce bylo provedeno vzdy nejméné 2 krat.

3.4.1.3 Stanoveni kinetickych parametri ACHE neinhibované reakce

Nejprve byla zméfena aktivita enzymu ACHE 5 krat spektrofotometricky
Ellmanovou metodou. Nasledovalo méfeni enzymatické reakce bez inhibitoru stejnym
postupem jako u stanoveni ICsy (viz kapitola 3.4.1.2) stim rozdilem, ze byl ménén
pipetovany objem ACH. Do dvouplastové nadobky bylo tedy pipetovano 15, 45, 75,
105, 150, 450 nebo 750 ul 0,1 M ACH (a s tim se ménil i objem destilované vody, aby
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vysledny objem RS po pfidani vSech komponent byl vzdy 15 ml). Bylo provedeno
méfeni mnozstvi pfiddvaného objemu KOH po dobu 15 min automatickym titratorem.
Meéfeni byla provedena v duplikatu.

Z naméfenych hodnot mnozstvi pfiddvaného objemu byly nejprve zjistény
rychlosti jednotlivych neinhibovanych reakci. Poté byly sestrojeny zavislosti
1/vvs. 1/[S], kde v je rychlost reakce a [S] je koncentrace substratu v RS. Vynosem
reciprokych hodnot reakénich rychlosti neinhibované reakce a koncentraci substratu
V RS byly nakonec zjistény kinetické parametry Ky @ Vi neinhibovanych reakei podle
linearizované rovnice Michaelis-Mentenové. Kinetické parametry inhibované reakce se

nestanovovaly.

3.5 Elektrochemické senzory
3.5.1 Square wave voltametrie
3.5.1.1 Princip

Elektrochemické senzory zalozené na hydrolyze ATCH a nasledné oxidaci
thiocholinu aplikovanym napétim jsou pomérné bézné. Napéti je aplikovano bud’
v pulsech (pak se jedna napf. o square wave voltametrii nebo diferenéni pulzni
voltametrii) nebo muze byt napéti také aplikovano linearné (pak se jednd napf. o
cyklickou voltametrii nebo linearni voltametrii). Pokud je aplikované napéti konstantni,
jedna se o amperometrii. Oxidaci thiocholinu lze tedy snadno méfit amperometricky, ale
I voltametricky. Amperometrické stanoveni oxidované formy thiocholinu je jiz popsano
v kapitole 1.2.4. V ptipad¢ stanoveni oxidované formy thiocholinu voltametricky napf.
metodou square wave voltametrie dochazi k oxidaci thiocholinu na platinové pracovni
elektrod¢ pii aplikovaném napéti v rozmezi 0-1 V proti Ag/AgCI referenéni elektrodé.
MEéii se tedy proud za méniciho se potencidlu. Maximalni proudova odezva oxidované
formy thiocholinu je zaznamenavana pti 700 mV [85]. Dale je nutno podotknout, ze
V tomto pfipad€ je enzym obsaZen v RS nikoliv imobilizovan na sitotiskovém senzoru.
Po hydrolyze ATCH enzymem, ktery je obsazen v RS, a nasledné oxidaci thiocholinu
aplikovanym napétim, je proudova odezva zpracovana pievodnikem. Fyzikalné
chemicky prevodnik je elektrochemicky a ptredstavuji ho elektrody, které jsou vytisténé
na povrch senzoru. V posledni fadé je signal detekovan potenciostatem. Princip
stanoveni oxidované formy thiocholinu amperometricky, ale i1 voltametricky je

znazornén na obr. 8.
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CHs CHs
| ACHE/H,0 |
CH3—lil+—CH2—CH2—S—CO—CH3 ——————  CH;-N*—CH,—CH,—SH + HsC—COO" + H*
|

CHj CHs
s U s THs
2 CHa—r}r—CHz—CHZ—SH T» CH3—lil"—CHZ—CHz—S—S—CH2—CH2—ITI+—CH3 + 2H*
- e_
CHj CH; CHs

Obrazek 8 Reak¢ni schéma vystihujici princip stanoveni aktivity/inhibice ACHE
elektrochemicky s vyuzitim mono-enzymatického systému a substratu ATCH [85].
U - aplikované napéti

3.5.1.2 Stanoveni ICsg inhibitoru ¢.2 a 6

Nejprve byla zméfena aktivita enzymu ACHE 5 krat spektrofotometricky
Ellmanovou metodou. Nasledovalo méfeni enzymatické reakce bez inhibitoru. Do
plastové kyvety o objemu 1,5 ml bylo pipetovano takové mnozstvi PBS, aby po piidani
vSech dalsich komponent byl celkovy objem v RS 550 ul. V RS bylo dale obsazeno 11,
22, 33 nebo 44 pul 0,001 M ATCHI za ucelem zachovani stejné koncentrace substratu
v RS jako u Ellmanovy metody. Avsak hodnoty vysky piku proudové odezvy téchto
objemil substratu byly tak malé, Ze by se z nich velmi Spatn& zpracovéavaly vysledky.
Proto byly zvoleny jiné objemy substratu pro lepsi zpracovani vysledkt. V RS bylo tedy
dale obsazeno 30, 40, 55 nebo 83 ul 0,1 M ATCHI a takové mnozstvi enzymu, aby jeho
aktivita v RS byla 0,5 U. Enzym byl pipetovan jako posledni, nebot’ jeho ptidanim do
RS se startuje reakce. Po 5 min inkubaci byl do kyvety vloZzen sitotiskovy
elektrochemicky senzor a bylo provedeno méfeni proudu za méniciho se potencidlu
vrozmezi 0-1 V svlnovou frekvenci 1 Hz a amplitudou 0,01 V po dobu 180 s.
Nameéfena data byla sbirana po 0,005 V. Maximalni proudova odezva oxidované formy
thiocholinu byla zaznamenavana pti 700 mV. Méfeni byla provedena v duplikatu.

Nasledovalo méteni enzymatické reakce s inhibitorem. Do plastové kyvety bylo
pipetovano takové mnozstvi PBS, aby po pfidani vSech dalSich komponent byl celkovy
objem v RS 550 ul. V RS bylo dale obsazeno 30, 40, 55 nebo 83 ul 0,1 M ATCHI. Pti
kazdém davkovaném objemu ATCHI bylo pipetovano 3, 5,5; 8,5 nebo 11 ul 0,001 M
inhibitoru ¢. 2 za ucelem zachovani stejné koncentrace inhibitoru v RS jako u
Ellmanovy metody. Avsak pii téchto davkovanych objemech inhibitoru, nedochazelo
téméf k Zadnému poklesu hodnot vysky piku proudové odezvy. Proto byly zvoleny jiné
objemy inhibitoru. Pfi kazdém davkovaném objemu ATCHI bylo tedy pipetovano 27,5;
55 nebo 110 pl 0,001 M inhibitoru ¢. 2 nebo 6. V RS bylo dale obsazeno takové
mnozstvi enzymu, aby jeho aktivita VRS byla 0,5 U. Enzym byl pipetovan jako
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posledni, nebot’ jeho pfidanim do RS se startuje reakce. Po 5 min inkubaci byl do
kyvety vlozen sitotiskovy elektrochemicky senzor a bylo provedeno méfeni proudu za
meéniciho se potencialu vV rozmezi 0-1 V s vinovou frekvenci 1 Hz a amplitudou 0,01 V
po dobu 180 s. Namétena data byla sbirana po 0,005 V. Maximalni proudova odezva
oxidované formy thiocholinu byla zaznamenavana pii 700 mV. Méteni byla provedena
V duplikatu. Inhibitory ¢. 2 a 6 byly zvoleny jako zéstupci nehalogenovaného a
halogenovaného derivatu.

Z naméienych hodnot vysky piku proudové odezvy oxidované formy thiocholinu,
byly sestrojeny zavislosti Io/l; vs. [I], kde Iy je velikost vysky piku proudové odezvy
produktu dithiocholinu enzymatické reakce bez inhibitoru, I; je velikost vysky piku
proudové odezvy produktu dithiocholinu enzymatické reakce s inhibitorem a [I] je
molarni koncentrace inhibitoru. Z rovnice linearni regrese byly nakonec uréeny hodnoty

ICs0, nebot’ hodnoty vysky piku proudové odezvy jsou imérné reakéni rychlosti.

3.5.1.3 Stanoveni kinetickych parametri ACHE neinhibované reakce

Nejprve byla zméfena aktivita enzymu ACHE 5 krat spektrofotometricky
Ellmanovou metodou. Nasledovalo méfeni enzymatické reakce bez inhibitoru stejnym
postupem jako u stanoveni ICsy (viz kapitola 3.5.1.2) s tim rozdilem, ze byly pouzity
rizné pipetované objemy danych substratii. Do kyvety bylo tedy pipetovano 30, 40
nebo 55 ul 0,1 M ATCHI, ATCHCI nebo BTCHI a 14 nebo 28 pl 1 M ATCHI nebo
ATCHCI a 28 nebo 55 pul 0,5 M BTCHI (a s tim se ménil i objem PBS, aby vysledny
objem RS po pfidani vSech komponent byl vzdy 550 ul). Po 5 min inkubaci byl do
kyvety vlozen sitotiskovy elektrochemicky senzor a bylo provedeno méfeni proudu za
meéniciho se potencialu v rozmezi 0-1 V s vinovou frekvenci 1 Hz a amplitudou 0,01 V
po dobu 180 s. Naméfena data byla sbirana po 0,005 V. Maximalni proudova odezva
oxidované formy thiocholinu byla zaznamenavana pti 700 mV. Méfeni byla provedena
Vv duplikatu.

Z namé&fenych hodnot vysky piku proudové odezvy oxidované formy thiocholinu
neinhibované reakce, byly sestrojeny zavislosti 1/1 vs. 1/[S], kde I je velikost vysky piku
proudové odezvy produktu dithiocholinu a [S] je koncentrace substratu v RS. Vynosem
reciprokych hodnot vysky piku proudové odezvy neinhibované reakce a koncentraci
substratu v RS byly nakonec zjistény kinetické parametry Ky @ Vi, podle linearizované
rovnice Michaelis-Mentenové, nebot” hodnoty vysky piku proudové odezvy odpovidaji

reakcni rychlosti.
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4 VYSLEDKY
4.1 Spektrofotometrické metody
4.1.1 Ellmanova metoda
4.1.1.1 Stanoveni enzymové aktivity ACHE

Aktivita enzymu ACHE byla vzdy zmétena nejméné 5 krat. Z namétenych hodnot
absorbance byly nejprve sestrojeny zavislosti absorbance A na case t. Pfiklad pfimkové
zavislosti absorbance A na Case t pro stanoveni aktivity enzymu ACHE je zobrazen v
Grafu 1. Poté byly zavislosti prolozeny linearni spojnici trendu a byly zobrazeny
rovnice linearni regrese. Pomoci téchto rovnic a piepocitavaciho faktoru 17,67 byly
vypocteny enzymové aktivity ACHE za casovy tsek t 60 s (viz kapitola 3.3.1.2).
Priklad vypoctu aktivity enzymu AEacHe je ukazan nize. Naméfené hodnoty aktivity
enzymu byly poté zprimérovany. Tyto zprimérované hodnoty aktivity enzymu byly
povazovany za aktualni aktivitu enzymu AE,cyg. Nasledng bylo vypo&teno mnozstvi
enzymu, které bylo pipetovano do RS, aby jeho aktivita v RS byla 0,2 U nebo 0,5 U pro
stanoveni ICsg nebo kinetickych parametri ACHE (dle pouzit¢é metody). Ptiklad
vypoctu takového mnozstvi enzymu Vacpe, aby jeho aktivita v RS o objemu 2 ml Vgs

byla 0,2 U, je ukazan nize.

2,5
2 -
1,5 4
<
1 - y = 0,0486x + 0,0785
R2=0,9985
0,5 A
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
t(s)

Graf 1 Priklad zavislosti absorbance A na Case t pii stanoveni aktivity ACHE
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Vypocet aktivity ACHE pro zavislost A vs. t (viz graf 1)
X=t=60s

y =0,0486 - x +0,0785
y=10,0486 - 60 + 0,0785 = 2,9945

AExcup =y " 17,67 (U)
AEACHE = 2,9945 . 17,67 =52,9128 U

Vypocet mnoZstvi enzymu Vacne, aby jeho aktivitav RS byla 0,2 U

Vgs =2 ml
EACHE = 53,2758 U

0,2

Vache = 55— Vrs (1)

02
VAcHE = 532758 2=75ul

4.1.1.2 Stanoveni ICs, testovanych inhibitori a standardi rivastigminu a
galantaminu

Hodnota ICsp byla stanovovana pro inhibitory ¢. 1-7 a pro standardy rivastigmin a
galantamin vzdy 2 krat. Znaméfenych hodnot absorbance byly nejprve zjistény
rychlosti neinhibované a inhibované reakce a byly vypocteny jejich poméry (viz
kapitola 3.3.1.3). Rychlost neinhibované reakce byla zprimérovana min. z 2 méfeni.
Rychlost inhibované reakce byla méfena vzdy 2 krat pro kazdé ddvkované mnoZstvi
testovaného inhibitoru a standardu. Poté byly sestrojeny zavislosti vo/v; vs. [I], kde vq je
rychlost reakce bez inhibitoru, v; je rychlost reakce s inhibitorem a [I] je molarni
koncentrace inhibitoru. Nasledné byly zavislosti prolozeny linearni spojnici trendu a
byly zobrazeny rovnice linearni regrese. Piiklad pifimkové zavislosti poméru rychlosti
neinhibované a inhibované reakce vo/Vi na koncentraci inhibitoru [I] pro stanoveni ICsy
inhibitoru ¢. 1 je zobrazen v Grafu 2. Z takto ziskanych piimek, prochazejicich body
(0;1) tedy ([1] ; Vvo/Vi), 1ze odecist po zobrazeni rovnic linearni regrese pro vo/Vi = 2
hodnotu ICsp. Pfiklad vypoc¢tu hodnoty ICsy pro inhibitor ¢. 1 je ukazan nize. Hodnoty
ICsp jednotlivych inhibitord a standardi byly poté zprimérovany a vyjadieny jako
hodnoty se smérodatnou odchylkou. Hodnoty ICsy inhibitort ¢. 1-7 a standardi

rivastigminu a galantaminu jsou uvedeny v Tabulce 2.
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Graf 2 Ptiklad zavislosti poméru rychlosti neinhibované a inhibované reakce vo/Vv; na
koncentraci inhibitoru [l]

Vy¥pocet hodnoty ICs, (viz graf 2)

y=2
-0,9807
x=[Il,= = (M)
2-0,9807
x=[Il, = =5~ =79.764 uM

Tabulka 2 Hodnoty ICsg inhibitorti ¢. 1-7 a standardt rivastigminu a galantaminu

Inhibitor ¢&. ICs0 (LM)
1 81,68 + 1,91
2 81,71+ 0,78
3 79,08 £ 1,74
4 112,98 + 3,94
) 66,02 + 1,83
6 77,29 + 0,63
7 48,10 + 0,87

rivastigmin 45,11 + 0,97

galantamin 2,33 +0,02
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4.1.1.3 Stanoveni kinetickych parametri ACHE neinhibované a inhibované
reakce a uréeni K, testovaného inhibitoru

Nejprve byly stanovovany kinetické parametry ACHE neinhibované reakce u
substratu ATCHI, ATCHCI a BTCHI. Z naméfenych hodnot absorbance byly nejprve
zjistény rychlosti neinhibované reakce a byly vypocteny jejich prevracené hodnoty (viz
kapitola 3.3.1.4). Pievracené hodnoty rychlosti neinhibovanych reakci byly
zpriméerovany min. z 2 méieni se smérodatnou odchylkou SD < 0,9 u substratu ATCHI,
SD < 0,5 u substratu ATCHCl a SD < 115 u substratu BTCHI. Poté byly stanovovany i
kinetické parametry ACHE inhibované reakce s inhibitorem ¢. 2 a 6. Substrat pro
ACHE byl pouzit ATCHI. Z namé&fenych hodnot absorbance byly nejprve zjistény
rychlosti inhibované reakce a byly vypoéteny jejich pievracené hodnoty (viz kapitola
3.3.1.4). Prevracené¢ hodnoty rychlosti neinhibovanych a inhibovanych reakci byly
zpruméerovany min. z 2 méteni se smérodatnou odchylkou SD < 6 u inhibitoru €. 2 a
SD <9 u inhibitoru ¢. 6.

Poté byly sestrojeny zavislosti 1/v vs. 1/[S], kde v je rychlost reakce a [S] je
koncentrace substratu v RS. Ptiklad zavislosti reciprokych hodnot reakéni rychlosti 1/v
a koncentraci substratu 1/[S] v RS pro stanoveni kinetickych parametrti neinhibované
reakce u substratu ATCHI je zobrazen v Grafu 3, u substratu ATCHCI je zobrazen
v Grafu 4 a u substratu BTCHI je zobrazen v Grafu 5. Nasledné¢ byly zavislosti
proloZeny linedrni spojnici trendu a byly zobrazeny rovnice linedrni regrese, které
odpovidaji linearizované rovnici Michaelis-Mentenové, Z takto ziskanych piimek lze
tedy odecist hodnoty Ky a Vp neinhibované reakce. Piiklad vypoctu kinetickych
parametru Ky a Vi, neinhibované reakce u substratu ATCHI je ukazan nize. Hodnoty
kinetickych parametrii Ky @ Vi, neinhibované reakce u substratu ATCHI, ATCHCI a
BTCHI jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Graf 3 Priklad zavislosti reciprokych hodnot reakéni rychlosti 1/v a koncentraci substratu 1/[S]
V RS u substratu ATCHI
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Graf 4 Piiklad zavislosti reciprokych hodnot reakéni rychlosti 1/v a koncentraci substratu 1/[S]
V RS u substratu ATCHCI
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Graf 5 Ptiklad zavislosti reciprokych hodnot reakéni rychlosti 1/v a koncentraci substratu 1/[S]
v RS u substratu BTCHI

Vypocet kinetickych parametrii Ky, a \V, neinhibované reakce u substratu ATCHI (viz

graf 3)
1 Ky o 1

vV Vm [S] Vi
=0,0028 - x +4,3199
=0,0028 -

[S]

<l =<

=4,3199

1
m - 43199

<|_

m

=0,2315s™

<

I;M
M= 2
v~ 0.0028

m

+4,3199

Ky =0,0028 - V,,=0,0028 - 0,2315 = 0,6482 mM

Tabulka 3 Hodnoty kinetickych parametrti Ky @ Vi, neinhibované reakce

Substrat | Ky (MM) | Vi (s7)
ATCHI | 0,6482 | 0,2315

ATCHCI | 0,9905 | 0,3415
BTCHI | 0,4399 | 0,000254
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Priklad zévislosti reciprokych hodnot reakéni rychlosti 1/v a koncentraci substratu
1/[S] VRS pro stanoveni kinetickych parametri inhibované reakce pii konstantnich
koncentracich inhibitoru [I] €. 2 je zobrazen v Grafu 6 a pfi konstantnich koncentracich
inhibitoru [I] ¢. 6 je zobrazen v Grafu 7. Nasledné byly zavislosti prolozeny linearni
spojnici trendu a byly zobrazeny rovnice linearni regrese, které odpovidaji linearizované
rovnici Michaelis-Mentenové Z takto ziskanych piimek lze tedy rovnéZz odeéist hodnoty
Kwm @ Vi inhibované reakce. Za ucelem urceni typu inhibice byly porovnavany hodnoty
Km @ Vm neinhibovanych a inhibovanych reakci. Pro usnadnéni byly vypocteny i
poméry téchto kinetickych parametrti Ky/Vy,. Hodnoty kinetickych parametrit Ky a Vi
inhibované reakce inhibitorem ¢. 2 jsou uvedeny v Tabulce 4 a inhibitorem ¢. 6 jsou

uvedeny v Tabulce 5.

225 -
175 -
125 -
D (1
2 20 uM
- 15 uM
75 - S
e 10 uM
e 0 uM
25 -
r / T T T T T 1
-5,00 5% | 5,00E+03 1,50E+04 250E+04 3,50E+04 4,50E+04 550E+04
1/[S] (M)

Graf 6 Priklad zavislosti reciprokych hodnot reakéni rychlosti 1/v a koncentraci substratu 1/[S]
v RS pfi konstantnich koncentracich inhibitoru [I] ¢. 2

Tabulka 4 Hodnoty kinetickych parametrti Ky a V,, inhibované reakce (inhibitor ¢. 2)

0] (M) | Ku(MmM) | Vi (sY) Km/Vim
20 0,5337 0,14 3,90
15 0,5512 0,15 3,60
10 0,6597 0,20 3,30

0 0,6482 0,23 2,80
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Graf 7 Ptiklad zavislosti reciprokych hodnot reakéni rychlosti 1/v a koncentraci substratu 1/[S]
v RS pii konstantnich koncentracich inhibitoru [I] €. 6

Tabulka 5 Hodnoty kinetickych parametrti Ky a Vi, inhibované reakce (inhibitor ¢. 6)

01 (M) | Ku(mM) | Vi(s) Km/Vim
20 0,5995 0,14 4,20
10 0,6765 0,17 3,90

5 0,6954 0,20 3,40
0 0,6482 0,23 2,80

Nakonec byly sestrojeny zavislosti 1/v vs. [I] pii konstantnich koncentracich
substratu [S], kde v je rychlost reakce a [I] je koncentrace inhibitoru v RS (viz kapitola
3.3.1.4). Piiklad zavislosti reciprokych hodnot reak¢ni rychlosti 1/v na koncentraci
inhibitoru [I] v RS pii konstantnich koncentracich substratu [S] pro stanoveni K|
inhibitoru €. 2 je zobrazen v Grafu § a inhibitoru ¢. 6 je zobrazen v Grafu 9. Prusecikem
piimek zavislosti byly ur¢eny hodnoty K a z tvaru zavislosti byl uvazovan typ inhibice.

Hodnoty K| inhibitoru ¢. 2 a 6 jsou uvedeny v Tabulce 6.
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Graf 8 Ptiklad zavislosti reciprokych hodnot reakéni rychlosti 1/v na koncentraci inhibitoru [I]
¢. 2 v RS pfi konstantnich koncentracich substratu [S]

250 ~
200 - o
150 [S]
e 20 uM
\;3, 100 1 ° e 40 uM
5 60 uM
80 uM
K|
-60 %40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40
-50 -
[1] (nM)

Graf 9 Ptiklad zavislosti reciprokych hodnot reak¢ni rychlosti 1/v na koncentraci inhibitoru [I]
¢. 6 v RS pfi konstantnich koncentracich substratu [S]

Tabulka 6 Hodnoty K; inhibitora ¢. 2 a 6

Inhibitor ¢. K, (uM)
2 54
6 46
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4.1.2 Stanoveni K,, testovanych inhibitoru v soustavé 1-oktanol:voda
Hodnota Ko, byla stanovovana pro inhibitory ¢. 1-7 vzdy 2 krat. Nejprve byly
zmé&feny hodnoty absorbance, které odpovidaly 100 % daného inhibitoru v 1-oktanolu.
Poté¢ byly zméfeny hodnoty absorbance, které odpovidaly procentudlnimu obsahu
inhibitoru v oktanolové vrstvé v soustavé 1-oktanol:voda. Nasledné byly dopoétem do
100 % urc¢eny hodnoty absorbance inhibitoru ve vodné vrstvé. Nakonec byly vypocteny
hodnoty Koy jednotlivych inhibitorti v soustavé 1-oktanol:voda (viz kapitola 3.3.2).
Hodnoty K,y jednotlivych inhibitord byly poté zprimérovany a vyjadieny jako hodnoty
se smérodatnou odchylkou. Hodnoty K,y inhibitord ¢. 1-7 jsou uvedeny v Tabulce 7
jako hodnoty log P. Tyto hodnoty K, ziskané zexperimentu jsou porovnavany
s hodnotami K, ziskané pomoci programu Chemdraw a Chemsketch. V tabulce jsou
zahrnuty i M testovanych inhibitorti a tPSA ziskané pomoci programu Chemdraw. Tyto
udaje byly spolecné uvazovany jako 0 schopnosti latek prestupovat pies biologické

membrany (viz kapitola 3.3.2).

Tabulka 7 Hodnoty Ky, M, a tPSA testovanych inhibitora

M, Kow Kow Kow tPSA (Az)
Inhibitor (log P) (log P) (log P)
¢. (Chemdraw) | (Chemdraw) | (Chemsketch) | (experiment) | (Chemdraw)
1 284,31 -0,08 1,72 2,23 +0,33 58,64
2 312,36 0,98 2,78 3,01+£0,33 58,64
3 408,45 3,31 5,16 5,06 + 0,59 58,64
4 346,38 1,83 3,41 2,90 +0,59 58,64
5 415,27 5,79 5,53 5,42 +0,83 58,64
6 459,72 5,94 5,90 5,81+0,76 58,64
7 398,81 5,22 5,18 2,25+0,76 58,64

4.2 Potenciometrické metody
4.2.1 pH-stat
4.2.1.1 Stanoveni ICsg inhibitoru ¢.2 a 6
Hodnota ICs, byla stanovovana pro inhibitory ¢. 2 a 6 vzdy 2 krat. Z naméfenych
hodnot mnozstvi pridavaného objemu KOH byly nejprve zjistény rychlosti

neinhibované a inhibované reakce a byly vypocteny jejich poméry (viz kapitola 3.4.1.2).
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Rychlost neinhibované reakce byla zprimérovana min. z 2 méfeni. Rychlost inhibované
reakce byla méfena vzdy 2 krat pro kazdé davkované mnozstvi testovaného inhibitoru.
Poté byly sestrojeny zavislosti vo/Vv; vs. [I], kde vq je rychlost reakce bez inhibitoru, v; je
rychlost reakce s inhibitorem a [I] je molarni koncentrace inhibitoru. Nasledné byly
zavislosti prolozeny linearni spojnici trendu a byla zobrazena rovnice linearni regrese.
Piiklad ptimkové zavislosti poméru rychlosti neinhibované a inhibované reakce vo/v; na
koncentraci inhibitoru [I] pro stanoveni ICs inhibitoru ¢. 2 je zobrazen v Grafu 10 a
inhibitoru ¢. 6 v Grafu 11. Z takto ziskanych pfimek, prochazejicich body (0;1) tedy
([17; volvi), 1ze odecist po zobrazeni rovnic linearni regrese pro vo/v; = 2 hodnotu 1Csp.
Hodnoty ICsp inhibitoru ¢. 2 nebo 6 byly poté zprimérovany a vyjadieny jako hodnoty
se smérodatnou odchylkou. Hodnoty ICsy inhibitord ¢. 2 a 6 a jsou uvedeny
v Tabulce 8.

2 -
1,8 A
1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4 -
0,2 -

0 T T T 1
0,00E+00 2,00E-05 4,00E-05 6,00E-05 8,00E-05
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y = 10444x + 1,0348
R>=0,9796

VolV;

Graf 10 Priklad zavislosti poméra rychlosti neinhibované a inhibované reakce vo/v; na
koncentraci inhibitoru [1] ¢. 2
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Graf 11 Piiklad zavislosti poméra rychlosti neinhibované a inhibované reakce vo/v; ha
koncentraci inhibitoru [1] €. 6

Tabulka 8 Hodnoty ICsg inhibitorti €. 2 a 6

Inhibitor ¢. 1Cs0 (UM)
2 97,20 £ 4,79
6 126,62 + 7,04

4.2.1.2 Stanoveni kinetickych parametri ACHE neinhibované reakce

Nejprve byly stanovovany kinetické parametry ACHE neinhibované reakce u
substratu ACH. Z namétenych hodnot mnozstvi ptidavaného objemu KOH byly nejprve
zjistény rychlosti neinhibované reakce a byly vypocteny jejich pfevracené hodnoty (viz
kapitola 3.4.1.3). Prevracené hodnoty rychlosti neinhibovanych reakci byly
zprimérovany min. z 2 méteni se smerodatnou odchylkou SD < 775 u substratu ACH.

Poté byly sestrojeny zavislosti 1/v vs. 1/[S], kde v je rychlost reakce a [S] je
koncentrace substratu v RS. Priklad zavislosti reciprokych hodnot reakéni rychlosti 1/v
a koncentraci substratu 1/[S] v RS pro stanoveni kinetickych parametrii neinhibované
reakce u substratu ACH je zobrazen v Grafu 12. Nasledné byly zavislosti prolozeny
linedrni spojnici trendu a byly zobrazeny rovnice linearni regrese, které odpovidaji
linearizované rovnici Michaelis-Mentenové Z takto ziskanych pfimek lze tedy odecist
hodnoty Ky a Vi neinhibované reakce. Hodnoty kinetickych parametri Ky a Vi

neinhibované reakce u substratu ACH jsou uvedeny v Tabulce 9.

63



8000 -
7000 -
6000 -
5000 -

4000 -

y =0,4732x + 2373,3
R*=0,9954

1iv (s/ml)

3000 -

1000 -

O
U

i%%%% 3 4,00E+03 9,00E+03 1,40E+04
U[S] (ML)

-6,00E+03 -1

Graf 12 Priklad zavislosti reciprokych hodnot reakéni rychlosti 1/v a koncentraci substratu 1/[S]
u substratu ACH

Tabulka 9 Hodnoty kinetickych parametrit Ky a Vi, neinhibované reakce ACH

Substrat Km (mM) Vm (Ml/s)
ACH 0,19940 4213510

4.3 Elektrochemické senzory
4.3.1 Square wave voltametrie
4.3.1.1 Stanoveni ICx inhibitorué.2 a 6

Hodnota ICs, byla stanovovana pro inhibitory ¢. 2 a 6 vzdy 2 krat.
Z naméienych hodnot vysky piku proudové odezvy oxidované formy thiocholinu, které
jsou umérné reakénim rychlostem neinhibované a inhibované reakce, byly nejprve
vypocteny jejich poméry (viz kapitola 3.5.1.2). Rychlost neinhibované a inhibované
reakce byla zprimérovana min. z 2. Rychlost inhibované reakce byla méfena vzdy
2 krat pro kazdé davkované mmnozstvi testovaného inhibitoru. Poté byly sestrojeny
zavislosti lo/l; vs. [I], kde Iy je velikost vysky piku proudové odezvy produktu
dithiocholinu enzymatické reakce bez inhibitoru, I; je velikost vysky piku proudové
odezvy produktu dithiocholinu enzymatické reakce s inhibitorem a [I] je molarni
koncentrace inhibitoru. Nasledné byly zavislosti proloZeny linearni spojnici trendu a
byly zobrazeny rovnice linearni regrese. Z takto ziskanych ptimek, prochazejicich body
(0;1) tedy ([I] ; lo/li), 1ze odecist po zobrazeni rovnic linearni regrese pro Io/li = 2

hodnotu ICsp. Avsak hodnoty ICsy inhibitori ¢. 2 a 6 byly pii vSech testovanych
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koncentracich substratu vétsi jak 500 uM. Vyuziti elektrochemickych senzorti tedy neni

vhodné pro testovani ICsp zvolenych inhibitort.

4.3.1.2 Stanoveni kinetickych parametric ACHE neinhibované reakce

Nejprve byly stanovovany kinetické parametry ACHE neinhibované reakce u
substratu ATCHI a BTCHI. Z namétenych hodnot vysky piku proudové odezvy
oxidované formy thiocholinu, které¢ jsou imérné reakénim rychlostem neinhibované
reakce, byly vypocteny jejich ptrevracené hodnoty (viz kapitola 3.5.1.3). Pievracené
hodnoty vysky piku proudové odezvy neinhibovanych reakci byly zprimérovany min. z
2 méteni se smérodatnou odchylkou SD < 0,006 u substratu ATCHI a SD < 0,003 u
substratu BTCHI.

Poté byly sestrojeny zavislosti 1/1 vs. 1/[S], kde | je velikost vysky piku proudové
odezvy produktu dithiocholinu a [S] je koncentrace substratu v RS. Ptiklad zavislosti
reciprokych hodnot vysky piku proudové odezvy 1/I a koncentraci substratu 1/[S] v RS
pro stanoveni kinetickych parametrii neinhibované reakce u substratu ATCHI je
zobrazen v Grafu 13 a u substratu BTCHI je zobrazen v Grafu 14. Nasledné byly
zavislosti prolozeny linearni spojnici trendu a byly zobrazeny rovnice linearni regrese,
které odpovidaji linearizované rovnici Michaelis-Mentenové. Z takto ziskanych pfimek
Ize tedy odecist hodnoty Ky a Vi, neinhibované reakce. Hodnoty kinetickych parametrti
Km @ Vi neinhibované reakce u substratu ATCHI a BTCHI jsou uvedeny v Tabulce 10.
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Graf 13 Ptiklad zavislosti reciprokych hodnot vysky piku proudové odezvy 1/ a koncentraci
substratu 1/[S] u substratu ATCHI
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Graf 14 Piiklad zavislosti reciprokych hodnot vysky piku proudové odezvy 1/ a koncentraci
substratu 1/[S] u substratu BTCHI

Tabulka 10 Hodnoty kinetickych parametri Ky a Vi, neinhibované reakce

Substrat Km (M) Vi (LA)
ATCHI 0,1395 116,2791
BTCHI 0,1402 93,4579
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5 DISKUZE

Je znamo, ze ACHE hydrolyzuje sviij pfirozeny substrat ACH s mnohem vyssi
afinitou a s mnohem vétsi rychlosti nez BCH. Tento fakt plati i pro umélé substraty
estert thiocholinu, nebot’ hodnota Vi, substratu ATCHI &ini 0,2315 s™, ATCHCI &ini
0,3415 s a BTCHI ¢&ini 0,000254 s™. Prekvapujici jsou viak hodnoty Ky, nebot u
ATCHI je hodnota Ky 0,6482 mM, u ATCHCI je 0,9905 mM a u BTCHI je
0,4399 mM.

Dale byly ur€eny kinetické parametry inhibované reakce ACHE u substratu
ATCHI karbamatovym inhibitorem ¢. 2 a 6. Jednalo se o zastupce nehalogenovaného a
halogenovaného derivatu. U obou inhibitorti se hodnota Ky inhibované reakce bud’
zvySovala, nebo snizovala vV porovnani s hodnotou Ky neinhibované reakce. Hodnota
Vm inhibované reakce se vzdy snizovala Vv porovnani s hodnotou Vp, neinhibované
reakce. Mohlo by se tedy jednat o smiSenou inhibici, viz graf 6 a tab. 4 pro inhibitor €. 2
a viz graf 7 a tab. 5 pro inhibitor ¢. 6. AvSak hodnoty Ky inhibované reakce se
snizovaly nebo zvySovaly od neinhibované reakce vice méné nepatrn€. Po sestrojeni
Dixonova vynosu se ptimky zavislosti u obou inhibitorti protinaly téméf na ose x, Viz
graf 8 a 9. Mohlo by se tedy jednat i o nekompetitivni inhibici.

Dale byly stanoveny hodnoty ICsy karbamatovych inhibitora ¢. 1-7, viz tab. 2.
Hodnoty ICsp zminénych inhibitord se pohybovaly v rozmezi 48-113 uM. Nejsilngjsi
inhibitor je tedy inhibitor ¢. 7 s hodnotou ICsq 48,10 £ 0,87 uM, ktery ma ve své
struktufe zabudovany fluor. Nejslabsi inhibitor je inhibitor ¢. 4 s hodnotou ICs
112,98 + 3,94 uM, ktery patfi mezi nehalogenované derivaty. Jako standardy byly
pouzity karbamatovy inhibitor rivastigmin a alkaloid galantamin, které se podavaji
pacientim s AD. Jejich ICsp ¢ini 45,11 £ 0,97 uM u rivastigminu a 2,33 + 0,02 uM u
galantaminu. Galantamin je tedy silnéj$i inhibitor neZ rivastigmin. AvSak ani jeden
Z testovanych inhibitorti ¢. 1-7 neni G¢innéj8i neZ rivastigmin a uZ vibec ne nez
galantamin. Tyto dva standardy méfené za stejnych podminek jako v této praci jsou
uvedeny v publikaci Kratky a spol., kde hodnota ICsy pro rivastigmin je
56,10 + 1,41 uM a pro galantamin je 1,54 + 0,02 uM [86]. Pokud by se ptihlizelo
K hodnoté ICsy rivastigminu uvedené v publikaci Kratky a spol., tak testovany
karbamatovy inhibitor ¢. 7 by byl jako jediny u¢inngjsi nez zminény rivastigmin. Jako
dalsi parametr popisujici interakci mezi enzymem a inhibitorem, ktery byl stanovovan,

je hodnota K. Hodnota K; u inhibitoru ¢. 2 je 54 uM a u inhibitoru ¢. 6 je 46 uM.
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V porovnani s hodnotou 1Csp, ma inhibitor ¢. 2 hodnotu ICsy kolem 82 puM a inhibitor
¢. 6 kolem 77 uM. Inhibitor €. 6 je tedy nejen G¢inn€jsi nez inhibitor €. 2, ale také ma
vétsi vazebnou afinitu k ACHE neZ inhibitor €. 2.

Nakonec byly ur¢eny hodnoty Ky karbamétovych inhibitorG ¢. 1-7 pomoci
programu Chemdraw, Chemsketch a samoziejmé i experimentalné, viz tab. 7. Hodnoty
Kow ziskané témito tfemi zplsoby se od sebe u nékterych inhibitorii liSily. AvSak
Lipinského pravidlu 5 s ptihlédnutim rozdilnému log P, spolu s parametrem M, a tPSA,
vyhovély uréité inhibitory €. 1, 2 a 4. Tito zminéni zastupci nehalogenovych derivati by
tedy mohli nejpravdépodobnéji prochazet bunéénou membranou a hematoencefalickou
bariérou se zachovanim si piijatelné rozpustnosti ve vodé. Tyto inhibitory by tedy
mohly byt doporuéeny, nehledé¢ na jejich hodnoty ICsp, na dalsi testovani jako
potencidlni mozné léky napt. pro AD. Zminéné karbamatové inhibitory ¢. 1-7 jiz byly
testovany v roce 2014 Kratkym a spol. na antimikrobialni u¢innost. Jedna se ptesnéji o
salicylanilidové N,N-disubstitované karbamatové inhibitory, které by se mohly stat
potencialnimi antimikrobialnimi 1éky piedevsim proti Mycobacterium tuberculosis a
proti netuberkul6znim bakteriim a to Mycobacterium avium a Mycobacterium kansasii
[87].

Veskeré vysledky uvedené vyse byly stanoveny Ellmanovou metodou. K uréeni
kinetickych parametri neinhibované reakce ACHE a k urceni hodnoty ICsq inhibitoru
¢. 2 a 6 byla pouzita také pH-statova metoda. Zde byly stanovovany kinetické parametry
ACHE hydrolyzy ACH. Hodnota Ky je 0,19940 mM a hodnota Vp, je 4,2135 -10™ ml/s.
Hodnota Vy, je pfekvapivé mala, avsak afinita ACH k enzymu ACHE je na druhou
stranu vysokd. Hodnoty kinetickych parametrii inhibované reakce se nestanovovaly.
Déle se urc¢ovala hodnota ICsp u inhibitoru ¢. 2 a 6, kde hodnota ICg u inhibitoru ¢. 2,
zastupce nehalogenovaného derivatu, je 97,20 = 4,79 uM a u inhibitoru €. 6, zastupce
halogenovaného derivatu, je 126,62 + 7,04 pM. Inhibitor €. 2 je tedy U¢innéj$i nez
inhibitor €. 6.

Kinetické parametry ACHE neinhibované reakce a hodnoty ICsg u inhibitoru ¢. 2
a 6 byly stanoveny v posledni fadé i elektrochemickym senzorem technikou square
wave voltametrie. Zde byly urceny kinetické parametry Ky a Vin ACHE u substratu
ATCHI a BTCHI. ACHE hydrolyzovala ATCHI rychleji a s nepatrné vyssi afinitou nez
BTCHI. Hodnota Ky u ATCHI ¢ini 0,1395 M a hodnota Vm ¢ini 116,2791 pA.
Hodnota Ky u BTCHI ¢ini 0,1402 M a hodnota V, ¢ini 93,4579 pA. Nepodafilo se

vsak urCit hodnoty kinetickych parametri ACHE neinhibované reakce u substratu
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ATCHCI. Senzor nevykazoval stanovitelny signal vysky piku proudové odezvy, piesto
ze je ATCHCI doporucovan jako nejvhodnéjsi substrat pro stanoveni elektrochemickym
senzorem. Avsak Bucur a spol. ve své publikaci dale uvadi o moznosti vyuziti i ATCHI
jako vhodného substratu pro elektrochemické stanoveni, pokud by se dikladné
optimalizovaly podminky méfeni pro kazdy senzor, jako jsou napf. vliv jodidu na
elektrochemické chovani senzoru béhem méteni a vhodny vkladany potencial [88]. Dale
byla také urcena hodnota ICsp u inhibitoru ¢. 2 a 6, zastupce nehalogenovaného a
halogenovaného derivatu. Avsak hodnota ICsy pro oba inhibitory byly vétsi jak 500 pM.
Elektrochemické senzory tedy nejsou vhodné pro stanoveni hodnot ICs téchto latek.
Veskeré hodnoty jednotlivych vysledkt ziskané zminénymi metodami je teézké
mezi sebou porovnavat, nebot’ se u kazdé metody métilo za riznych podminek, jako

jsou napft. koncentrace substratu, koncentrace inhibitoru, aktivita enzymu, doba méfeni.
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ZAVER

Piesto ze vSechny tii pouzité metody, Ellmanova metoda, pH-statova metoda a
elektrochemické senzory disponuji svymi vyhodami, jako jsou napf. jednoduchost,
pifesnost a velmi dobra citlivost, tak jako nejvhodnéjsi metoda pro stanoveni kinetickych
parametri ACHE neinhibované a inhibované reakce a pro stanoveni hodnot ICsj a K se
ukazala Ellmanova metoda. Ellmanova metoda je tedy nejvhodnéjsi metodou pro
kinetické méfeni enzymi, ale je taky velmi vhodna pro sledovani inhibi¢ni u€innosti a
interakce mezi enzymem a inhibitorem. Ellmanova metoda je navic ¢asové nenaro¢na
(jedna reakce trva pouze 70 s) a poskytuje kontinualni zvySovani hustoty barvy v Case i
u koncentrace substratu a inhibitoru 10° M v RS. Méfeni s mensimi koncentracemi je
velmi vyhodné, nebot se tolik neprojevi chyby zptsobené lidskym faktorem.
Nevyhodou je ale to, ze nepracuje s fyziologickym substratem ACH, ale se syntetickym
ATCH.

Pomoci pH-statové metody se nestanovovaly kinetické parametry ACHE
metod. Jedna reakce totiz trva 15 min.

Elektrochemickym senzorem se nepodafilo stanovit kinetické parametry
neinhibované reakce u substratu ATCHCI, ptesto ze je doporucovan jako nejvhodnéjsi
substrat pro elektrochemické stanoveni. Nicméné vtomto experimentu poskytoval
ATCHI mnohem lepsi signal vysky piku proudové odezvy nez ATCHCI.
Elektrochemickymi senzory se také nepodafilo stanovit kinetick¢é parametry ACHE
inhibované reakce. Neuspéch byl také zaznamendn u stanoveni hodnoty ICsy pro
inhibitor ¢. 2 a 6, nebot’ hodnota ICsy pro oba inhibitory pfevySovaly hodnotu 500 puM.
Elektrochemické senzory tedy nejsou nejvhodnéjsi volbou pro stanoveni kinetickych
parametri a pro stanoveni ucinnosti testovanych inhibitorii. Nékolikrat se totiz stalo, ze
vyska piku proudové odezvy u inhibované reakce byla téméf stejna nebo dokonce 1 vétsi
nez vyska piku proudové odezvy neinhibované reakce.

Na zavér bych rada podotkla, ze se mi nejlépe métilo Ellmanovou metodou, ktera

ne jen tak nahodou je povazovana za zlaty standard mezi metodami.
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