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SOUHRN

Acetylcholinesteraza je enzym, jenz hraje dileZitou roli v ukonceni pfenosu nervového
vzruchu prostiednictvim hydrolyzy acetylcholinu. Porucha ptenosu signalu pomoci tohoto
neuromediatoru mize byt pti¢inou mnohych onemocnéni. Proto je v takovém piipad¢ nutno
zamezit jeho rozkladu, k ¢emuz Ize vyuzit inhibitory cholinesteraz, vystupujici tedy jako 1éciva.
Inhibitory cholinesterdz se mimo jiné pouzivaji i jako pesticidy ¢i dokonce chemické bojové

prostiedky.

Ve své préci jsem se zaméfila na testovani inhibi¢niho u¢inku vybranych inhibitort
acetylcholinesterazy. Sledovanim poklesu aktivity enzymu byla stanovena inhibicni
koncentrace, kinetické parametry enzymatické reakce, mira a typ inhibice, a to pomoci
spektrofotometrické¢ Ellmanovy metody. Pro inhibitory byly vypocteny hodnoty rovnovéazné
disocia¢ni konstanty, rozdélovaci koeficient a polarni povrchova plocha molekuly. Kinetické
parametry a typ inhibice byly vyhodnoceny pomoci grafického zndzornéni dle Lineweavera a

Burka a dle Dixona.

KLICOVA SLOVA
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SUMMARY

Acetylcholinesterase is an enzyme which plays an important role in ending the
transmission of nerve impulse by hydrolysis of acetylcholine. Failure of transmission signal
with this neuromediator may be the cause of many illnesses. Therefore, in this case it is
necessary to prevent its decomposition, for which the cholinesterase inhibitors can be used as

drugs. Cholinesterase inhibitors are also used as pesticides or even chemical weapons.

I focused on testing the inhibitory effect of selected acetylcholinesterase inhibitors in
this thesis. By monitoring the decrease in enzyme activity the inhibitory concentration, kinetic
parameters of the enzymatic reaction, rate and type of inhibition were determined by
spectrophotometric Ellman’s method. Values of equilibrium dissociation constant, partition
coefficient and polar surface area of the molecule were calculated for all of inhibitors. Kinetic
parameters and type of inhibition were evaluated using Lineweaver-Burk and Dixon graphical

addictions.
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UVOD

Nejcastejsi pricinou demence je v soucasné starnouci populaci Alzheimerova choroba
(AD). Zakeinost nemoci spoc¢iva v doposud zcela neobjasnéném mechanismu patogeneze. Je
sice znamo mnoho rizikovych faktort, které v kombinaci s uréitymi patologickymi procesy ¢i
genetickymi mutacemi mohou vyvolat pocatek nemoci, ale konkrétni marker k definitivni
diagn6ze prozatim nebyl objeven. Dalsi problém nastava pfi snaze o terapii AD, a to 1 pfes

pokroky ve farmakoterapii, které borti predstavu o nevylé€itelnosti tohoto onemocnéni [1, 2].

Spravna funkce ChEs je nezbytnd pro zivotné dulezit¢é procesy v organismu.
Napomahaji regulovat ukonceni cholinergni neurotransmise, jejiz porucha je hlavnim
patologickym procesem pii AD, a signalni transdukce, maji protizanétlivé ucinky a jiné
aktivity. Porucha téchto enzymi provéazi mnohé patologie, krom& AD napt. i Parkinsonovu
nemoc, uzkostné stavy, ischemické mrtvice ¢i kardiovaskularni a autoimunitni onemocnéni [ 1,

21.

Prilomovou technikou stanoveni aktivity ChEs je dodnes vyuzivana
spektrofotometrickd Ellmanova metoda. Pfi ni se aktivita enzymu méfi nepiimo skrze
koncentraci ionti kyseliny 5-thio-2-nitrobenzoové (TNB), vzniklych v reakci Ellmanova

Cinidla s thiocholinem [3].
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Enzymy

Hlavni funkci enzym je zvySit miru reakci probihajicich v Zivych organismech.
Vétsina téchto reakci pro sviij pribeh potiebuje optimalni podminky (urcité pH, teplotu, tlak
apod.), avSak bunika vSechny tyto podminky nespliuje. K uskute¢néni biologickych reakci tedy
slouzi enzymy. Pokud je enzym tvotfen pouze bilkovinou, oznacuje se jako jednoduchy enzym.
Kromé bilkovinné slozky vSak miize obsahovat i nebilkovinnou ¢ast a v takovém ptipade se
jedna o slozeny enzym neboli holoenzym. Bilkovinna ¢ast se nazyva apoenzym, zatimco ta
nebilkovinnd kofaktor. Apoenzym ptitom rozhoduje o substratové specifité, tzn., ktera latka se

pfeméni a ktera nikoliv. Podle typu katalyzovanych reakci se enzymy dé€li do 6 tfid:

e oxidoreduktazy — Ui¢astni se intermolekulovych redoxnich reakci, tedy pienosu atomu
vodiku nebo elektrond,

e transferazy — podili se na pienosu aktivované skupiny z donoru na akceptor,

e hydrolazy — Gcastni se hydrolytického St€peni vazeb vzniklych kondenzaci,

e lyazy — katalyzuji nehydrolytické §tépeni vazeb a energeticky nenarocny vznik vazeb
(C-C, C-0O, C-N),

e izomerdzy — umoziuji intramolekularni pfesun atomtl a jejich skupin, a tim vznik
izomerq,

e ligdzy — podili se na vzniku energeticky naro¢nych vazeb za soucasné¢ho rozkladu latky

a spotieby energie [4].

1.1.1 Aktivita enzymu

Rychlost enzymatické reakce neboli aktivita enzymu zavisi na podminkach reakéniho
prostiedi. Pro porovnani rychlosti jednotlivych katalyzovanych reakci slouzi jednotka katal
(kat), kterd udava mnozstvi enzymu potiebného pro pfeménu 1 molu substratu za 1 s. V praxi
se vSak Castéji pouziva jednotka IU (international unit), pficemz plati

1 IU = 16,67 nkat (1)
a zaroven [4]:

1 IU = pmol/min 2)

Jak uz bylo feceno, vétSina enzymi jsou proteiny, tudiz jejich aktivita je ovlivnéna

faktory narusujicimi strukturu proteinu. Mezi takové patii pH, teplota a iontova sila. Na aktivitu
16



enzymu pusobi rovnéz faktory ovliviiujici katalyzatory, coz je koncentrace enzymu a substratu.
Pti stanoveni jeho aktivity je proto nutno na vSechny tyto aspekty brat zietel. Vyhodou enzymu
je, ze nemusi byt detekovany piimo, ale lze je stanovit prostfednictvim jimi katalyzovanych
reakci. Nejjednodussi metodou je sledovani barevné zmény pii enzymatické reakci, pficemz
muze bud’ vznikat barevny produkt, nebo naopak mizet barevny substrat. Zachyceni této zmény
zajiStuje kolorimetr ¢i fotometr. S vyhodou lze vSak pouzit i spektrofotometr s detekci v UV
oblasti, v niz absorbuje vétSina enzymd, proteint atd. Vzhledem k Sirokému uplatnéni a nizké

citlivosti na rusivé vlivy jsou fotometrické testy vyuzivany nejcastéji [5, 6].

Fluorimetrické stanoventi je asi 100x citlivéjsi nez klasické fotometrie. Podminkou vSak

je, aby reaktanty emitovaly fluorescencni zatreni [5].

Kromé optickych metod se vyuzivaji i metody elektrochemické, zejména pak méteni
pH u enzymové katalyzovanych reakci se zménou pH. Jak je vidét na obrazku €. 1, aktivita
enzymu ma v zavislosti na pH zvonovity tvar kiivky, kterd se od nuly v oblasti silné kyseliny
zveda na maximalni hodnotu a poté zase klesd k nule v silné€ alkalické oblasti. Tento priibéh
ovliviluje jednak stav protonace funk¢nich skupin aminokyselin a kofaktori zapojenych do
reakce a jednak trojrozmérna struktura enzymu. Zatimco protonace je reverzibilni, zména

struktury enzymu je nevratny proces [5].

Maximalni hodnota, které zvonovita kiivka dosahne, se nazyva pH optimum. Je to
vlastné¢ pH, pfi némz méa enzym nejvyssi aktivitu. VéEtSinou se jeho hodnota pohybuje ve
fyziologickém rozmezi, tzn. 7-8. Existuji vSak i extrémni pH optima, napf. pro pepsin je vhodné

pH = 2 ¢i naopak pro alkalickou fosfatazu pH = 10,5 [5].

17



4000

3000

2000

Specific Activity, U/mg

1000

Obr. ¢. 1 Zavislost aktivity enzymu na pH [7]

Zavislost aktivity enzymu na teploté je podobna zavislosti na pH: s rostouci teplotou
jeho aktivita stoupd, az dosahne teplotniho optima a posléze opét klesa. Nizké teploty totiz
nevedou k vytvofeni dostatecné energie pro aktivaci reakce katalyzované enzymem. Se
zvysSujici se teplotou naopak vznikd kinetickd energie, ktera vede k ¢astéjSim kolizim mezi
enzymem a substratem. Teplota v§ak enzym ovlivituje dvojim zpisobem. S rostouci teplotou
se rychlost enzymatické reakce zvySuje, a to 2-3x s kazdymi 10 °C. Naproti tomu je struktura
enzymu citliva na vysoké teploty a miize dojit az k jeho denaturaci vlivem naruSeni vodikovych

vazeb [5, 8].

Kromé parametr tykajicich se samotného enzymu jsou dulezité také substraty a
kofaktory, konkrétné jejich stabilita, Cistota a koncentrace. Plati, Ze rychlost enzymatické
reakce se zvySuje se vzrustajici koncentraci substratu az do obsazeni vSech aktivnich mist
enzymu. Za piedpokladu dostateného mnozstvi substratu také rychlost reakce stoupa spolecné

s koncentraci enzymu [4, 5].

Enzymy mohou mit rtiznou specifitu k substratim. U téch méné specifickych miize byt
aktivita riznd praveé v zavislosti na urcitém substratu. V otazce na volbu spravného substratu
pak rozhoduje hodnota Ky, kterd by méla byt co nejnizsi, ale také jeho dostupnost, stabilita aj.

(4, 5].

Na aktivitu enzymu mé rovnéz vliv pfitomnost efektorti, tj. aktivatorii ¢i inhibitora.
V ptipad¢, Ze dojde ke zrychleni enzymatické reakce, jedna se o aktivaci a efektorem je tedy
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aktivator (nejéast&ji ionty kovi: Ca?*, Mg?*, Zn**, Mn?"). V opaéném pripadé, tedy dojde-li ke
zpomaleni reakce, je efektorem inhibitor (napft. ionty tézkych kovii). Buiika samotna je schopna

prostiednictvim katalyzy nebo naopak inhibice regulovat pribéh enzymatickych reakcei [4, 5].

1.1.2 Kinetika enzymatickych reakci

Leonor Michaelis a Maud L. Mentenova se zabyvali mechanismem enzymatickych
reakci jiz v roce 1913. Za katalytickou aktivitu je zodpovédnad mala ¢ast molekuly enzymu (E),
tzv. aktivni misto. To obsahuje skupinu schopnou reagovat s danym substratem (S). Dojde-li
ke srdZzce enzymu se substratem ve vhodné orientaci, je substrat navdzan v aktivnim misté a
vznika komplex enzym-substrat (ES). Pii vzniku komplexu ES se méni struktura aktivniho
mista 1 substratu samotného. To vyvolad dalsi strukturni zmény a substrat je pfeménén na
produkt (P). Vznikly produkt jiz neni schopen vazat se na enzym a po jeho uvolnéni se aktivni
misto vrati do ptivodniho stavu. Pro vznik komplexu ES a poté i produktu navrhli vySe uvedeni
védci nasledujici schéma,

ki ko
E+S=ES—E+P 3)
k.
kde je vynechana rychlostni konstanta k.o, jelikoz pfeména produktu zpét na ES je tak pomala,

7e ji lze zanedbat [9].

Ze zavislosti pocatecni rychlosti reakce na koncentraci S pak lze ziskat kinetické
parametry enzymové reakce — Michaelisovu konstantu (Kis) a mezni rychlost (V). Na
pocatku reakce totiZ neni ve smési zadny produkt a tyto parametry tudiz odpovidaji pouze
preméné S na P. Kiivka zévislosti v vs. [S] na obrazku €. 2 se nazyva jako saturacni kiivka a

podle teorie Michaelise a Mentenové vyjadiuje syceni E substratem [9].

19



[y}
[}

[N R h R N -~
o MmO M
1 1 1 1

V (mmol/s)
th

_ = N
o ;oo ;O
1 1 1 I

[S] (mM)

Obr. ¢. 2 Saturacéni kiivka [10]

Reakéni rychlost neboli rychlost tvorby produktu (také rychlost tbytku substratu) je

umérnd koncentraci komplexu ES podle vztahu:

_ dlpl_ _dls] _
v=o A s @)
Podle schématu ¢. 3 vyplyva:
ki [E]-[S]=k_y-[ES]+ Kk, - [ES] (5)

Z rovnice €. 5 a s predpokladem, ze koncentrace komplexu ES je v pribéhu celé reakce
konstantni a jeji soucet s koncentraci volného enzymu se rovné ptivodni koncentraci enzymu

[E]o, 1ze ziskat:

_ _ ka[E]o’[S]

Rychlostni rovnice ma pak tvar:

k2 [E]o[S]
= %1tk (7
it

Po dosazeni Viyax a K jiz vznikéd konecnéa podoba rovnice Michaelis-Mentenové:
_ Vinax'[S]
Y KanIs] (®)
Podle definice je Michaelisova konstanta takova koncentrace S, ktera je pii dané
koncentraci E nutné k dosazeni poloviny mezni rychlosti. Kis je imérna disociacni konstanté

komplexu ES, z ¢ehoz vyplyva, ze ¢im vyssi je hodnota Ky, tim slabsi je vazba mezi E a S. Ky
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je v zavislosti na okolnim prostiedi (teplota, pH, iontova sila apod.) typicka pro kazdou dvojici
E-S, tudiz jakdkoliv zména jeji hodnoty za standardnich podminek vypovidd o pfitomnosti

efektoru. Pro vétsinu enzymi nabyva Ky hodnot v rozmezi 10'-107 mol/1 [9, 11, 12].

Mezni (limitni) rychlost je pocet molekul S ptevedenych na P enzymem, jenz je plné
saturovan substratem, a to za jednotku ¢asu (s1). Viax byva také oznacovana jako ¢islo piemény

[12].

1.1.3 Inhibice enzymii

Inhibitory lze rozdé€lit na reverzibilni, které se na E vazi nekovalentné, a ireverzibilni,
které modifikuji funkéni skupiny E, a tim ho inaktivuji. Pfi reverzibilni inhibici je mozné
aktivitu E pIn¢ obnovit po odstranéni inhibitoru (I) ze systému enzym-inhibitor (E-I).
Reverzibilni inhibici popisuje nésledujici schéma:

E+I1=EI 9)

Podle toho, zda lze zvySenim koncentrace S eliminovat inhibi¢ni vliv, se pak
reverzibilni inhibitory dale déli na kompetitivni, nekompetitivni, akompetitivni a smiSené.
Znalost mechanismu inhibice je dilezita pro definici vztahu mezi koncentraci I potfebného pro
vznik inhibice a hladinou S v reakéni smési. Napiiklad vysoka koncentrace S snizuje ucinek

kompetitivniho I, zatimco akompetitivni I je potencovan [13, 14, 15].

1.1.3.1 Kompetitivni inhibice

Kompetitivni (konkurenc¢ni) inhibitor je strukturnim analogem substratu. Pfi reakci tedy

dochazi k soutéZeni S a I o vazebné misto na enzymu. Pak mohou nastat 2 situace:

E+S=ES—E+P (10)
E+I=EI (11)

V ptipad¢ schématu 11 je I po vazb¢ do aktivniho mista nereaktivni, tj. nepfeménuje se
na produkt. Pokud je koncentrace I vysokd, mlze zcela vytésnit S z reakce. Naopak zvySeni
koncentrace S vytésiiuje 1. Inhibitory tohoto typu nemaji prakticky zddnou afinitu ke komplexu
ES, protoze S jiz zabird vSechna vazebnd mista na E. Diky tomu I zvySuje Ky a neméni Vipax

[14, 15].
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1.1.3.2 Nekompetitivni inhibice

Nekompetitivni inhibitor nenese zadnou strukturni podobnost k S a na E se vaze v misté
odli$ném od vazebného mista pro S. Mechanismus vazby je zaloZen na allosterickém efektu.
Mezi S a I nepanuje zddna konkurence a inhibi¢ni vliv nemiize byt ovlivnén zvySenim
koncentrace S. I se mlize navazat bud’ na volny E, nebo na komplex ES, avsak v obou pfipadech

je nové vznikly komplex inaktivni vlivem konformac¢ni zmény E po vazbé I:

E+1 < EI (12)
ES +1 < ESI (13)

Hodnota V. je inhibitorem sniZzena kvili snizeni koncentrace aktivniho E. Ky

ovlivnéna neni, jelikoz afinita E k S neni zménéna [14, 15].

1.1.3.3 Akompetitivni inhibice

Akompetitivni inhibitor se vaze pouze na komplex ES, jelikoz vazba Sna E
zprostfedkovava vznik vazebného mista pro inhibitor. Vznika inaktivni komplex ESI, jenz se
nepifeménuje na P. Za téchto okolnosti je snizena hodnota Vi 1 Ky Zvlastnim piipadem je
inhibice substratem, kdy pfili§ vysoka koncentrace S blokuje enzymovou aktivitu. Tato situace
nastava v ptipadé, ze se na aktivni misto E navaze vice nez jedna molekula S, napt. pokud se

na rtizné ¢asti vazebného centra navazi rizné ¢asti molekuly S [15].

1.1.3.4 SmiSena inhibice

Smisené inhibitory maji odliSnou afinitu pro volny E a pro komplex ES. Pfi vazb¢ I na
komplex ES se diky pfitomnosti S méni afinita [ k E. VEétSinou se pfi tomto typu inhibice I vaze
do allosterického mista, tedy mista odlisné¢ho od aktivniho centra. I naruSuji vazbu S k E, ¢imz

se zvySuje Ky, a také brani katalyze, ¢imz se snizuje Viyax [15].

1.1.4 Index ICso, rovnovazina konstanta K;

Existuji celkem 2 hodnoty, jimiz l1ze kvantifikovat Gi€innost inhibitoru: stfedni inhibi¢ni

koncentrace (ICso) a rovnovazna disociacni konstanta (K;) [16].

ICso je takova koncentrace inhibitoru, kterd zpisobi 50% inhibici enzymu nebo také
pokles aktivity enzymu na 50 %. Nékdy se uvadi jako zaporny dekadicky logaritmus molarni
koncentrace inhibitoru, ktera zpisobi 50% inhibici enzymu: pICso = - log ICso. Naptiklad pokud

je hodnota ICso = 1 umol/l, neboli 10® mol/l, pak pICso = 6,0 [17, 18].
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Hodnoty ICso se urcuji n¢kolika zpiisoby, pticemz pti kazdém experimentu se mnozstvi
inhibitoru neustdle zvySuje a pozorovana rychlost reakce tim padem klesd. Vzdy je pfitom
vynesena zavislost rychlosti reakce (v) na logaritmu koncentrace inhibitoru (log [I]) a vznikla
kifivka ma sigmoidalni tvar. Zavislost je vyznacena na obrazku ¢. 3. Inflexni bod kiivky pak

odpovida logaritmu koncentrace inhibitoru, kterd snizuje rychlost reakce o 50 % [16].
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Obr. ¢. 3 Stanoveni ICso — pfevzato a piekresleno podle [19]

Hodnota Kj;, neboli rovnovazné disociac¢ni konstanty komplexu E-I, se rovnéz urcuje
nékolika experimenty s riznym mnozstvim inhibitoru. Zaroven lze pro tyto jednotlivé
koncentrace stanovit i Ku, jejiz hodnota v pfitomnosti inhibitoru stoupa, jelikoz afinita enzymu
k substratu se snizuje. Cim nizsi je p¥itom K;, tim vysi je vazebna afinita inhibitoru k enzymu.

Dobry inhibitor ma hodnotu K; v ¥adech 10 mol/l a nize [16, 20].

Prestoze jsou ICso i K; métitkem Uc¢innosti inhibitoru, nejsou totozné. Hodnota K; je
povazovana za spolehlivéjsi tdaj, protoze se jedna o skute¢nou rovnovaznou konstantu. Naproti
tomu hodnota ICso z&visi na koncentraci substratu, tudiz provedeni né¢kolika méteni ICso u
stejného inhibitoru nemusi byt pfesné. Podle rovnice Cheng-Prusoffa vSak Ize hodnotu ICso
pfevést na K, a to pii zndmé Ky neinhibovaného enzymu pro dany substrat, ICso inhibitoru a
koncentraci substratu, pfi niz bylo méfeni 1Cso provedeno. Nize uvedené rovnice plati pro

kompetitivni (€. 14), akompetitivni (¢. 15) a nekompetitivni (¢. 16) inhibici, a to za ptedpokladu,
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ze reakce jsou reverzibilni a maji jednotkovou stechiometrii — proto neni uveden vztah pro

smisSeny typ inhibice [16, 20, 21]:

K; 1+% (14)
_ ICSO

K; = @ (15)

K; = ICs (16)

1.2 Esterazy

Esterazy jsou obecné vzato enzymy, které katalyzuji adici molekuly vody na ester za
vzniku kyseliny a alkoholu. Timto zpisobem mohou hydrolyzovat estery karboxylovych
kyselin, thioestery a né¢které z nich dokonce amidy. Lipazami nazyvame ty esterazy, jez tvori
esterovou vazbu s mastnymi kyselinami s dlouhym fetézcem. Naopak esterazy, které se vazi na

peptidové vazby, se nazyvaji jako protedzy [22, 23].

Prvnimi esterdzami, které byly sekvenovany, klonovany a krystalizovany, byly
cholinesterazy. V roce 1994 byla vytvotena esterova databaze, ve které rodina o/p hydrolaz
obsahovala pouze 5 proteind. Tato databaze pfitom zahrnovala vSechny proteiny strukturné
podobné cholinesterazam, a to bez ohledu na jejich funkci, katalyticky mechanismus ¢i ptivod.
V soucasné dob¢ do rodiny o/p hydrolaz patii cholinesterazy s rliznou substratovou specifitou,
karboxylesterazy (CE-1, 2, 3) s Sirokou substratovou specifitou, hormondlni esterazy specifické

pro hormony, esteraza D ucastnici se detoxikace formaldehydu a také lipazy [22, 24].

V lidském organismu se nachdzi celkem 31 druhli esterdz. Jedna se o 4
karboxylesterazy, 2 paraoxonazy, 14 thioesteraz, 6 lipaz, 2 cholinesterazy, 1 methylesterazu, 1

acetylhydrolazu, coz je aktivacni faktor krevnich desticek, a 1 o-acetylesterazu [22].

Ve vyznamngj$im mnozstvi lidska plazma obsahuje pouze 2 typy esteraz:
butyrylcholinesterazu a paraoxondzu. Ve stopovém mnozstvi je pfitomna také
acetylcholinesteraza, ale vétSina jejich funkci je zanedbatelna. Analyzou pomoci hmotnostni
spektrometrie bylo zjisténo, ze albumin mé rovnéz esterdzovou aktivitu, avSak pouze na
polovi¢ni trovni. Oproti lidské plazmé obsahuje plazma nékterych zvirat jesté karboxylesterazy

[22].
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V cervenych krvinkach se nachéazi 2 typy esterdz: acetylcholinesteraza, navdzana na
vnéjsi strané povrchové membrany prostfednictvim glykolipidové kotvy, a esterdza D uvnitf

erytrocytu. Esteraza D byva n¢kdy nazyvana také jako S-formylglutation hydrolaza [22].

Lidska karboxylesteraza se vyskytuje pfedevsim v tenkém stievé a v jatrech, zatimco

paraoxonaza v krevni plazmé a gastrointestinalnim traktu [22].

1.3 Cholinergni systém

Neurotransmiter je obecné latka uvolnénéd neuronem ke specifickym buitkdm, v nichz
vyvola specifickou odezvu. Neurotransmise je cilend na bunky v blizkosti zakonéeni neuronu,

ktery tuto latku uvolnuje [25].

Acetylcholin (ACh) je latka, kterd tvori zéklad cholinergniho systému. Je
neurotransmiterem vSech nervosvalovych plotének obratloveil, presynaptickych neuront
v autonomnim nervovém systému 1 postgangliovych neurontt parasympatiku. ACh je
syntetizovan  prenosem acetylu zacetyl-CoA na cholin, a to =za Kkatalyzy
cholinacetyltransferazou. Cholin je syntetizovan jatry trojndsobnou methylaci ethanolaminu,
jenz vznika dekarboxylaci serinu. Cholin je pak uvolilovan do krve, pficemZ pievdznd Cést

putuje do mozkové tkané [25, 26].

V nervovém systému ACh piisobi prostiednictvim 2 typl receptori. Prvnim z nich je
skupina celkem 5 muskarinovych receptorti spfazenych s G-proteinem, které tidi iontové
kanaly:

e M, — podili se na snizeni permeability membrany pro K* ionty a porucha jeho funkce
byva spojovéana s rozvojem demence,
e M, — jeho aktivaci se snizuje tvorba cAMP a oteviou se K" kandly, coz vede

k hyperpolarizaci tkan¢,

e M; — stimuluje sekreci exokrinnich 714z a také se podili na zvySeni koncentrace Ca?*
iontl, vysledkem c¢ehoz je pak kontrakce hladkého svalstva,
e My — ma podobnou funkci jako M> receptor,

e M;s —jeho funkce dosud nebyly fadné prozkoumany [25, 26].
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Druhym typem jsou nikotinové receptory, coz jsou vlastné kationové kanaly propustné
hlavné pro Na* a K*, v zavislosti na druhu receptoru i pro Ca?* ionty. Existuji celkem 2 typy

nikotinovych receptorti:

e muskularni — pfitomen zejména na nervosvalové ploténce,
e neurondlni — nachazi se ve vegetativnich gangliich a na postsynaptické membran¢ a je

propustny pro vySe zminéné Ca** ionty [25, 26].

Cholinergni neurony se podileji na upeviiovani pamétovych stop, ovlivituji bdélost,

spankovy cyklus a u€astni se také iniciace zadaného pohybu [25, 26].

1.4 Cholinesterazy

Cholinesterazy jsou sekre¢ni enzymy patfici do skupiny serinovych hydroldz, které v
plazmé¢ katalyzuji hydrolyzu esterti cholinu a nékterych dalSich substratii. Jsou déleny na 2
druhy: acetylcholinesteraza (AChE; EC 3.1.1.7) a butyrylcholinesterdza (BChE; EC 3.1.1.8)
[27, 28].

Funkci AChE neboli specifické cholinesterdzy je hydrolyza acetylcholinu na cholin a
kyselinu octovou na postsynaptické membrané v nervosvalové ploténce. Funkce BChE nebyla
doposud zcela objasnéna, a proto byva oznacovana jako nespecifickd cholinesterdza ¢i jako

plazmaticka cholinesterdza anebo také pseudocholinesterdza [27, 28].

1.4.1 Struktura cholinesteraz

Obé cholinesterazy jsou polymery sloZené z rtizné¢ho poctu podjednotek. Tyto polymery
existuji bud’ v kulovité formé G1, G2 a G4, které obsahuji 1, 2 ¢i 4 podjednotky. Druhd forma
ma podlouhly tvar, je nazyvéana jako asymetricka a obsahuje 1-3 podjednotky. G1 forma AChE
existuje vyhradné v rozpustné podobé, zatimco G4 AChE mulze byt rozpustnd anebo
membranoveé vazana. V lidském mozku se AChE vyskytuje v G1 a G4 formé, pficemz jejich
pomeér se v riiznych ¢astech mozku lisi. G4 forma BChE v plazmé ptedstavuje az 95 % aktivity
cholinesteraz. Tento tetramer se skladd z 2 dimerd spojenych nekovalentnimi hydrofobnimi
interakcemi, pfi¢emz oba dimery jsou tvofeny vzdy 2 podjednotkami vazanymi disulfidickym
mustkem. Aktivni centrum polymeru, jenz se nachazi na kazdé ze 4 podjednotek, obsahuje
aminokyselinu serin. V plazmé se mohou také nachdzet monomery ¢i dimery, které jsou

pravdépodobné degradacnim produktem zminénych tetramerti [28, 30].
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Prevazna ¢ast AChE v centrdlni nervové soustaveé organismu ma hydrofilni i hydrofobni
oblast. Jedna se tedy o amfifilni molekulu. G4 tetramer navic obsahuje nekatalytickou
podjednotku P, neboli glykosylfosfatidylinositolovou kotvu (GPI kotva). V lidské AChE je
lipofilni ¢asti GPI kotvy palmitat [28, 30].

1.4.2 Acetylcholinesterdza

Acetylcholinesteraza je exprimovana cholinergnimi neurony. Vysoka aktivita enzymu
se objevuje ale i v krevnich bunkach, které jsou odpovédné za degradaci plazmatického
acetylcholinu. AChE mé také mnoho sekvenci shodnych stadou proteinli Ucastnicich se
bunécné adheze ¢i slouZicich jako signalni molekuly. Mezi takové proteiny patii neurotaktin,

glutaktin, gliotaktin, neuroligin a thyroglobulin [27, 29, 31].

1.4.2.1 Struktura

Na obrazku €. 4 je ilustrovana 3D struktura AChE. Hluboko uvniti molekuly je misto
jeji katalytické aktivity, které se nachéazi v jakési propasti slozené ze 14 aromatickych zbytku.
Diky této propasti se zvySuje selektivita enzymu k ACh. Aktivni misto enzymu obsahuje
aminokyselinu histidin, glutamat a serin, na né&jz se ptimo vaze ACh, a probiha zde hydrolyza
esterové vazby. V nitru molekuly se dale nachdzi tzv. aniontové misto obsahujici
aminokyselinu tryptofan, tyrosin a fenylalanin. Aniontové misto ma za kol zajistit spravnou
orientaci substratu. To je umoznéno interakci mezi kvartérnim amoniovym atomem ACh, ktery
je odhalen ptfedchozi hydrolyzou esterové vazby v aktivnim misté enzymu, a m-elektrony
aromatickych jader fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu. Periferni aniontové misto (PAS) se
nachéazi v podstaté na povrchu AChE a obklopuje vstup do aromatické propasti enzymu. PAS
obsahuje aminokyselinu tryptofan, tyrosin a aspartat. Jeho funkci je v prvni fadé vazba
acetylcholinu s naslednou allosterickou modifikaci molekuly, ale také vazba specifickych
inhibitorti. Rovnéz bylo zjisténo, ze se PAS podili i na non-cholinergnich procesech, jako je
bunééna adheze, vyvoj nervovych bunék, ale i na rozvoji Alzheimerovy choroby
prostfednictvim interakce s B-peptidem amyloidu, coz vede k tvorbé amyloidnich plakd a

naslednému poskozeni cholinergnich neuront [27, 29, 31].

27



Obr. ¢&. 4 3D struktura AChE z parejnoka kalifornského [32]

1.4.2.2 Funkce acetylcholinesterazy

Jak jiz bylo feCeno, neurotransmiter ACh prendsi signal znervovych bunék do
svalovych. Zde ACh aktivuje receptory a umoziuje tak kontrakci svalu. Po pfedani tohoto
signalu je tfeba stary neurotransmiter odstranit, coz zajiStuje pravé enzym AChE. Hlavnim
ukolem tohoto enzymu je tedy ukonceni prenosu signalu na cholinergnich synapsich, a to
rychlou hydrolyzou ACh. Rychlost hydrolyzy jedné molekuly neurotransmiteru se pohybuje

okolo 80 ps, ¢imz se fadi mezi nejrychlejsi enzymy lidského organismu [33].

1.4.3 Butyrylcholinesterdza

Butyrylcholinesterdza je syntetizovana jaternimi buiikami a vyluovana do krve. Nema
specificky substrat a diky podjednotkdm, z nichz se sklada, ma Sirokou substratovou specifitu
— struktura enzymu je na obrazku ¢. 5. Dal§im rozdilem od AChE je odolnost viici inhibici
prebytkem substratu. Naopak je tento enzym vysoce citlivy k tetraisopropylpyrofosforamidu,
diky némuz mutze byt rychlym zptisobem urceno, zda je ve vzorku ptitomna AChE ¢i BChE

[27].
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Obr. ¢. 5 3D struktura lidské BChE [34]

Gen pro BChE je umistén na chromozomu 3q26.1 — q26.2 a skladd se ze 4 exonl
oddélenych 3 introny. Dlsledkem mutaci genu je vznik enzymul sriiznou katalytickou
aktivitou. Pfi mutaci, u niz vznikd atypickd forma enzymu, dochdzi k substituci kyseliny
asparagové za glycinovy zbytek. Tyto anomalie mohou byt detekovany pomoci testu aktivity
plazmatické cholinesterdzy s rliznymi substraty anebo pomoci stupné inhibice této aktivity
znamym inhibitorem, jako je dibukain, coz je lokalni anestetikum, ¢i fluorid. Principem prvniho
typu testovani je fakt, ze atypickd BChE hydrolyzuje substraty vyrazné€ nizsi rychlosti. Pfi
ovétovani stupné inhibice aktivity enzymu je znamo, ze atypicka forma je pomérné rezistentni
vici dibukainu, zatimco ta normalni je az 20x citlivgjsi. Tato metoda se vyuziva ke kvantifikaci
esterazové aktivity — vysledkem je hodnota, ktera predstavuje procentudlni inhibici dibukainem
za normalizovanych podminek a s pouzitim benzoylcholinu jako substratu a dibukainu o

koncentraci 10 umol/I [35].

Dibukainové ¢islo (DN) je tedy procento enzymové aktivity BChE, ktera je inhibovana
pravé dibukainem. Vysledek DN spole¢né s aktivitou BChE mohou pomoci identifikovat osoby
ohrozené prodlouzenou paralyzou po podani sukcinylcholinu. Snizené aktivita BChE ve spojeni
s DN <30 naznacuje vysokeé riziko vzniku paralyzy. Norméalni az snizend aktivita BChE s DN
mezi 30-79 znaci na proménlivé riziko. Snizena aktivita BChE spolu s DN >80 naznacuje na
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mirné riziko, ale pfi¢inou muize byt i expozice organofosfatim, jaterni onemocnéni ¢i

téhotenstvi [36].

I ptes nejasnou fyziologickou funkci mé BChE v lidském téle ptevladajici esterazovou
aktivitu. Osoby s deficitem ¢i mutaci tohoto enzymu jsou vsak zdravé, bez zjevnych znamek
onemocnéni. U takto postizenych je pozorovana pouze vyssi citlivost k myorelaxanciim jako je
napf. vySe zminény sukcinylcholin, coz je kratkodob¢ pisobici inhibitor acetylcholinového
receptoru. BChE je pfitom zodpovédna za hydrolyzu sukcinylcholinu a v ptipadé zpomalené
hydrolyzy u nékterych genetickych variant BChE muze dojit az k prodlouzené zastavé dechu

pfi chirurgickych vykonech s anestézii [29].

1.4.3.1 Druhy butyrylcholinesteraz

Existuje celkem 7 alel kodujicich BChE: U, A, S, F, H, J, K. Normalni gen U (usual)
fidi syntézu klasické plazmatické BChE. Atypicky gen A (atypical) fidi syntézu takové BChE,
kterd ma na svédomi pokles aktivity enzymu v séru az o 30 %. Zaroven je prokazatelné
odolnéjsi k inhibici dibukainem. Gen F (fluoride resistant) fidi syntézu varianty se zvySenou
rezistenci k inhibici fluoridem, ale inhibice dibukainem je zachovéana. Gen S (silent) produkuje
variantu BChE, u niz chybi struktura nezbytna pro esterdzovou aktivitu, tudiz nedochazi
k hydrolyze cholinesterovych vazeb. Geny H, J a K kéduji enzym s normalni katalytickou
aktivitou, avSak problém nastava pfi poruse syntézy ¢i nestabilité¢ molekuly, kdy miize dojit ke

vzniku nedostatku enzymu v plazmé [29, 35].

1.4.4 Stanoveni aktivity cholinesteraz

Pro stanoveni aktivity ChEs byla studovéna kinetika hydrolyzy ACh a acetylthiocholinu
(ATCh) pomoci AChE i BChE. K testovani enzymatické hydrolyzy ACh in vitro se pouziva
pravé zminény ATCh, jelikoz mechanismus jejich rozkladu je kvalitativné podobny. Prib¢h
reakce mlze byt kvantitativné zaznamenavan 2 nezavislymi metodami: spektrofotometricky
(stanoveni thiocholinu jako produktu hydrolyzy ATCh pomoci Ellmanovy metody) a
elektrochemicky (stanoveni kyseliny octové jako produktu hydrolyzy ATCh pomoci pH-statu).
Testované hydrolyzy pfitom odpovidaji rovnici Michaelis-Mentenové s druhym nevratnym

krokem az do vycerpani substratu [37].
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1.4.4.1 Ellmanova metoda

Nejvice vyuzivanou metodou stanoveni aktivity/inhibice ChEs je spektrofotometricka
metoda s acetylthiocholinem nebo propionylthiocholinem jako substraty. Uvolnény thiocholin
zreakce substraitu s AChE se véze na chromogen DTNB (kyselinu 5,5°-dithiobis(2-
nitrobenzoovou)) neboli Ellmanovo c¢inidlo a méfi se aktivita cholinesterazy jako zvySeni

absorbance pii 412 nm. Na obrazku €. 6 je uveden prub¢h celé reakce [38, 39].

o
| AChE |
N* —_— N*
-~ | NN S |\/\SH + CH;COOH
ATCh thiocholin
HOOC COOH

DTNB

HOOC smiSeny disulfid | TNB COOH
-+

OZN@S\S/\/ |\ * HS—@NOZ

Obr. ¢. 6 Mechanismus Ellmanovy metody — pievzato a prekresleno podle [40]

Navzdory uzitecnosti této metody nastava problém, je-li koncentrace DTNB vyssi nez
je koncentrace ATCh. Bylo zjisténo, Ze pomér koncentraci DTNB:ATCh je dilezitym
parametrem pro prubch hydrolyzy substratu. Pfebytek DTNB ji totiz zpomaluje, a to vede i

k nizs$i namétené aktivité enzymu [39].

1.4.4.2 Elektrochemicka detekce

Titraéni metody sleduji protony uvolnéné z ACh, a to bud’ zménou pH pomoci pH
elektrody, fotometrickou detekci tvorby barevného komplexu s cholinem nebo titraci roztokem
NaOH na fenolovou cervei. Titrace se zménou pH mize byt automatizovand, kdy se
k uvolnovanym protoniim ptidava baze pro jejich neutralizaci. Pii konstantnim pH je spotieba

baze pfimo imérna mnozstvi hydrolyzovaného ACh. Vyhodou metody s pH-statem je na rozdil
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od Ellmanovy metody moznost ur¢eni absolutni enzymové aktivity bez pouziti exogennich

¢inidel. Naopak nevyhodou této metody je vysoka citlivost na udrZzovani teploty a pH [38, 41].

1.5 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je chronické progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které
je nejcastéjsi pri¢inou vzniku demence. AD piedstavuje az 60-80 % demenci. Vyznamnym
rizikem rozvoje choroby je rostouci vék a genetickd predispozice. Nemoc ma charakter
postupného zhorSovani stavu, pticemz celkova velikost mozku se neustale snizuje kviili ubytku
nervovych buné€k a spojeni. Pfi pitvé mozku u pacientli s AD byva zjisténa typickd pritomnost

neurofibrilarnich spleti a amyloidnich plaka [42].

1.5.1 Priznaky

Symptomy AD lze rozdélit do 3 stadii, jez na sebe v priibéhu onemocnéni navazuji:
e pocatecni faze — pocinaji problémy s kratkodobou paméti, tzn. potiZz s vybavenim si
znamych slov ¢i zapomenuti umisténi bézn¢€ pouzivanych predméti,
e mirna AD — jedna se o nejdelsi obdobi nemoci, v némz se ptiznaky postupné zhorsuji,
o t¢Zkd AD — nemocny mé poSkozenou i dlouhodobou pamét’ az dochdzi ke zméné jeho

osobnosti [43].
1.5.2 Priciny

Vsechny vyse popsané priznaky AD jsou vysledkem zmén probihajicich v mozkové
tkani vlivem rostouciho véku. Tyto zmény zahrnuji zmenSovani urcitych ¢asti mozku (atrofie)
nasledkem ztraty funkce mozkovych bunék a jejich naslednym odumiranim, ale rovnéz tvorbu
nebezpecnych volnych radikalii. Mira postiZzeni kognitivnich funkci odpovida u AD nedostatku
acetylcholinové neurotransmise vlivem neurodegenerace a také pisobenim ChEs. Zatimco pro
AChE je ACh piirozenym substratem, afinita BChE k ACh je pomérmné nizkd. S postupem

nemoci vSak aktivita AChE klesa a naopak u BChE stoupa. BChE dokéaze zastoupit funkci
AChE a podili se tak na snizovani hladiny ACh [30, 44].

Jak uz bylo feceno, u AD je typicka tvorba tzv. plakli a spleti. Plaky jsou zbytky
bilkoviny beta-amyloidu, jenz vznikd mezi nervovymi bunikami. V mozku pacienti s AD je
v nékterych oblastech snizena hladina membrénoveé vazané G4 AChE az o 90 %, zatimco

hladina G1 AChE zistavd nezménéna. Tyto zmény exprese jsou pravdépodobné pii¢inou
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vzniku beta-amyloidu. Spleti jsou naopak zkroucena vldkna proteinu tau, ktery vznika uvnitf
nervovych bunék. Prozatim nebylo pfesné dokazano, jakou roli tyto Gtvary u onemocnéni hraji,
ale vétSina odbornikll je ndzoru, ze brani komunikaci mezi buitkami, coz ma za nasledek

poruchu jejich funkce a posléze i jejich smrt [30, 42].

V mnoha studiich bylo prokazano, Ze u vétSiny pacientd s AD se vyskytuje mutace
alesponi u jednoho z 3 gend. Prvnim z nich je gen pro APP (amyloid precursor protein), ktery
se nachdzi na chromosomu 21. Tento gen ovliviiuje produkci beta-amyloidu a jeho zvySena
koncentrace v mozku je povazovana za pti¢inu rozvoje nemoci. Nejcasteji postizeny je vSak
gen PSEN-1 (presenilin gene-1), lokalizovany na chromosomu 14. Mutace na tomto genu je
pfi¢inou az 80 % piipadit AD, s po&inajicimi piiznaky jiz po 30. roku véku. Ridce byva postizen
i gen PSEN-2 (presenilin gene-2), jenZ se nachdzi na chromosomu 1. Rozvoj AD v tomto

pfipadé neni tak ¢asny jako u PSEN-1 [45].

1.5.3 Diagnostika

Pti podezieni na AD se prvni fad€ provadéji nespecifické testy. Mezi né€ patii sepsani
anamnézy pacienta, testy na posuzovani poruch paméti a identifikace typickych zmén v chovani

[46].

Ackoliv je magnetickd rezonance biomarkeri AD teprve ve vyzkumu, uz nyni je
diilezitou soucasti diagnostiky AD. Doposud se jako nejpfinosnéjsi biomarker projevil objem
hippokampu, jenz je soucasti velkého mozku, déle se studuje amygdala, coz je parova struktura
lokalizovana ve stfedni ¢asti spankového laloku, mozkové komory a mozek jako takovy. Dalsi
studium biomarkerti zahrnuje méteni tloustky kortikalni tkan€, hodnoceni tvaru a vzdalenosti
mozkovych struktur apod. Nevyhodou této techniky je rizna lokalizace biomarkert, coz ma za

nasledek rozdilnou citlivost na jednotliva stadia onemocnéni [47].

1.5.4 Terapie

Choroba je spojena se ztratou cholinergnich neuronii a se snizenim hladiny ACh
v mozku, tudiz hlavnim lécebnym krokem je podavéni inhibitorti cholinesterdz. Protoze AD
zatim nelze zcela vylécit, je mozné pomoci téchto latek alespont mirnit pfiznaky a jejich dopady.
Inhibitory jsou namifeny proti enzymim AChE a BChE, ¢imz je zajisténo zvySeni hladiny ACh.
V soucasné dobé¢ jsou pro lé¢bu AD vyuzivany reverzibilni a pseudo-ireverzibilni inhibitory.
Mimo n¢ jsou oblibené také latky ptirodniho ptivodu, napft. alkaloidy [48].
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Kromé inhibitorti ChEs se k 1écbé AD vyuzivaji také antagonisté NMDA (kyselina N-
methyl-D-asparagovd) receptorii. Tyto receptory patii mezi tzv. ionotropni glutamatové
receptory, které po aktivaci glutamatem funguji jako iontové kanaly. Jednim z iontt, které timto
receptorem prochazeji, je apoptozu indukujici Ca?*. Prostup véapenatych iontd do neuronu je
povazovan za jeden z mechanismil patogeneze u AD. V soucasné dob¢ se z této skupiny
pouzivd memantin, coz je nekompetitivni antagonista NMDA receptorti, jenz blokuje jejich

chronickou hyperaktivaci [49, 50].

1.6 Inhibitory cholinesteraz

Inhibitory ChEs maji za nasledek pozastaveni hydrolyzy ACh, coz vede k jeho
hromadéni a také k zesilovani neurotransmise. Podle u¢inku mohou byt rozdéleny na
reverzibilni (vratné), pseudo-ireverzibilni (karbamaty) a ireverzibilni (nevratné). Reverzibilni
inhibitory byvaji vyuzivany v terapeutickych procesech, zatimco ireverzibilni maji

spiSe toxické ucinky [48].

1.6.1 Reverzibilni inhibitory

Tyto latky se vyuzivaji pro diagnostiku ¢i 1é€bu nékterych zdvaznych onemocnéni jako
je napt. AD, myasthenia gravis ¢i glaukom. Jsou to slouceniny s riznymi funkénimi skupinami,
napf. terciarni ¢i kvartérni amoniovou skupinou. Existuje né¢kolik reverzibilnich inhibitort
vyuzivanych v bézné praxi [48]:

e Donepezil je reverzibilni nekompetitivni inhibitor, jenzZ ma asi 1000x siln&jsi G¢inek na
AChE nez na BChE. VaZze se na periferni aniontové misto AChE a diky tomu ma nejen
symptomatologické, ale i kauzalni G€inky, které zpomaluji ukladani amyloidnich plaki.
Vyuziva se zejména k 16cbé mirné az stfedné zavazné AD, ale nekteré klinické studie
prokazuji, ze dokaze vyrazné zlepsit kognitivni funkce i pii té¢zkém prabéhu nemoci.
Donepezil je dostupny jako peroralni tableta ¢i roztok a jeho polo€as rozpadu se
pohybuje okolo 70 hodin. Maximalni denni davka léku je 23 mg, jelikoz pfi uZziti vy$siho
mnozstvi se objevuji vedlejsi ptiznaky, jako je nevolnost, bolest bficha, prijem a také

bradykardie [48, 51].

e Rivastigmin je silny karbamatovy inhibitor vazici se pfimo na aktivni misto enzymu.
Na rozdil od donepezilu dokéaze rivastigmin inhibovat nejen AChE, ale i BChE. Lék je

opet dostupny ve formé peroralni tablety ¢i roztoku anebo jako transderméalni naplast.
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Nejvyhodnéjsi je podavani inhibitoru pfitomného v néplasti, protoze u této formy byl
zaznamenan az 3x nizsi vyskyt nevolnosti a zvraceni jako vedlejsich t€inkt. Kromé AD
muze byt rivastigmin vyuzit i pro 1é€bu Parkinsonovy choroby ¢i demence s Lewyho
télisky [48, 51].

e Galantamin je alkaloid izolovany z rostliny Galanthus woronowii, ktery ma polocas
rozpadu okolo 10 hodin a aplikuje se pfi 1é€bé mirné az stfedné zavazné AD. Jedna se
o selektivni a rychle reverzibilni kompetitivni inhibitor AChE, ktery se vaZe na
aniontové misto a také na zbytky aromatickych jader tvoficich propast, v niz se nachazi
aktivni misto enzymu. Tento inhibitor je schopen interagovat také s vazebnym mistem
na nikotinovém receptoru, které je odliSné od vazebného mista pro ACh. Tato vazba
pritom zvySuje aktivitu receptoru v ptitomnosti ACh a vzhledem k tomu, ze zdvaznost
AD souvisi s mnozstvim nikotinovych receptord, je galantamin vysoce ucinny pti lécbé
poruch kognitivnich funkci. Ze vSech uvedenych inhibitorii je galantamin snaSen
nejhtie, obzvlast co se gastrointestinalnich ptiznakl tyce. Na druhou stranu vSak
dokdze pozitivné ovlivnit nejen cholinergni pienos, ale také dal$i neurotransmisni
systémy, jako je glutamat ¢i kyselina y-aminomaselnd. To miize mit za nasledek
zlepSeni kognitivnich dysfunkci, depresi ¢i psychiatrickych onemocnéni (napft.

schizofrenie) [48, 51].

Kromé inhibitord schvalenych pro symptomatologickou 1é€bu AD byly syntetizovany a
studovany také dal§i latky spodobnymi ucinky. Jednou znich je takrin (1,2,3,4-
tetrahydroakridin-9-amin), ktery se vyznacuje az 4x silngj$im inhibi¢nim piisobenim na BChE
nez na AChE. Avsak vzhledem k jeho hepatotoxickym U¢inkiim byl studovén jeho derivat 7-
methoxytakrin. Bylo zjisténo, Ze tato ,,ndhrazka™ za takrin je jest¢ siln€jSim inhibitorem a

navic s mnohonasobné nizsi toxicitou [48, 52].

Dalsi takovou latkou je huperzin, coz je ptirodni alkaloid z rostliny Huperzia serrata.
Tato rostlina byla diive vyuzivana v lidové medicin€ jako antipyretikum a antiflogistikum, a to
diky obsahu chinolizidinovych alkaloidii. Huperzin vSak tyto G¢inky ve skuteCnosti postrada.
V rostlin€ je ptfitomen ve 2 formach: A a B. Huperzin A se prokézal jako mnohem uc¢inngjsi
inhibitor AChE, ale také jako antagonista NMDA receptor. Ma inhibi¢ni piisobeni na periferni
aniontové misto AChE a diky tomu dokaze 1é¢it nejen symptomy, ale i pfi¢inu vzniku poruchy
stejn¢ jako je tomu u donepezilu. Tento inhibitor je dokonce soucasti regulace oxidacniho

stresu, jelikoZ je schopen zvysit hladinu antioxidantti v krvi a v nervové soustavé. Jeho polocas
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rozpadu se pohybuje okolo 12 hodin. Ve srovnéni s jinymi inhibitory vykazuje huperzin A lepsi
prinik hematoencefalickou bariérou i1 delSi inhibici enzymu. Zajimava je i velmi nizka
terapeuticka davka, kterd se pohybuje v fadech setin mg na den. Predmétem studia je i huperzin
B, jenz mé sdm o sob¢ inhibi¢ni aktivitu nizs§i nez galantamin, ovSem jeho derivaty mohou byt
az o 2 fady ucinngjsi [48, 51, 53].

Fascikulin 2 je toxin izolovany zjedu mamby zelené, ale ukazal se i jako ucinny
inhibitor AChE. Molekula fascikulinu ma dipélovy charakter, tj. vétSina kladnych néboji je
koncentrovéana v centralni ¢asti molekuly, zatimco zaporné naboje jsou v C—koncové oblasti.
Tento inhibitor se vaze do PAS enzymu a brani tak jeho katalytické Cinnosti. DalSim
inhibitorem, ktery se vaze do PAS AChE, je propidium. Ten dokonce konkuruje fascikulinu 2

v boji o misto na enzymu [54, 55].

Vysledkem neustadlého testovani jsou konjugované derivaty inhibitord pisobici
soucasné na 2 vazebnd mista — na periferni a katalytické misto enzymu. V tomto piipadé se
hodnoty ICso pohybuji tfadové az v nanomolarnich koncentracich. Ptikladem takovych

konjugovanych inhibitori mohou byt donepezil-takrinové derivaty [48].

V soucasné dobé¢ jsou vSak zakladem 1écby AD inhibitory ptirodniho piivodu, konkrétné

rivastigmin, galantamin a huperzin A [48].

1.6.2 Pseudo-ireverzibilni inhibitory (karbamdty)

Karbamaty jsou estery kyseliny karbaminové nebo karbamidové. Obecné struktura je

znazornéna na obrazku ¢. 7 [56].

X

Rl\ )L ./R3

N X

Ra

Obr. ¢. 7 Obecna struktura biologicky aktivniho karbamatu [48]

R a Ro je vétSinou organicky substituent, ale mtize se jednat rovnéz o vodik. R3 byva
organicky substituent, nebo méné Casto také kov. Skupina —X pak muze byt bud’ kyslik, nebo

sira. V ptipad¢, ze se jednd o siru, je fe¢ o thiokarbamatu [48].
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Mimo jejich pouziti jako 1é¢iv v humanni medicing (1é¢ba napt. AD, myasthenia gravis,
demence s Lewyho télisky) jsou karbamdty také znamy pro hubeni paraziti ve veterinarni

medicing€, nebo slouzi jako prevence pred otravou organofosfaty [48].

Druh inhibice zavisi na stabilit¢ vzniklého komplexu karbamat-cholinesteraza.
Karbamaty jsou schopny se vazat pfimo na serin v aktivnim misté enzymu. Po navazani nastava
proces karbamoylace a protoze karbamoylovy zbytek 1ze snadno oddélit od karbamoylovaného
serinového zbytku spontanni hydrolyzou, fadi se tyto inhibitory mezi pseudo-ireverzibilni [48,

51].

Pfirodnim karbamatem vyuzivanym pii 1écbé myasthenia gravis je fysostigmin
(eserin), jenz je ziskavan pii metabolismu rostliny Fysostigma venenosum. Je silnym
inhibitorem AChE, diky ¢emuz v kone¢ném diisledku zlepsSuje ptenos nervovych impulza.
DalSim karbamatem je pyridostigmin, ktery je schopen zabranit nevratné vazbé organofosfatu

na AChE, anebo jiz zminény rivastigmin [48, 51].

1.6.3 Prirodni alkaloidy s anti-AChE aktivitou

Byla prozkoumana tada alkaloidli ziskanych z rostlin, které maji vysokou inhibi¢ni

aktivitu proti enzymu AChE [57].

Rostliny z rodu Corydalis, ¢eledi Papaveraceae, se v lidové medicing vyuzivaji k 1écbé
pamétové dysfunkce. Vyzkum ukézal na ptitomnost benzylisochinolinovych alkaloidd, které
maji inhibi¢ni t¢inky vici AChE. Pro zisk jednotlivych alkaloidl byla provedena jejich izolace
z C. turtschaninovii. U nejaktivnéjSich z nich, pseudokopitinu a pseudoberberinu, byly navic
objeveny ucinky potlacujici amnézii. Rovnéz bylo zjisténo, Ze nejsilnj$imi jsou ty anti-AChE
alkaloidy, jeZ maji ve sv¢é struktuie aromatické methylendioxyskupiny a kvartérni atom dusiku

[57].

Indolové alkaloidy ziskané zrodu Ervatamia hainanensis, celedi Apocynaceae,
vykazuji inhibi¢ni aktivitu blizkou aktivité¢ galantaminu. Pfikladem je koronaridin nebo
voakangin, které se od sebe lisi pouze methoxyskupinou vazanou na aromatickém kruhu. Stejny
druh alkaloidti produkuje i rod Tabernaemontana, jenz je zndm navic produkci bisindolovych

alkaloidl. Ty maji dokonce vyssi inhibi¢ni ucinnost nez samotny galantamin [57].

Po izolaci huperzinu A z Huperzia serrata, ¢eledi Lycopodiaceae, byly prozkoumavany

dalsi alkaloidy z této Celedi ve snaze nalézt dalsi s anti-AChE aktivitou. Podobné hodnoty ICso
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byly zjistény u karinatuminu A a B, které vykazuji inhibici AChE z bovinnich erytrocyti.
Lykoparin C je alkaloid izolovany z L. casuarinoides a na rozdil od lykoparinu A a B, které
nevykazuji Zadnou inhibici, mé stfedni inhibi¢ni aktivitu viici AChE [57].

Vyznamnad inhibice AChE byla objevena také u rostlin ¢eledi Amaryllidaceae. Alkaloid
zvany sanguinin z cibulek rostlin Eucharis grandiflora a Galanthus nivalis ma inhibi¢ni u¢inek
mnohonasobné vys§i nez galantamin. Jednd se vlastné o jeho derivat (9-O-
desmethylgalantamin). ProtoZe se tento alkaloid vyskytuje pouze ve stopovém mnozstvi, byl

izolovan mnohem pozdéji nez galantamin a jeho studie probihaji az v poslednich letech [53].

V tradi¢ni indické mediciné se vyuzivaji drogy obsahujici B-karbolinové alkaloidy
k 1é¢bé ocnich onemocnéni a stievni malnutrice. Byly vSak prokdzany i dal$i ucinky téchto
latek, pfedevsim na svalstvo, kardiovaskularni a centralni nervovy systém. Takto Sirok4 aktivita
je dana jejich schopnosti vadzat se na benzodiazepinové, serotoninoveé, dopaminové a
imidazolinové receptory. Nelze opomenout ani jejich inhibi¢ni aktivitu viici AChE, kterd je
srovnatelnd s galantaminem. S ohledem na vedlej$i Gc¢inky téchto alkaloidl se vSak k 1écbé AD

nevyuzivaji [53].

Chinazolinokarbolinovy alkaloid rutaekarpin izolovany z rostliny Evodia rutaecarpa,

celedi Rutaceae, vykazuje vysokou selektivitu a inhibicni aktivitu vii¢i AChE. Mimo to mé také

-----

Znacné inhibice enzymu byla nalezena i u steroidnich alkaloidt. Ty produkuji rostliny
z rodu Sarcococca a Buxus, ¢eledi Buxaceae, pticemz podrobnéji byly prozkoumany alkaloidy
z druhu S. saligna a S. hookeriana. V ptipad¢ S. saligna byly izolovany latky vysoce inhibujici
AChE a zaroven nékteré z nich jsou selektivni i pro BChE. Stejné€ je tomu i u S. hookeriana,

jehoz produkty rovnéz inhibuji oba enzymy [57].

Vyznamna inhibice byla objevena i v extraktu z rostliny B. natalensis, kterou vyuzivali
Samani ke zlepSeni paméti u starSich lidi v africkych zemich [57].
1.6.4 Dalsi piirodni latky s anti-AChE aktivitou

I jiné produkty rostlin, nez alkaloidy, mohou byt silnymi inhibitory AChE. Mezi takové

patii napf. terpenoidy, steroly, fenolické slouceniny, flavonoidy apod [57].

Rostlina rodu Ajuga bracteosa, celedi Lamiaceae, ma 1éCivé Uc€inky vyuZzivané

v tradi¢ni pakistanské medicin€. Diterpenoid izolovany z této rostliny ma inhibi¢ni ptsobeni
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jak na AChE, tak na BChE. Vyznamnd inhibice je pfitom zplisobena piitomnosti

methoxyskupiny ve struktufe rostlinného produktu [57].

Extrakce rostliny Knema laurina, celedi Myristicaceae, poskytla 5 derivath
alkenylfenolu a kyseliny salicylové. Ukdzalo se, ze vSechny derivaty obsahujici kyselou
karboxylovou skupinu jsou velmi dobrymi inhibitory AChE a pfi methylaci této skupiny

inhibicni aktivita vyrazn¢ klesla [57].

Testovanim extraktu z kofent rostliny Morus lhou, ¢eledi Moraceae, byla zjiSténa
produkce nékolika flavonoidi, pficemz u vétSiny z nich byla prokézana anti-AChE aktivita.
Flavonoidy se substituenty patii mezi nekompetitivni inhibitory, zatimco ty nesubstituované

mezi smiSené inhibitory. Vétsina z nich inhibuje navic i BChE [57].
1.6.5 Ireverzibilni inhibitory AChE

1.6.5.1 Organofosfity

Organofosfaty jsou estery kyseliny ortho-, thio- a pyro-fosforecné, které se pouzivaji

jako pesticidy [56]. Obecna struktura je znadzornéna na obrazku ¢. 8.

OR3
R10 |
\p/

O (S)

OR2

Obr. ¢. 8 Obecny strukturni vzorec organofosfatli — pievzato a prekresleno podle [48]

R a Rz jsou alkylové nebo arylové skupiny navazané na atom fosforu ptimo, nebo ptes
atom kysliku ¢i siry. Skupina R3 se na atom fosforu vaze pies atom kysliku ¢i siry a mize se
jednat o halogenovou, alifatickou, aromatickou ¢i dokonce heterocyklickou skupinu. Pfi
hydrolyze daného organofosfatu je prave tato skupina uvolnéna z atomu fosforu. Na obrazku 9

je zjednoduSené schéma reakce organofosfatu (sarinu) s enzymem [27, 48].
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Obr. €. 9 Schéma inhibice acetylcholinesterazy organofosfatem [27]

Ser-OH je hydroxylova skupina serinu v aktivnim mist€ acetylcholinesterazy, na kterou
se inhibitor vaze. Ireverzibilni inhibice probihé ve 2 krocich. V prvnim kroku dochézi k rychlé
a reverzibilni inaktivaci enzymu — v tomto piipadé k inhibici AChE nervovym cinidlem
sarinem. V druhém pomalém a nevratném kroku pak vznik4 velmi stabilni komplex enzym-

inhibitor, tedy fosforylovany enzym [27, 58, 59].

Toxicita organofosfatii tedy spoc¢ivd hlavné v nevratné fosforylaci esterdz v centralni
nervové soustaveé. Vazbou pfimo do aktivniho mista cholinesterdz (na serin) je jim umoznén
pfestup pies hematoencefalickou bariéru. Za normalnich okolnosti acylovy enzym rychle
hydrolyzuje pro regeneraci volného enzymu, zatimco defosforylace enzymu je velice pomald a
fosforylovany enzym tedy neni schopen neurotransmiter hydrolyzovat. Porucha funkce AChE
zpusobuje hromadéni ACh v synaptické $térbin€, ktery nadmérné stimuluje muskarinové i
nikotinové receptory, a dochdzi tak k zabrané neurotransmise. Tim nastdvaji vSechny typy
ptiznaku otravy:

e centralni znaky otravy vychazi ze stimulace AChE pfimo v centralni nervové soustavé,
kdy se objevuji ptiznaky jako tizkost, zmatenost, neklid, bolesti hlavy, tfes, porucha
soustiedéni az nete¢nost ¢1 dokonce kiece a bezvédomi,

e tzv. muskarinové pfiznaky se objevuji pfi inhibici AChE ve zlazach a hladké svaloving
a vysledkem je napf. slzeni, slinéni, mi6za, bradykardie nebo prijem,

e nikotinové ptiznaky vznikaji pfi inhibici AChE v autonomnich gangliich a kosternim

svalstvu a projevuji se bledosti, tachykardii a svalovymi zaSkuby [48, 51].

Léky obsahujici oximovou skupinu, napf. obidoxim ¢i trimedoxim, jsou vSak schopny

oddélit organofosfat od aktivniho mista, ¢imz ho opét aktivuji. To lze ale uskutec¢nit jen po
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urcity Casovy interval, ktery je pro kazdy organofosfat jiny — pohybuje se v rozmezi minut az
hodin. Po uplynuti této doby inhibitor podléhéd dealkylaci, tzv. starnuti, kdy jiz enzym nelze
reaktivovat [27].

Prikladem organofosfatového inhibitoru, jenz se diive vyuzival k 1é&cbé AD, je
metrifonat. Tento inhibitor snadno prochdzi hematoencefalickou bariérou, ¢imz zarucuje
dlouhodobou inhibici AChE i BChE. Kvili nezaddoucim t¢inklim, které vyvolaval, se vSak jiz
k 1é¢bé AD nepouziva [51].

Kromé vySe zminénych toxickych ucinkii se latky z této skupiny né€kdy vyuzivaji i
k terapeutickym ucelim, zejména pii 1é¢bé glaukomu. Konkrétné se jedna o echothiofat, jenz

snizuje nitrooc¢ni tlak, a diisopropylfluorofosfat, ktery zplisobuje predev§im midzu a mezi jeho

vedlejsi ucinky patii inhibice AChE [48].
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2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo ovéfeni inhibi¢niho G€inku vybranych inhibitor na
aktivitu AChE. Pro testovani bylo vybrano celkem osm bispyridiniovych soli, které byly
porovnany se standardnimi slouceninami rivastigminem a galantaminem. Prostfednictvim
spektrofotometrické Ellmanovy metody byly urceny koncentrace jednotlivych inhibitort, které
zptisobi 50% inhibici enzymu (ICso), dale hodnoty kinetickych parametrii (Vax, Kar) pro rizné
aktivity enzymu (0,2, 0,1 a 0,05 U) a také byl urcen typ inhibice u vybranych inhibitord. Pro
vSechny soli byla stanovena hodnota rozdélovacicho koeficientu (Ko,v) v soustavé n-
oktanol:voda a nakonec byly spocteny hodnoty inhibi¢nich konstant (K;) a topologické poléarni

povrchové plochy (tPSA).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojova technika a pomiicky

UV/VIS spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent Technologies, Némecko)
o software — UV/VIS ChemStation

kyvety sklenéné — mérné tloustka 1 cm
jednokanalové mikropipety (Eppendorf, Némecko)

kadinky, odmérné banky

3.2 Chemikalie a latky

acetylcholinesteraza z pathoie elektrického (Sigma-Aldrich spol. s.r.o., Praha, CR)
o Navazka pfiblizn€ 10 mg enzymového preparatu byla rozpusténa ve fosfatovém
pufru (PBS) (0,1 mol/l, pH 7,4). Takto pfipraveny roztok byl pak uchovavan
v uzaviratelnych zkumavkéach pti -20 °C.
fosfatovy pufr PBS (phosphate buffered saline) (0,1 mol/l, pH 7,4)
o Fosfatovy pufr byl pfipraven navazenim 4 g NaCl, 0,1 g KH>PO4.2H20, 1,45 g
Na;HPO4.12H,0, 0,1g KCI (vSechny Penta, CR) a rozpusSténim téchto latek
v 500 ml redestilované vody.
Ellmanovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich spol. s.r.o., Praha, CR)
o Navazka 0,099 g DTNB byla rozpusténa v 500 ml destilované vody za pouziti
ultrazvukové lazné& pii 40 °C (¢ = 5.10* mol/l).
acetylthiocholin-jodid (Sigma-Aldrich spol. s.r.o., Praha, CR)
o Navazka 2,892 mg ATCh byla rozpusténa v 1 ml PBS. Takto pfipraveny roztok
(0,1 mol/l) byl podle potfeby méteni dale fedén pomoci PBS.
standardy: galantamin hydrobromid, rivastigmin tartrat (Sigma-Aldrich spol. s.r.o.,
Praha, CR)
o Rozpusténim testovanych inhibitorti v destilované vodé byly pfipraveny roztoky

o koncentraci 0,01 mol/l, které byly podle potteby dale fedény.

43



inhibitory: 1-8
o Rozpusténim testovanych bispyridiniovych soli v dimethylsulfoxidu (DMSO)
byly pfipraveny roztoky o koncentraci 0,01 mol/l, které byly podle potieby dale
fedény destilovanou vodou. Ptehled testovanych inhibitort je uveden v tabulce
1. Latky byly pfipraveny a jejich Cistota byla ovetena na Farmaceutické fakulté

v Hradci Kralové pod vedenim Dr. Kratkého.

Tab. €. 1 Prehled testovanych inhibitorti

Oznaceni R Mr [g/mol]
CH
/@+/( 2)10\®\
RN "
1. OH 330,46
2. Et 354,57
3. CH>CsHs 478,71
4. COOMe 414,54
5. Me 326,52
CH
| = N+/( 2)Q\N+ X
RTNF Z SR
6. OH 316,44
7. COOH 372,46
8. COMe 368,51
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3.3 Metody

3.3.1 Stanoveni aktivity enzymu

Pro méfeni aktivity AChE byla vyuzita tzv. Ellmanova metoda. Princip tohoto

spektrofotometrického stanoveni je popsén v kapitole 1.4.4.1.
V prvnim kroku byl v kyveté pfipraven srovnavaci roztok smichdnim:
e 1192 ul PBS (0,1 mol/l, pH 7,4),
e 800 pul DTNB (5.10* mol/l),
e 8 ul ATCh (0,1 mol/l).

V druhém kroku byly pro vlastni stanoveni aktivity enzymu pipetovany nasledujici

objemy:

e 1184 ul PBS (0,1 mol/l, pH 7,4),
e 800 pul DTNB (5.10* mol/l),

e 8 ul ATCh (0,1 mol/l),

e 8 ul AChE.

Ptidavek enzymu okamzité odstartoval reakci, tudiz byl pipetovan do smési jako
posledni, tésn¢ pred vlozenim kyvety do spektrofotometru. Nasledné byla méfena zavislost
absorbance A4 (pti 412 nm) na Case ¢ po dobu 70 s. Z rovnice regrese linearni zavislosti pak byla
ziskana hodnota y, kdy x = 60 podle definice katalytické aktivity 1 U. Vysledna aktivita enzymu
byla ziskdna vynasobenim hodnoty y pomoci korekéniho faktoru 17,67, jenz zahrnuje molarni
absorpéni koeficient (¢ = 14150 l.mol!.cm™), celkovy objem reakéni smési (2 ml) a objem
enzymového preparatu (0,008 ml). Cely popsany postup pro méfeni aktivity enzymu byl
opakovan 5x a pro dalsi aplikace byl pouzit primérny vysledek téchto méfeni. Na zakladé
aktualni naméfené aktivity enzymu pak bylo spocitano, kolik je ho tfeba ptidat do reakéni

smési, aby byla ziskana pozadovana aktivita (0,2 U, 0,1 U ¢1 0,05 U).

3.3.2 Stanoveni ICsg

Pro stanoveni ICso dané¢ho inhibitoru 1ze pouzit zavislost, kterd plati mezi pomérem
rychlosti neinhibované a inhibované hydrolyzy a koncentraci inhibitoru (vo/v; vs. [1]). Zde byla

pro stanoveni pouzita spektrofotometrickd Ellmanova metoda.
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V prvnim kroku byl pfipraven srovnavaci roztok pipetovanim:

e 1520 pl PBS (0,1 mol/l, pH 7,4),
e 400 pl DTNB (5.10 mol/l),
e 80 pl ATCh (0,001 mol/l).

V druhém kroku bylo provedeno vlastni méteni roztoku bez inhibitoru, a to smichanim:

e x ul PBS (0,1 mol/l, pH 7,4),
e 400 ul DTNB (5.10* mol/l),
e 80 pl ATCh (0,001 mol/l),

e yul AChE.

Od mnozstvi enzymu ptidaného do smési dle jeho pozadované aktivity se odviji i
mnozstvi pufru, pfiCemz celkovy objem roztoku je 2 ml. Méfeni vzorku bez inhibitoru pfitom

bylo vzdy pro kazdou aktivitu provedeno 3x.

Stejné jako u stanoveni aktivity enzymu byla métena zavislost absorbance A4 (pifi 412
nm) na case ¢ po dobu 70 s. Ze zmény absorbance v Case pak byla vypoctena rychlost
neinhibované reakce:

__AA
At

(17)

Vo

Nasledné byl proméfen roztok, ktery obsahoval inhibitor (v pozadované koncentraci)
v nasledujicich pomérech:
e x ul PBS (0,1 mol/l, pH 7,4),
e 400 ul DTNB (5.10* mol/l),
e 80 ul ATCh (0,001 mol/l),
e vy ul AChE,

e 7 ul inhibitoru.

Pro stanoveni inhibice enzymu byly zvoleny 4 koncentrace inhibitoru pipetovaného do
vzorku, pficemz pro kazdou z téchto koncentraci bylo provedeno dvojité méteni. Mnozstvi
pfidavaného enzymu se opét odvijelo od pozadované aktivity ve vzorku a mnozstvi pufru se

upravilo podle objemu ptiddvaného enzymu a inhibitoru, a to do celkového objemu smési 2 ml.
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Opét byla méfena zavislost absorbance A4 (pfi 412 nm) na Case ¢ po dobu 70 s. Ze zmény
absorbance v Case pak byla vypoctena rychlost inhibované reakce:

__AA
At

(18)

L%

Nakonec byla sestrojena graficka zavislost poméru rychlosti neinhibované a inhibované
reakce na koncentraci inhibitoru (vo/v; vs. [1]). Z rovnice regrese pak byla vypoctena hodnota

ICso jako x, kdy y = 2 podle definice ICso.

3.3.3 Stanoveni kinetickych parametrii

Kinetické parametry — Michaelisova konstanta Ky a mezni rychlost V. — byly
stanoveny spektrofotometrickou metodou pro vSechny pozadované aktivity AChE v reakéni
smési (0,2, 0,1 a 0,05 U). Pro stanoveni bylo vybrano 10 koncentraci substratu v rozmezi 1073-
106 mol/l, pti¢emz pro kazdou z téchto koncentraci probéhlo dvojité méfeni. Ve srovnavacim
roztoku byl tentokrat misto substratu pouZzit enzym, jelikoZ jeho mnozstvi bylo neménné. Opét
byla pro zjisténi reakéni rychlosti méfena absorbance A (pfi 412 nm) v ¢ase ¢ po dobu 70 s a ze
ziskanych dat sestrojen graf zavislosti 4 na ¢. Z rovnice regrese grafické zavislosti prevracené
hodnoty reakcni rychlosti (1/v) na prevracené hodnoté koncentrace substratu (1/[S]) pak byly
uréeny hodnoty Ky, kdy y = 0, a hodnoty Viax, kdy x = 0.

3.3.4 Stanoveni typu inhibice

Typ inhibice neni z&visly na aktivit€¢ enzymu ve vzorku, tudiz si lze zvolit libovolnou
aktivitu ze tfi vySe uvedenych. Pro naSe testovani byla zvolena aktivita AChE 0,1 U a 4

koncentrace substratu: 2.107> mol/l, 4.10° mol/l, 6.10~ mol/l a 8.10~ mol/l.
Nasledujici poméry slozek vzorku jsou uvedeny pro koncentraci substratu 2.10- mol/l.
V kyveté byl nejprve pfipraven srovnavaci roztok pipetovanim:
e 1560 ul PBS (0,1 mol/l, pH 7,4),
e 400 pul DTNB (5.10* mol/l),
e 40 ul ATCh (0,001 mol/l).
Na vlastni méfeni byl pfipraven roztok vzorku bez inhibitoru smichanim:

e x ul PBS (0,1 mol/l, pH 7,4),
e 400 pl DTNB (5.10* mol/l),
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e 40 ul ATCh (0,001 mol/l),
e yul AChE.
Mnozstvi pfidaného enzymu bylo spocitano na zakladé jeho cilové aktivity (0,1 U). Od
toho se pak odviji i mnozstvi pufru, pfi¢emz celkovy objem roztoku je 2 ml. Méteni vzorku bez

inhibitoru pfitom bylo vzdy provedeno 3x.

Opét byla métena zavislost absorbance 4 (pii 412 nm) na Case ¢ po dobu 70 s. Ze zmény

absorbance v Case pak byla vypoctena rychlost neinhibované reakce podle rovnice €. 17.

Naésledné byl prométen roztok vzorku s inhibitorem v pomérech:

e x ul PBS (0,1 mol/l, pH 7,4),
e 400 ul DTNB (5.10* mol/l),
e 40 ul ATCh (0,001 mol/l),

e yul AChE,

e 7 ul inhibitoru.

Pro stanoveni inhibice enzymu byly zvoleny 4 koncentrace inhibitoru pipetované¢ho do
vzorku, pficemz pro kazdou z téchto koncentraci bylo provedeno dvojité méfeni. MnoZstvi
pridavaného enzymu se opét odvijelo od pozadované aktivity ve vzorku a mnozstvi pufru se
upravilo podle objemu pfiddvaného enzymu a inhibitoru, a to do celkového objemu smési 2 ml.
Opét byla méfena zavislost absorbance A4 (pfi 412 nm) na Case ¢ po dobu 70 s. Ze zmény

absorbance v Case pak byla vypoctena rychlost inhibované reakce podle rovnice €. 18.

Pro vSechny vySe zminéné koncentrace substratu byla sestrojena spole¢na graficka
zavislost prevracené hodnoty reakéni rychlosti (1/v) na pfevracené hodnoté koncentrace
substratu (1/[S]). Kromé grafickych zavislosti dle Lineweavera a Burka byly pro porovnani
sestrojeny 1 zavislosti dle Dixona. Z grafti pak bylo urceno, o jaky typ inhibice se jedna (viz

kapitola 1.1.3).

3.3.5 Stanoveni rovnovaziné disociacni konstanty

v

V kapitole 1.1.4 je zminka o spolehlivéjsim vyjadieni efektivity inhibitoru, nez je I1Cso.
Re¢ je o rovnovazné disociaéni konstanté, kterou lze ziskat na zékladé piepoétu z ICsy — viz
kapitola 1.1.4, rovnice 14, 15, 16. DalSim zptisobem vyhodnoceni K je grafické zpracovani dle
Dixona. Jednad se o zavislost pfevracené hodnoty reakéni rychlosti (1/v) na koncentraci

inhibitoru ([I]). Pro kazdou koncentraci substratu ([S]) jsou ptitom vyneseny body na piimce.
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Extrapolaci téchto pfimek s riznou [S] dojde k jejich protnuti v jednom bodé. Pfenesenim

tohoto bodu na osu x se ziska koncentrace inhibitoru rovna praveé hodnoté K; [60, 61].

3.3.6 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu (Ko.w)

Rozd¢lovaci koeficient je pomér rovnovaznych koncentraci rozpusténé latky v systému

dvou omezené misitelnych rozpoustédel,

Koy =2 (19)

C2
kde c1 je koncentrace latky v organické fazi a c; je koncentrace latky ve vodné fazi. Stanovenim
jeho hodnoty Ize ur€it lipofilitu latky, tedy jeji rozdélovaci tendenci mezi vodou a organickym
rozpoustédlem. Cim vyssi je pfitom hodnota Ko, tim vétsi je rozpustnost latky v organické fazi.
Hodnota K, vSak zavisi na okolnich podminkéch jako je napt. pH, teplota ¢i iontova sila, a

proto je vzdy nutné definovat experimentalni podminky [62].

Pro stanoveni K, bylo nejprve k 1,5 ml n-oktanolu ptfidano 10 pl roztoku daného
inhibitoru (0,01 mol/l) a smés pak byla intenzivné protfepdvana 15 min. Do kyvety byl
odpipetovan 1 ml této smési a byla zmétena jeji absorbance pii vlnové délce absorp¢niho
maxima pro dany inhibitor. Tim byla ziskana absorbance, jejiz hodnota odpovida 100 %

inhibitoru v n-oktanolu.

V druhém kroku bylo ke smési n-oktanolu s demineralizovanou vodou (v poméru 1:1 a
celkovém objemu 3 ml) ptidano 10 pl roztoku daného inhibitoru (0,01 mol/l), smés pak byla
intenzivné protfepavana 15 min a poté centrifugovana (pti 3000 ot./min, po dobu 10 min). Do
kyvety byl odpipetovan 1 ml oktanolové vrstvy a nasledné zmétena jeji absorbance pii vinové
délce absorpéniho maxima pro dany inhibitor. Takto byl uréen procentualni obsah inhibitoru v
oktanolové vrstvé (%) a dopoctem do 100 % byl uréen obsah inhibitoru ve vodné vrstve (100-
(%)1). Nasledné byly vypocteny hodnoty K, jednotlivych inhibitorti v soustave n-oktanol:voda
dle vztahu ¢. 19.

3.3.7 Stanoveni molekularni polarni povrchové plochy (PSA)

Pro docileni spravného ucinku ordlné¢ podavaného 1é¢iva hraji vyznamnou roli
fyzikélné-chemické vlastnosti jeho molekuly. Témito vlastnostmi je minéna piedevsim
lipofilita (viz kapitola 3.3.6) a polarni povrchova plocha (PSA) molekuly. Topologicka PSA
(tPSA) je vlastné novym piistupem ve vypoctu PSA (pouze na zédkladé 2D struktury molekuly),

49



jelikoz vypocet z 3D struktury je velice zdlouhavy a vyzaduje specialni pocitacovy program.
V mnoha studiich pfitom bylo dokazéano, ze tPSA poskytuje téméf totozné vysledky jako 3D
PSA — vyjimku tvofi pouze makrocykly s velkym poctem polarnich skupin, které jsou obvykle
uprostied kruhu a rozpoustédlo k nim tak nema piistup [63, 64].

Vypoctenim hodnoty tPSA lze zjistit jeji schopnost vytvaret vodikové vazby a
predikovat tak jeji stfevni absorpci i penetraci hematoencefalickou bariérou. tPSA nizsi nez 70
A? ptitom znamena vyssi pravdépodobnost pro piekondni hematoencefalické bariéry. Hodnota
tPSA je zavisla na konformaci molekuly a je definovana jako soucet povrcht polarnich atomt
v molekule. Témito polarnimi atomy jsou obvykle atomy dusiku a kysliku a na né¢ navazané
vodikové vazby. Pii pohybu molekuly z vodného do lipofilniho prostfedi v membrané jsou
polarni skupiny zapojeny do desolvatace, tPSA tim padem c¢asteéné predstavuje energii

spojenou s membranovym transportem molekuly [63, 64].

Hodnoty tPSA jednotlivych inhibitorti byly stanoveny na zéklad¢ analyzy struktury

jejich molekuly pomoci pocitacového programu ChemDraw.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni aktivity enzymu

Aktivita enzymu byla stanovena pomoci spektrofotometrické Ellmanovy metody a
vypoctena podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.1. Ptiklad pribéhu reakce je zndzornén na

obrazku 10.

« 25
2 e
" ol
.... ..'..
1,5 .
.-’....
..". .....
! T y = 0,0634x + 0,0639
,,,,, o R = 0,9984
0,5 ®
¢
0
0 5 10 15 20 25 30 35

t[s]
Obr. ¢&. 10 Priklad vyhodnoceni aktivity enzymu (zavislost absorbance na ¢ase)

4.1.1 Vypocet aktivity enzymu

Pro ilustraci vypoctu aktivity AChE byla pouzita rovnice regrese z ptimkové zavislosti

absorbance na Case v ptedchozi kapitole (obr. 10).

y = 0,0634x + 0,0639
y = 0,0634 . 60 + 0,0639
y =3,8679

aktivita AChE = 3,8679 . 17,67 (korek¢ni faktor)
aktivita AChE = 68,35 U/ml
4.1.2 Vypoclet objemu enzymu v reakéni smési

Na zékladé aktudlni namétené aktivity enzymu bylo vypocteno jeho mnozstvi potiebné

pro dosazeni pozadované aktivity v reakéni smési (0,2 U, 0,1 U nebo 0,05 U) o objemu 2 ml.
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Pro predstavu je v tabulce 2 uveden vypocet objemu enzymu pro dosazeni aktivity 0,2 U

v testovaném roztoku.

Tab. €. 2 Vypocet objemu enzymu v reakéni smési

Me¢teni Aktivita AChE [U/ml] Vache [ul]
1. 68,35
2. 62,43
3. 06,43 Vache = 0,2/66,81 . 2000
4. 68,14 Vache = 6 pl
5. 68,68
Priumér aktivity AChE = 66,81 U/ml

4.2 Stanoveni ICsg

Hodnota ICso byla stanovena pomoci spektrofotometrick¢é Ellmanovy metody a

vypoctena podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.2.

Ze zmény absorbance v Case byla vypoctena reakéni rychlost pro neinhibovanou (vo) a
inhibovanou (v;) reakci, pfi¢emz inhibitory byly pfidavany v riznych koncentracich. Néasledné
byla vzdy sestrojena graficka zavislost poméru téchto rychlosti na koncentraci inhibitoru (vo/v
vs. [1]) — priklad je znazornén na obrazku 11. Z rovnice regrese této piimkové zavislosti pak

byla dopoctena hodnota ICs jako x, kdy y = 2 podle definice ICso.
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Obr. €. 11 Vyhodnoceni inhibi¢ni G€innosti testovaného inhibitoru €. 8

4.2.1 Vypocet ICs

V tabulce 3 jsou pro znazornéni vypoctu ICso rovnice regrese pirevzaty z grafu

v predchozi kapitole (obr. €. 11).

Tab. ¢&. 3 Priklad vypoctu ICso pro inhibitor 8

Me¢feni a Mgéfeni b
y =20662x + 0,9923 y =19518x + 0,9928
2 =20662x + 0,9923 2=19518x+0,9928
x =4,8771.10" mol/l x =5,1604.10"° mol/l
Primér ICso = 5,0188. 10~ mol/l

Vysledky méteni ICso pro tii testované aktivity (0,2 U, 0,1 U a 0,05 U) u vSech inhibitorti

jsou spolu se smérodatnou odchylkou uvedeny v tabulce 4.
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Tab. ¢. 4 Vysledky inhibi¢ni koncentrace bispyridiniovych soli pro aktivitu
acetylcholinesterazy 0,2 U, 0,1 U a 0,05 U

Aktivita AChE
Inhibitor 0,2 U/ml 0,1 U/ml 0,05 U/ml
ICso [pmol/1]
1. 2,47 £ 0,06 1,59 £ 0,02 1,04 + 0,01
2. 0,31 +0,01 0,26 + 0,04 0,10 +0,01
3. 0,52 + 0,01 0,33+ 0,01 0,10 +0,01
4. 4,25+ 0,22 3,24 +0,11 0,16 +0,01
S. 0,12 + 0,01 0,05 + 0,01 0,03 +0,01
6. 14,44 £ 0,18 10,27 + 0,03 7,23 +£0,16
7. 17,28 £ 0,13 15,36 £ 0,21 10,37 £ 0,40
8. 50,19 + 1,42 38,46 £ 0,79 32,63 £ 0,30
Rivastigmin 75,88 £ 0,43 34,88 £ 1,77 27,02 +£0,27
Galantamin 2,12 +0,02 1,36 £ 0,02 1,33 £ 0,04
Podle definice I1Cso je nejucinngjsi inhibitor ten, ktery dosahuje téch nejnizsich hodnot

v

ICso. Pii vSech testovanych aktivitdich enzymu se jako nejefektivngjsi jevil inhibitor €. 5 (1,1°-
(dekan-1,10-diyl)bis(4-methyl-1-pyridinium)).

Naopak nejnizsi ucinnost pii vSech testovanych aktivitich AChE byla zaznamendna u
inhibitoru ¢. 8 (1,1'-(nonan-1,9-diyl)bis(4-acetyl-1-pyridinium)).

Pii vSech aktivitich AChE byla stanovena stfedni inhibi¢ni koncentrace také pro
galantamin a rivastigmin. Pro vSechny aktivity acetylcholinesterazy vykazoval rivastigmin
niz§i ucinnost nez testované latky, mimo inhibitor ¢. 8 (1,1 -(nonan-1,9-diyl)bis(4-acetyl-1-

pyridinium)), ktery pii aktivitach 0,1 U a 0,05 U mél o néco nizsi ucinnost nez rivastigmin.

Naproti tomu galantamin mél vyss§i u¢innost pfi téméf vSech testovanych aktivitdch
enzymu. Vyjimku tvofi inhibitory ¢. 2 (1,1'-dekan-1,10-diyl)bis(4-ethyl-1-pyridinium)), 3

(1,1"-dekan-1,10-diyl)bis(4-benzyl-1-pyridinium)) a § (1,1'-(dekan-1,10-diyl)bis(4-methyl-1-
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pyridinium)), které vykazovaly vyssi inhibi¢ni G€inek. Pti aktivit¢ AChE 0,05 U vykazovaly
témét vSechny testované latky (mimo inhibitor ¢. 6 (1,1 -nonan-1,9-diyl)bis(4-hydroxy-1-
pyridinium)), 7 (1,1 -nonan-1,9-diyl)bis(4-karboxy-1-pyridinium)) a 8 (1,1 -(nonan-1,9-

diyl)bis(4-acetyl-1-pyridinium))) vyssi inhibi¢ni uc¢inek nez standardni latka galantamin.

Z uvedeného vyplyva, ze reakéni podminky vcetné aktivity enzymu maji vliv na
hodnotu ICsp, tedy na uc¢innost inhibitoru. Dlikazem tohoto tvrzeni je i graficka zavislost na
obrazku 12. U inhibitoru €. 1 (1,1 -dekan-1,10-diyl)bis(4-hydroxy-1-pyridinium)) — modfe — je
viditelné vyrazné snizeni jeho inhibi¢ni ucinnosti (tedy zvyseni hodnoty 1Cso) se vzrustajici
aktivitou AChE. Zaroven je z obrazku zietelny i fakt, Ze u riiznych latek se pokles jejich
inhibi¢niho cinku 1i§i. To mize byt zplisobeno odliSnou afinitou jednotlivych inhibitora

k enzymu.

3,00E-06

2,50E-06 °

IC,, [mol/l]

2,00E-06

1,50E-06

1,00E-06 .

5,00E-07 I

0,00E+00 &
0 0,05 0,1 0,15 02

aktivita AChE [U/ml]

Obr. ¢. 12 Zavislost 1Cso na aktivité enzymu (pro inhibitor €. 1, 3 a 5)

Aktivitu ChEs Ize v mozku pacienta stanovit az po jeho smrti (post mortem analyza
tkani). Pokud by se tento problém v budoucnu vytesil a bylo by mozné stanovit aktualni aktivitu
ChEs v mozku u pacientli s neurodegenerativnim onemocnénim, testovani novych latek by
mohlo probihat za pfesn¢ definované aktivity ChEs. V soucasné dob¢ si kazda vyzkumna
skupina stanovuje vlastni reakéni podminky, tudiZ je obtizné porovnani vysledkti inhibi¢nich

koncentraci v $irSim méfitku.
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4.3 Stanoveni kinetickych parametri

Pro stanoveni hodnot kinetickych parametrit Ky a Ve bylo vybrano 10 koncentraci
substratu v rozmezi 103-10"% mol/l, pfi¢emZ pro kazdou z t&chto koncentraci probé&hlo dvojité

méteni. Podrobny postup stanoveni byl popsan v kapitole 3.3.3.

Pro zjisténi rychlosti reakce (v) byla nejprve méfena zména absorbance v Case. Nasledné
byl sestrojen graf zavislosti 1/v vs. 1/[S] podle Lineweavera a Burka (ptiklad je znazornén na
obrazku €. 13) a z rovnice regrese pak byla spoc¢tena hodnota K i Vyax podle rovnice:

1 Ky 1 1

= — 20
v Vinax [S] Vmax ( )
> 800 -
o
700 -
600 -
500 -
400 1 y =0,0027x + 4,2807
R%2=10,9994
300
200 y =0,0028x + 3,2163
R2=10,9979
100
0 T T T T T 1
0 50000 100000 150000 200000 250000 300000
1/[9]

Obr. ¢&. 13 Priklad stanoveni kinetickych parametra pro aktivitu AChE 0,2 U

Grafické zavislosti pro vypocet Kis a Vi pii ostatnich aktivitach enzymu (0,1 a 0,05 U)

jsou zobrazeny na obrazcich €. 14 a 15.
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Obr. ¢. 14 Stanoveni kinetickych parametrt pro aktivitu AChE 0,1 U
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Obr. ¢. 15 Stanoveni kinetickych parametrti pro aktivitu AChE 0,05 U
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4.3.1 Vypocet kinetickych parametrit Ky, Viax

Znézornéni vypoctu kinetickych parametrti Kis a Vinax je uveden v tabulce €. 5, pficemz

byly pouZity rovnice regrese z grafu v ptredchozi kapitole (obr. 13).

Tab. &. 5 Priklad vypoctu kinetickych parametrit Kis a Vinax

Aktivita AChE =0,2 U

Vypocet Ky Vypocet Viax

Me¢éfeni a Mgéfeni b Meéfeni a Mgéfeni b

y = 0,0027x + 4,2807 y =0,0028x +3,2163 | y =0,0027x +4,2807 | y =0,0028x + 3,2163

Km/Vimax = 0,0027 Kwm/Vimax = 0,0028 1/Vinax = 4,2807 1/Vinax = 3,2163

Kwm=0,0027.0,2336 Kwm=0,0028.0,3109 Vinax = 0,2336 57! Vinax = 0,3109 57!

Ky = 6,3078.10" mol/l | Ku= 8,7056.10"* mol/l

Pramér Vmax = 0,2723 s™

Primér Ky = 7,5067. 10 mol/l

Vysledky méfeni kinetickych parametri Kys a Vinax pii vSech testovanych aktivitach

enzymu spolu se smérodatnou odchylkou jsou uvedeny v tabulce 6.

Tab. €. 6 Vysledky kinetickych parametri Kis a Viax pro vSechny testované aktivity AChE

Aktivita AChE [U] Ky [mmol/l] Vnas [s7]
0,2 0,75+ 0,12 0,2723 + 0,0387
0,1 0,65 + 0,03 0,1541 +0,0113
0,05 0,13 + 0,01 0,0206 = 0,0004

Z vyslednych hodnot kinetickych parametru je vidét klesajici tendence hodnot Kis 1 Viax
s klesajici aktivitou enzymu. Podle definice kinetickych parametri v kapitole 1.1.2 mezni
rychlost klesa, protoZze mén¢ aktivni enzym pievede méné substradtu na produkt. Pti nizké
aktivité¢ enzymu zéaroven klesd Michaelisova konstanta, jelikoz pro dosazeni poloviny mezni

rychlosti postaci i mensi koncentrace S.

4.4 Stanoveni typu inhibice

Urceni typu inhibice bylo provedeno u inhibitoru ¢. 5, 8 a u standardnich latek. Pro

testovani byly zvoleny 4 koncentrace substratu: 2.10> mol/l, 4.10-> mol/l, 6.10°> mol/l a 8.10°°
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mol/l a aktivita enzymu 0,1 U. Vysledna linearni zavislost pro jednotlivé koncentrace substratu
je pfitom vzdy primérem ze dvou méteni. Podrobny postup spektrofotometrického stanoveni

typu inhibice byl uveden v kapitole 3.3.4.

Ze zavislosti absorbance na Case byla zjisténa reakeni rychlost neinhibované reakce (vo)
a inhibované reakce (v;) pii riiznych koncentracich inhibitoru. Pro v§echny zvolené koncentrace
substratu byla pak sestrojena spolecné graficka zavislost dle Lineweavera a Burka: zavislost
prevracené hodnoty reak¢ni rychlosti (1/v) na pfevracené hodnoté koncentrace substratu (1/[S])

a rovn¢z zavislost dle Dixona: 1/v vs. koncentrace inhibitoru ([I]).

Vysledné grafické zavislosti se vyuzivaji k ur€eni typu inhibice, pficemz zrovnic
regrese je mozné vypocitat kinetické parametry. Podle toho, jak se Kis a Vi méni, lze urcit, o
jaky typ inhibice se jedna. Piiklad stanoveni byl proveden pro inhibitor ¢. 8 a je znazornén na

obrazku 16.

_ 350 -
- [I]1=1,25.10" mol/l
00 [1] = 1,0.10° mol/l
= -6
250 - [1]=7,5.10° mol/l
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200 [1]=0 mol/l
150 -
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100 -
50 -
r /G T T T . . |
-1,00E+04  0,00E+00  1,00E+04  2,00E+04  3,00E+04  4,00E+04  5,00E+04  6,00E+04
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Obr. ¢. 16 Urceni typu inhibice AChE inhibitorem ¢. 8 dle Lineweavera a Burka (0,1 U)

V tabulce 7 jsou pro ptiklad uvedeny vypoctené hodnoty Kis a Viyar z rovnic regrese
ptevzatych z grafu uvedeného vyse (obr. €. 16). S témét neménnou hodnotou Ky a zaroven

klesajici Viyax se vzristajici [I] je potvrzen nekompetitivni typ inhibice AChE.



Tab. €. 7 Vypocet hodnot Kis a Ve pro inhibitor €. 8

[1] [mol/] Ky [mol/l] Vinax [$7]
1,25.10° 2,06.10" 0,0368
1,00.10° 1,99.10 0,0390
7,50.10- 2,05.10" 0,0436
5,00.10- 2,08.10" 0,0473

0,00 2,07.10" 0,0559

Grafické znazornéni dle Dixona bylo sestrojeno i pies potvrzeni typu inhibice vypoctem

v

kinetickych parametrti, neb je spolehlivéjSim ukazatelem typu inhibice. Zde je rovnéz ziejmy

nekompetitivni typ inhibice acetylcholinesterazy. Ptiklad stanoveni byl proveden pro inhibitor

¢. 8 a je zndzornén na obrazku 17.

-2,50E-05 -2,00E-05 -1,50E-05

> 350
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-1,00E-05 -5,00E-06 0,00E+00 5,00E-06
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[ 2

[S] =,4.10°5 mol/1
@
[S1£6.10% mol/l

®[S]=18.10" mol/l

1,00E-05 1,50E-05

[1] [mol/l]

Obr. ¢. 17 Urceni typu inhibice AChE inhibitorem ¢. 8 dle Dixona (0,1 U)

60



Typ inhibice byl stanoven pomoci obou grafickych zavislosti i pro dalsi latky, konkrétné
pro inhibitor ¢. 5 a standardni latky (rivastigmin, galantamin). Vysledné zévislosti jsou

znazornény na obrazcich nize.

Na obrazcich ¢. 18 a 19 niZe jsou sestrojeny grafické zavislosti 1/v vs. 1/[S] dle
Lineweavera a Burka a 1/v vs. [I] dle Dixona. Takto byl ovéfen typ inhibice AChE inhibitorem
¢. 5.

_ 450 -
= [1] =5,0.10% mol/l
400 -
350 - [I]=3,5.10% mol/l
300 - [1]=2,5.10% mol/l
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200 - [1] =0 mol/l
150 -
100 -
50 -
. . ,/’( : . . . . .
-2,00E+04 -1,00E+04 %)OEJroo 1,00E+04 2,00E+04 3,00E+04 4,00E+04 5,00E+04 6,00E+04
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Obr. ¢. 18 Urceni typu inhibice AChE inhibitorem ¢. 5 dle Lineweavera a Burka (0,1 U)
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Obr. ¢. 19 Urcéeni typu inhibice AChE inhibitorem ¢. 5 dle Dixona (0,1 U)

V grafické zavislosti dle Lineweavera a Burka se hodnota Ky s proménlivou koncentraci
I neméni, zatimco hodnota V.. klesad se zvySujici se koncentraci I. V grafu dle Dixona se
naopak rychlost reakce zvysuje se vzrustajici koncentraci S. Z obou grafti je tedy patrné, Ze se

jedna o nekompetitivni typ inhibice.

Na obrézcich €. 20 a 21 jsou sestrojeny grafické zavislosti 1/v vs. 1/[S] dle Lineweavera

a Burka a 1/v vs. [I] dle Dixona. Tentokrat pro standardni latku rivastigmin.
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Obr. ¢. 20 Urceni typu inhibice AChE rivastigminem dle Lineweavera a Burka (0,1 U)
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Obr. ¢. 21 Urceni typu inhibice AChE rivastigminem dle Dixona (0,1 U)

Grafické znazornéni dle Lineweavera a Burka ukdzalo na jasné nekompetitivni typ
inhibice. Pfesnéjsi ur€ovani typu inhibice vSak poskytuje Dixontiv graf, podle kterého je typ

inhibice rivastigminem smiSeny. Jedna se tedy o smiSeny nekompetitivni inhibitor.
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Na obrazcich €. 22 a 23 jsou sestrojeny grafické zavislosti 1/v vs. 1/[S] dle Lineweavera

a Burka a 1/v vs. [I] dle Dixona, a to pro druhou standardni latku — galantamin.
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Obr. ¢. 22 Urcéeni typu inhibice AChE galantaminem dle Lineweavera a Burka (0,1 U)
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Obr. €. 23 Urceni typu inhibice AChE galantaminem dle Dixona (0,1 U)
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Na zéklad¢ obou grafickych znazornéni galantamin vykazuje nekompetitivni typ inhibice

AChE.

Po zhodnoceni vSech vyse zobrazenych grafickych zavislosti dle Lineweavera a Burka a
dle Dixona a také na zdkladé meénicich se hodnot kinetickych parametrii jsme usoudili, Ze u

vSech testovanych latek se uplatiiuje nekompetitivni typ inhibice acetylcholinesterazy.

4.5 Stanoveni rovnovazné disocia¢ni konstanty

U vSech inhibitori testovanych na typ inhibice (inhibitor €. 5, 8, rivastigmin, galantamin)
byl zjistén nekompetitivni typ inhibice — viz kapitola 4.4. Vzhledem ke strukturni podobnosti
vSech testovanych bispyridiniovych soli je mozné predpokladat, Ze vSechny testované latky
budou vykazovat nekompetitivni typ inhibice. Ze znalosti typu inhibice a hodnot ICso je mozné
vypocitat K; pro vSechny testované latky, pficemz hodnota K; se rovna hodnoté ICso, jak je
uvedeno v kapitole 1.1.4. Vypocitané hodnoty K; pro vSechny testované latky jsou uvedeny

v tabulce 8.

Tab. €. 8 Vypocitané hodnoty K; jednotlivych inhibitorti

Inhibitor K; [mol/l]
1. 1,59.10°

2 2,59.107

3 3,32.107

4. 3,24.10°

5. 5,08.10°8

6 1,03.107

7 1,54.10°

8. 3,85.10°7
Rivastigmin 3,49.10°
Galantamin 1,36.10°

Z vyslednych hodnot v tabulce 8 je jasné, Ze nejvyssi inhibi¢ni t¢innost ma inhibitor €.
5 (1,1 -(dekan-1,10-diyl)bis(4-methyl-1-pyridinium)) s hodnotou K; = 5,08.10" mol/l a naopak
nejslabsi inhibici AChE vykazuje inhibitor ¢. 8 (1,1'-(nonan-1,9-diyl)bis(4-acetyl-1-
pyridinium)) s hodnotou K; = 3,85.107> mol/L
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Pro zjisténi hodnot rovnovazné disocia¢ni konstanty vSak lze vyuzit i grafickou zavislost
dle Dixona. Zde jsou pro kazdou koncentraci substratu vyneseny body na pfimce a extrapolaci
téchto ptimek dojde k jejich protnuti v jednom bod¢. Pfenesenim tohoto bodu na osu x se ziska
koncentrace inhibitoru rovna pravé hodnoté K;. Prikladem takového vyhodnoceni mize byt
Dixontiv graf pro standardni latku galantamin (viz obrazek ¢. 23, vySe v textu), kde je hodnota

K; ptiblizné rovna 1,25.10°° mol/l.

4.6 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu

Hodnoty K, byly stanoveny na zékladé postupu popsaného v kapitole 3.3.6. V tabulce
¢. 9 jsou uvedeny logaritmické hodnoty K, jednotlivych inhibitord stanovené experimentalné
a pomoci dvou pocitacovych programli (ChemDraw, ChemSketch). U experimentalnich dat

jsou navic uvedeny smérodatné odchylky.

Tab. ¢. 9 Hodnoty rozdélovaciho koeficientu v logaritmické formé pro testované inhibitory

Inhibitor log Kow log Kow log Kow
(ChemDraw) | (ChemSketch) | (experiment)
1. -3,44 -6,10 -5,02+ 1,18
2. -2,80 -2,64 -2,66 + 0,59
3. -0,73 -0,65 -0,69 + 0,59
4. -4,92 -4,67 -4,80+ 1,18
S. -3,86 -3,71 -3,75+ 0,59
6. -3,97 -6,41 -4,85+ 1,18
7. -4,99 -5,59 -5,22 £1,18
8. -5,45 -4,98 5,13+ 1,18

Pomoci pocitacovych programii (ChemDraw, ChemSketch) a ndsledné i experimentalné
byly zjistény hodnoty rozdélovaciho koeficientu jednotlivych inhibitort. Z vyslednych
zapornych hodnot v tabulce €. 9 je zfejmé, Ze vSechny inhibitory jsou hydrofilni. V takové
podobé jsou dobfte rozpustné ve vodném prostiedi, pricemz nékteré z nich byly dokonce cilené
navrzeny za vyuziti molekulového modelovani tak, aby dosdhly urcité hydrofility. Ta je dana
ptitomnosti dvou kvartérnich dusikli ve struktufe inhibitorti a chemicky se tedy jednd o soli
(konkrétné bromidy). Zaroven lze fici, Zze experiment byl proveden spravné, jelikoz ziskané
hodnoty jsou piiblizné stejné jako z pocitacového programu.
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Podle tzv. Lipinského pravidla 5 Ize orienta¢né urcit, kterd latka projde bunécnou
membranou a ktera nikoliv. Musi splilovat nasledujici podminky:
e hodnota K, je idealn¢ v rozmezi 4-5,
e molarni hmotnost je nizsi nez 500 g/mol,
e musi obsahovat méné nez 5 donortt H do vodikové vazby (napft. skupiny -NH, —NHa, —
OH),

e musi obsahovat mén¢ nez 10 akceptorii H za tvorby vodikové vazby (napt. atomy No,

0O2) [65].

Dle struktury a molarni hmotnosti inhibitorii v tabulce 1 i vyslednych experimentalné

stanovenych hodnot K, 1ze fici, Ze testované latky splituji vétSinu téchto pravidel.

4.7 Stanoveni polarni povrchové plochy

Stanovenim hodnoty tPSA lze zjistit schopnost molekuly vytvatet vodikové vazby. Cim
méné je pfitom téchto vazeb na povrchu molekuly, tim méné hydrofilni bude. Hodnota tPSA
zavisi na konformaci molekuly, tudiz ji 1ze vypocitat na zdklad¢ strukturni analyzy dané latky.
Hodnoty tPSA pro jednotlivé inhibitory uvedené v tabulce 10 byly vypocteny pomoci

pocitacového programu ChemDraw.

Tab. €. 10 Vypoctené hodnoty tPSA

Inhibitor tPSA [A?]
1. 46,48
6,02
6,02
58,62
6,02
46,48
80,62
40,16

ol B AN LN Bl ol B

Jak bylo uvedeno v kapitole 3.3.7, stanovenim hodnoty tPSA Ize urcit, do jaké miry se
molekula 1éku bude vstiebavat v gastrointestindlnim traktu, ¢i zda bude naopak prochazet

hematoencefalickou bariérou. Porovndnim vypoctenych hodnot tPSA a experimentalné

67



stanovenych hodnot K, jsme usoudili, Ze testované inhibitory budou dobie absorbovany ve
stitevech. Nizké hodnoty tPSA u inhibitoru €. 2, 3 a 5 sice naznacuji opak, ale smérodatnéjSim

ukazatelem je pravé hodnota rozdélovaciho koeficientu, podle niz jsou i tyto latky hydrofilni.

Testované hydrofilni bispyridiniové soli piisobi piedev§im na periferni cholinesterazy,
¢imz se stavaji potenciondlnimi léCivy onemocnéni zvaného myasthenia gravis. Patologie
nemoci spociva v tvorbé autoprotilatek, které se vazi na proteiny (receptory pro ACh) zapojené
do neuromuskularni signalizace. Diky vazbé ACh na tyto receptory v nervosvalové ploténce je
nervovy vzruch za normalnich podminek zpracovan na svalovou kontrakci. Pii blokaci této
vazby autoprotilatkami tim padem dochdzi k selhani neuromuskularniho pfenosu nasledované
svalovou slabosti jako jednoho zhlavnich pfiznakli této choroby. Nejucinngjsi
symptomatologickou 1é¢bou jsou tedy v soucasné¢ dobé inhibitory AChE, které zabraiuji

rozkladu ACh v nervosvalové ploténce a daji mu tak prostor pro delsi plisobeni [66, 67].
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo experimentalni stanoveni celkového ucinku vybranych

bispyridiniovych soli na aktivitu acetylcholinesterazy.

Testovanim inhibi¢niho G¢inku vybranych inhibitort byly nékteré znich shledany
efektivnéjSimi nez ty, které jsou bézné vyuzivany pro lé€bu Alzheimerovy choroby. Jako
nejvice ucinny se projevil inhibitor ¢. § (1,1'-dekan-1,10-diyl)bis(4-methyl-1-pyridinium))
s hodnotou 1Cso rovnou 0,12 + 0,01 umol/l pti aktivit¢ AChE 0,2 U. Zaroven bylo prokazano

ovlivnéni inhibi¢ni t¢innosti nejen reakénimi podminkami, ale také aktivitou enzymu.

U vSech latek testovanych na typ inhibice byl zjistén nekompetitivni typ inhibi¢niho
plsobeni na enzym. Znamend to, ze inhibitory nejsou strukturnimi analogy substratu a

neovliviiuji tak afinitu mezi nim a enzymem.

Zaverem lze fici, Ze testovanou latkou vhodnou pro dal$i zkoumani je inhibitor €. 5 (1,1°-
dekan-1,10-diyl)bis(4-methyl-1-pyridinium)). Diivodem je jiz zminénd vysokd uCinnost
inhibice AChE, dale splnéni témét vSech Lipinského pravidel, dobra rozpustnost ve vod¢ i jeho

ucinna absorpce v gastrointestinalnim traktu.
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