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ANOTACE

Tato bakalatska prace se zabyva inhibitory cholinesteras vyuzivanych ve zdravotnictvi. Jedna
se o teoretickou Cast, kterd zahrnuje charakteristiku enzymt, cholinesteras, a predevsim se
zabyva jednotlivymi cholinesterasovymi inhibitory. Déale se zaméfuje i na jednotlivé nemoci,
kde jsou tyto inhibitory vyuzivany.
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inhibitory cholinesteras, acetylcholinesterasa, butyrylcholinesteasa, Alzheimerova choroba,

myasthenia gravis

TITLE

Inhibitors of cholinesterases using in healthcare

ANNOTATION

This work deals with inhibitors using in healthcare. It is a theoretical part, which includes the
basic characteristics of enzymes and cholinesterases. Main part deals with cholinesterases

inhibitors and it is also focuses on diseases, where these inhibitors are used for treatment.

KEY WORDS

cholinesterase inhibitors, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, Alzheimer's disease,
myasthenia gravis
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SEZNAM ZKRATEK

AD — Alzeimerova choroba

AChE — acetylcholinesterasa

AChR — nikotinovy acetylcholinovy receptor
ALT — alaninaminotransferasa

APP — amyloidové prekurzorové proteiny

AST — aspartataminotransferasa

BuChE — butyrylcholinesterasa

DDVP - 2,2-dichlorvinyldimethylfosfat

DN — dibukainové cislo

DTNB - 5,5°-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
EOMG — mysthenia gravis s ¢asnym nastupem (early-onset mysthenia gravis)

FDA — US Food and Drug Administration (Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv Spojenych statt

americkych)
FET — Field -Effect Transistor (tranzistor fizeny elektrickym polem)

LOMG — mysthenia gravis s pozdnim nastupem (late-onset mysthenia gravis)

LRP4 — nizkodenzitni lipoprotein (low-density lipoprotein receptor related protein 4)
MuSK — svalové specificka tyrosinkinasa (muscle specific tyrosin kinase)

OMG - o¢ni myasthenia gravis

TAMG — myasthenia gravis s karcinomem thymu (thymoma asociated myasthenia gravis)

TBN" — 5-sulfonyl-2-nitrobenzoovy anion



UvVOD

Alzheimerova choroba je nejcastéji se vyskytujicim typem demence, tvori 50-60 %
ptipadd vsech senilnich demenci. Jedna se o nebezpecnou neurodegenerativni poruchu, jejimz
vlivem jedinec ztraci kratkodobou pamét’ a zhorSuji se u néj kognitivni funkce. Pribéh nemoci
je postupny, zpocatku nenapadny, nemoc se nemusi projevit i nékolik let. Problémem terapie
Alzheimerovy nemoci je, ze ackoliv jsou degeneracni procesy probihajici v mozku znamy,
neexistuje zatim zadné 1€¢ivo, které by je zvratilo nebo alespon zastavilo. Ke zmirnéni ptiznaka
a zpomaleni postupu nemoci se tedy pouzivaji alesponn symptomatickd 1éCiva, zejména
inhibitory cholinesteras, které alesponi jistou mérou posiluji kognitivni funkce jedince.

Dalsi nemocit, k jejiz 1é€be jsou vyuzivany inhibitory cholinesteras je myasthenia gravis,
coz je autoimunitni onemocnéni, pfi kterém télo vytvaii protilatky plsobici pirevazné proti

acetylcholinovym receptoriim, nasledkem ¢ehoz se snizuje svalovy tonus.

Mezi inhibitory cholinesteras patfi mnoho sloucenin s riiznym dopadem na lidsky organismus,
pfiemz tato prace je zaméfena zejména na inhibitory cholinesteras vyuzivanych k terapii vySe

zminénych nemoci.
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1. ENZYMY

Enzymy jsou bilkoviny, které v organizmu plni velice specifickou funkci — slouZzi jako
biologické katalyzatory. Nachazeji se ve vSech zivych organismech a i nejjednodussi buiky
mohou obsahovat az 3000 riznych enzymi. Ty umoziuji uskute¢nit mnozstvi specifickych
metabolickych reakcei tim, Ze snizuji jejich aktivacni energii a ovliviuji jejich rychlost, a to za
velmi mirnych podminek (teplota 37 °C, tlak 101 325 Pa, pH vétSinou okolo 7). Reakce jsou
velmi specifické a se specifickymi substraty, organismus muze jejich aktivitu regulovat dle

svych fyziologickych potieb. [1-5]

Substrat je sloucenina, jejiz preménu enzym katalyzuje. Jednotkou enzymové aktivity,
tedy miry jeho katalytické Uc¢innosti, je katal (kat). Enzymatickd aktivita 1 kat odpovida
preméné 1 mol substratu za 1 sekundu pii dodrzeni definovanych podminek (nasyceni enzymu

substratem, dana teplota a pH). [1, 2]

Enzymy jsou rozdé€leny do Sesti hlavnich tfid dle katalyzované reakce. Nasledné se déli
do podtiid podle substratu, jehoz pteménu katalyzuji a dale do podpodttid podle akceptoru.
Kazdému enzymu jsou pfidelena ctyii Cisla (Ctvrté Cislo je pofadovym ¢Eislem enzymu
V podpodtiidé). K pojmenovani se v CeStiné pouzivaji jednoslovné doporucené nazvy
s koncovkou -asa. [2]

Enzymy jsou do tfid rozd€leny nasledovné:

1. Oxidoreduktasy

Jsou nejpocetngjsi tfidou enzyml. Maji povahu sloZenych bilkovin. Katalyzuji
intermolekulové oxida¢né-redukéni reakce (Casto s kofaktorem NADT), jejich
koenzymy méni své oxidaéni Ccislo. PtenaSeji vodikové ionty, elektrony nebo
zabudovavaji atom nebo molekulu kysliku do substratu. DéEli se na podtiidy podle
funkénich skupin, které jsou donory vodikovych ionti nebo elektrond. Patii sem napf-.:
dehydrogenasy, peroxidasy nebo oxidasy.

2. Transferasy
Jde o slozené bilkoviny, které katalyzuji pfenos skupin (napi. -CHs, -NH>, -COCHj3)

v aktivované form¢ z jejich donoru na akceptor. DéEli se na podttidy podle charakteru
prenasenych skupin. Napf. aminotransferasy prenaseji aminoskupinu z aminokyseliny
na oxokyselinu, kinasy zbytek kyseliny fosfore¢né z ATP na substrat.

3. Hydrolasy
Homoproteiny hydrolyticky Stépici vazby, které vznikly kondenzaci (napft. peptidové,

glykosidové, esteroveé). Na podtiidy se déli podle typu $t€pné vazby.
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4. Lyasy
Tvoii malo pocetnou skupinu enzymil. Maji povahu slozenych bilkovin, které katalyzuji

nehydrolytické Stépeni vazeb (C-C, C-O, C-N, C-S apod.). Lyasy také Casto katalyzuji
1 energeticky nenaro¢né opacné reakce, kdy ze dvou mensich molekul vznikne jedna
vétsi za vytvoreni vyse uvedenych vazeb. V tomto piipadé se pouziva termin synthasa.
Na podtridy se déli podle typu Stépenych, nebo syntetizovanych vazeb.

5. Isomerasy
Malo pocetna skupina enzymi, které mohou byt homo- i heteroproteiny. Katalyzuji

intramolekularni pfesuny atomii a jejich skupin, tedy vzajemné premény izomerti. Podle
typu izomerie se rozd€luji do podtiid.

6. Ligasy
Katalyzuji vznik energeticky naroénych vazeb za soucasné¢ hydrolyzy

nukleosidtrifosfati, nejcastéji ATP. Lygasy jsou malo pocetnd skupina enzymi, maji
charakter sloZzenych enzymu a v trividlnich ndzvech se pro né€ pouziva nazev synthetasa.

Do podtiid se déli podle typu vytvarenych vazeb. [1, 2, 5]

1.1. Struktura enzymu

Enzymy se ve vétsing ptipadi skladaji ze dvou dilezitych ¢asti (tzv. heteroproteiny ¢i
sloZzené enzymy), a to apoenzymu a kofaktoru. Apoenzym je bilkovinna ¢ast enzymu, kofaktor
nizkomolekularni nebilkovinna ¢ast enzymu. Kofaktor je velmi dilezitou souéasti enzymu, bez
kterého by jinak vibec nefungoval. Slouzi k pfenosu elektronti, atomt, ¢i funkénich skupin.
Jednd se o derivaty vitamini rozpustnych ve vodé¢, casto jsou tvofeny heterocyklickou
slouceninou. Navic ¢asto vazou molekuly kovii, ¢i jsou samy témito kovy (stopovymi prvky)
tvofeny (napt. Mn, Ni, Fe, Cu, Co, Zn, Mo). Kofaktory lze rozdélit do dvou skupin podle sily
vazby na apoenzym: koenzymy, které se vazi na apoenzym volng, reverzibilné (maji charakter
substratu) a prostetické skupiny, které se vazi na apoenzym pevné kovalentni vazbou. Komplex
apoenzymu s koenzymem se nazyva holoenzym. Enzymy tvofené pouze bilkovinnym fetézcem

jsou homoproteiny. [1, 2, 6]

Nekteré enzymy tvoii kvarterni struktury (skladdaji se z vice podjednotek), patii tedy
mezi oligomery. Tyto podjednotky mohou byt identické nebo mlZou mit rGznou strukturu.
Na kazdé této podjednotce miize byt vazebné misto jak pro substrat, tak i pro efektor, nebo
mohou tyto podjednotky byt rozdélené na tzv. katalytické podjednotky s vazebnym mistem
pouze pro substrat a na regulacni podjednotky, které¢ vazou pouze efektory (vazebnd mista pro

aktivator a inhibitor mohou byt rizna). [2]
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Veskeré enzymatické reakce probihaji v aktivnim centru enzymu, neboli v aktivnim
misté, coz je pomérné mala ¢ast enzymu v podobé prohlubné ¢i §térbiny. V aktivnim misté jsou
ulozeny funk¢ni skupiny vedlejSich fetézci aminokyselin tvoficich polypeptidovy fetézec
enzymu. Katalyticky aktivni skupiny tvofi tzv. katalytické centrum. Vazebné centrum je
tvofeno skupinami, které specificky vazi substrat. Funkéni skupiny vytvari vhodné chemické
prostiedi pro reakci (napf. jinym hydrofilnim/hydrofobnim prostiedim oproti roztoku, ¢i jinymi
elektrostatickymi silami) a svym prostorovym uspotfadanim ovliviiuji druh reakce, ktera
probéhne. V aktivnim centru je dale pfitomen kofaktor. V blizkosti vazebného mista pro
substrat je, u enzymu povahy sloZzenych bilkovin, vazebné misto pro koenzym, ktery ma povahu

druhého reaktantu. Toto vazebné misto byva na povrchu molekuly enzymu. [1, 2, 6]
Jsou znamy tii zakladni typy prostorového usporadani aktivnich center:

a) tvar $térbiny: tento typ se nachazi naptiklad u hydrolaz, které $tépi dlouhé fetézce
biopolymert, tyto fetézce se do Stérbiny vsunou a jsou preruseny, fetézce musi byt
ve form¢ jednotlivych vlaken

b) mélka povrchova prohluben: touto formou aktivniho centra disponuji napf. travici
enzymy, které §tépi molekuly ve formé svazki fetézcti ¢i nékolikavldknovych past aniz
by se musely pfedem rozbalit

c) forma jamky: je souéasti enzymi odstépujicich koncové struktury fetézcl (napf.
karboxypeptidasa odstépujici aminokyseliny z karboxylovych konct peptidovych
fetézen) [1, 6]

Na enzymech se nachazeji dal§i vazebna mista mimo aktivni centrum enzymu, na ktera
se mohou véazat dalsi slouceniny ovliviiujici jeho aktivitu. Tyto slouceniny se nazyvaji efektory.
Efektory se d¢li na aktivatory, které reakci urychluji a inhibitory, které ji zpomaluji ¢i
znemoznuji. Aktivatory jsou nizkomolekularni latky (vétSinou dvojmocné kationty kovit), které
vazbou pobliz aktivniho centra méni jeho prostorovou strukturu, a tim usnadnuji reakci.
Problematika inhibitorti bude popsana nize v textu. Latky ovlivilujici aktivitu oligomernich
enzymul se nazyvaji allosterické efektory a vazou se na allosterickd centra. Tyto efektory

vyvolaji zménu konformace celé molekuly. [1, 2]

1.2. Kinetika enzymovych reakci

Enzymy obecné funguji jako katalyzatory a zvySuji rychlost chemickych reakci. Prvni
zakladni poznatky o kinetice enzymovych rekci byly ziskany Leonorem Michaelisem a Maud
L. Mentenovou v roce 1913, pficemz prvni méteni bylo provedeno jiz v roce 1902. [1]

Jedine¢nost katalytické u¢innosti enzymu spociva v reakéni specifite, enzym katalyzuje

pouze jeden typ reakce u riznych substrati (napi. skupinu kyseliny fosfore¢né z riznych
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substratli odstépuji fosfatasy), nebo pak v substratové specifité, coz znamend, ze enzym
katalyzuje pfeménu pouze jedné slouceniny a s zddnymi jinymi molekulami reakce neprobiha
(piikladem je glukosaoxidasa, ktera nercaguje s jinou molekulou nez s glukosou). Tato
schopnost je vysvétlovana tak, Ze substrat musi mit vhodné vlastnosti, aby se mohl na enzym
nekovalentné vazat, a zarovein musi mit k této interakci nalezité prostorové uspotradani. Aby
enzym reagoval pouze s ur¢itym substratem, musi K tomu mit uzptisobenou strukturu, jedna se
tedy o strukturni specifitu. U strukturni specifity lze hovofit o tfech typech. Prvnim z nich je
absolutni strukturni specifita, kdy enzym katalyzuje reakci pouze u jediného substratu, jediné
molekuly. Pfikladem je jiz zminénd glukosaoxidasa, ¢i ureasa, ktera rozkladd mocovinu
na amoniak a oxid uhli¢ity. Tento typ strukturni specifity je ale spise vyjimeény. Cast&j$im
pfipadem je skupinova specifita, kdy enzym katalyzuje pfeménu strukturné podobnych
substratil, ale s riznou afinitou, tedy riznou rychlosti. Naptiklad cholinesterasy hydrolyzuji
Skalu esterti cholinu. Tteti skupinou je relativni strukturni specifita. V tomto ptipadé enzym
dava prednost urcité skuping€ substrati, ale je schopen katalyzovat pfeménu jesté u jiné skupiny
slou¢enin, ovSem s niz$i afinitou. Dal§im parametrem nutnym pro splnéni substratové specifity
je prubéh reakce v urcité oblasti substratu, ackoliv by mohla probihat i jinde (fosfolipasa A1
odstépuje mastnou kyselinu z uhliku C1 glycerolu u fosfatidati, kdezto fosfolipasa A2 ji
odstépuje z uhliku C2). Tato enzymaticka schopnost se nazyva regiospecifita. Tteti podminkou
je dodrZeni enzymatické katalyzy pouze u ur¢itym zplisobem uspofadané molekuly, tedy u jeji
urcité konfigurace. Jedna se o tzv. stereospecifitu, kterd se dal rozliSuje. O enantiomerni
specifitu jde v pfipadé€, Ze enzym reaguje pouze s jednim z enantiomert. Tedy pokud bude
vytvofena racemicka smes, ke konci reakce dojde po spotiebovani ptislusSného enantiomeru.
Prochirdlni specifita spoc¢iva v tvorb&é pouze jediného enantiomeru pii syntéze chiralni

molekuly z achiralni, napt. pti pfeméné pyruvatu na laktat. [5-7]

Na reak¢ni specifité se u slozenych enzymi podili jak bilkovinny fetézec, tak i kofaktor
(ten mize mit odliSné katalyzacni vlastnosti v zavislosti na bilkovinném fetézci, na kterém je

navazan). Kdezto na substratové specifité se podili pouze bilkovinna ¢ast enzymu. [4]
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Michaelisem a Mentenovou byla studovana rychlost reakce v zavislosti na:

a) zméné koncentrace enzymu, pfi¢emz koncentrace substratu se neméni — v tomto piipade
byla zavislost po¢ate¢ni rychlosti reakce na koncentraci enzymu linearni (Obr. 1)

[S] = konst.

VY, —*

[Eo]—>

Obrdzek 1:Zavislost pocatecni rychlosti reakce na koncentraci enzymu

b) zméné koncentrace substratu, pficemz koncentrace enzymu zlstavala konstantni — za
této situace byla zavislost pocatecni rychlosti na koncentraci substratu hyperbolicka,
protoze po sléze dochazi k obsazeni vSech aktivnich mist enzymu (Obr. 2).

[E]s=konst.

Vn—b <

<

Km [5] ——

Obrazek 2: Zavislost pocatecni rychlosti reakce na koncentraci substratu
Pro jednosubstratovou enzymovou reakci bylo vytvofeno schéma:
kl 2
E+S f ES—=E+P

1
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Za ptedpokladu, ze substrat (S) se nejprve navaze na aktivni misto enzymu (E)
a spole¢né tak vytvoii komplex enzym — substrat (ES) jako meziprodukt, a teprve poté dojde
k reakci a vytvofeni produktu (P) a jeho uvolnéni z enzymu. Koeficienty ki znaci rychlostni
konstanty reakci. Schéma zobrazuje pouze pocatek reakce, kdy neni produkt teoreticky
ptitomen a jeho koncentrace je nizkd, coz znamena, Ze reakce probiha v jeho prospéch a zpétna
tvorba komplexu ES z produktu enzymu je zanedbatelna — toto Ize ovSem zajistit pouze in vitro,
Vv zivych systémech obvykle nenastava situace, kdy by koncentrace produktti na pocatku reakce
byla nulova. Z kiivky b) je patrné, ze pokud je koncentrace substratu nizka, je nizka
I koncentrace komplexu enzym-substrat a vétsina molekul enzymu je volna, plati: [E] >> [ES].
Rychlost reakce (ktera je prvého fadu) je imérné koncentraci substratu a je tedy nizka. Kdyz je
ale koncentrace substratu v roztoku vysokd, veSkeré molekuly enzymu jsou vyvazané
substratem a volny enzym se v systému téméf nevyskytuje: [E] << [ES]. Dosahne se tak mezni
(maximalni) rychlosti (v = Vm), kterd uz bez volného enzymu nemtize dale stoupat a stdva se
reakci nultého fadu. Tato kiivka vyjadiujici zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci

substratu se nazyva satura¢ni kiivka (Obr. 3).

V2l -------

Obrazek 3: Saturacni kiivka
Pokud je koncentrace komplexu enzym — substrat v prubéhu celé reakce konstantni
([ES]n = konst.), je dosazeno tzv. ustaleného stavu, na jehoz zakladé bylo vytvofeno

matematické vyjadieni saturacni kiivky Briggsem a Haldanem v roce 1925:

d[P] k, - [E]o - [S]
v=——=k, [ES] =
dt 2 k—1k"1‘ k2_+ [S]
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Byly vytvofeny nové kinetické parametry:

k_1+ k;

Vm = ky " [E]paKy = )

Konec¢ny tvar rovnice Michaelis — Mentenové tedy je:

Vi + [S]

U Ku + 5]

Piedpokladalo se, ze ko << ki, tedy k2 je zanedbatelné, a tedy Ky, = % Kwm je tzv.
1

Michaelisova konstanta, kterd ma rozmér koncentrace a vyjadfuje miru afinity enzymu pro
substrat a je rovna koncentraci substratu pii dosazeni pfesné poloviny mezni rychlosti. Pti
nizkych koncentracich probihd reakce podle kinetické reakce I. fadu, pii vysokych
koncentracich uz ale rychlost reakce na koncentraci substratu zavisla neni a stava se konstantni.
Tyto ¢asti kiivky zavislosti rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu rozdéluje
hodnota Km. Pii dostate¢né vysoké koncentraci substratu se tedy mnozstvi vznikajiciho
produktu méni s casem linedrné€, smérnice piimky je ekvivalentni koncentraci (aktivité¢) daného
enzymu, coz lze vyuzit ke kinetickému uréeni mnozstvi enzymu. Michaelisova konstanta je
charakteristickym udajem katalytické vlastnosti enzymu k danému substratu. Je nezavisla na
koncentraci enzymu, ale je ovliviiovana podminkami okolniho prostiedi, jako je teplota, pH ¢i
ptitomnost efektort. Jeji hodnoty se pohybuji v rozmezi 10 az 10 mol/l. Plati, Ze ¢im nizsi
je hodnota Michaelisovy konstanty, tim je vyssi afinita enzymu k substratu. Pfi zachovani
podminky k> << k.1 je Michaelisova konstanta rovna disocia¢ni konstanté komplexu enzym-
substrat. [1, 5]

Parametry Km a Vm se nejcastéji zjist'uji pomoci tzv. metody pocatecnich rychlosti, ktera
spo¢iva v méfeni série ¢asovych zavislosti prubéhu enzymové reakce pro rizné koncentrace
substratu pii konstantni koncentraci enzymu za stejnych podminek. U jednotlivych reakci se

zjisti hodnoty pocatecnich rychlosti a nasledné se provede linearizace.
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Hodnoty lze ziskat ale i linearizaci dle Lineweavera-Burka (Obr. 4). [1, 8]

1V

-1/Km

/4— 1/Vm

e 1/]8]

Obrazek 4: Linearizace dle Lineweaveara-Burka
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2. CHOLINESTERASY

Zakladem cholinergniho systému je neurotransmiter acetylcholin, ktery byl poprvé
objeven Loewim ve dvacatych letech minulého stoleti a bylo zjiSténo, Ze je hojné produkovan
jak centralnim, tak i perifernim nervovym systémem. Cholinesterasy jsou skupinou enzymii,
které katalyzuji hydrolyzu acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou, coz je zakladni proces
umoznujici obnovu cholinergniho receptoru. Mezi cholinesterasy fadime butyrylcholinesterasu
(BuChE) a acetylcholinesterasu (AChE). AChE a BuChE maji z 65 % stejnou sekvenéni
homologii aminokyselin a jsou kdédovany riznymi geny na lidskych chromozomech (AChE
chomozom 7, BuChE chromozom 3). O vzniku odlisSnych, avSak ptibuznych molekularnich
forem AChE a BuChE rozhoduje jediny gen v dusledku alternativniho sestiihu kodovaci oblasti
puvodniho transkriptu. Vznika tak série AChE a BUChE spodobnymi katalytickymi
vlastnostmi, které ale maji odliSnou bunéénou a mimobunécnou distribuci a nekatalytické

vlastnosti. [3, 9, 10]

2.1. Acetylcholinesterasa

ACHhE se tcastni cholinergni neurotransmise hydrolyzovanim acetylcholinu na cholin
a kyselinu octovou, ¢imZ se rusi jeho pisobeni. K acetylcholinu mé na rozdil od BuChE
vysokou afinitu. Je rozSifena v mozku, erytrocytech a neuromuskularnich spojich. AChE
existuje ve tfech globularnich formach, které obsahuji bud’ jednu (monomerni G1), dvé
(dimerni G2) nebo ctyfi (tetramerni G4) katalytické podjednotky. G1 existuje vyhradné
v rozpustné formé, kdezto G4 existuje jak vrozpustné formé, tak i ve formé vazané
na membranu bunék. Ve zdravém lidském mozku piedstavuje AChE 80 % cholinesterasové
aktivity a je tvofena Gl a G4 formou, pfiCemz jejich vzijemny pomér se v jednotlivych

oblastech mozku lisi. [3, 10]

Aktivni misto AChE se sklada ze tfi hlavnich oblasti: esterového vazebného mista,
anionického vazebného mista a hydrofobni oblasti. Esterové vazebné misto tvoii tfi
aminokyseliny: glutamat, histidin a serin, které jsou také zndmé jako katalyticka tridda.
Glutamat a histidin jsou donory elektront serinu, ¢imz ho €ini reaktivnim. Serin je pak schopen
s acetylcholinem tvofit kovalentni vazbu, ¢imz rozvaze jeho dvojnou vazbu uhliku s kyslikem
a vytvoii tetrahedralni meziprodukt. Tento oxyanion je stabilizovan interakci s amidovymi

skupinami v oblasti oznaCované jako "oxyanionova dira". U tohoto meziproduktu se pterusi
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acetylcholinova vazba, uvolni se cholin a zlstane pouze komplex acetyl-serin. Serinacetatova
vazba nasledné podléhd hydrolyze, tim se uvolni acetat a enzym se regeneruje. Anionicka
vazebna mista jsou dvé. Anionicka se nazyvaji proto, ze vazou kladn¢ nabity substrat, ale samy
nejsou zaporné nabita, kdezto jsou tvotfena skupinou aromatickych zbytki, pfevazné tryptofanu.
Periferni anionické vazebné misto lezi u Gsti aktivniho mista. Acetylcholin vytvaii interakci nt-
kationtu s m-elektrony aromatického kruhu tryptofanu a karbonyl acetylové skupiny tvori
slabou vodikovou vazbu s tyrosinem hloubéji v jamce aktivniho mista. Na dn¢ jamky aktivniho
mista hraje klicovou roli v katalytickém anionickém misté druhy tryptofan. Opét plati, ze
acetylcholin tvofi m-kationtovou interakci mezi svym kvarternim aminem a tryptofanovym
kruhem. Acetylova skupina je vazana v acylové kapse, ktera je tvofena dalSimi aromatickymi
zbytky, které lemuji dno aktivniho mista. Hydrofobni oblast se nachazi vedle esterového

a anionického vazebného mista a je dulezita pro vazbu arylovych substratt. [11, 12]

2.2. Butyrylcholinesterasa

Je to nespecificka cholinesterasa hydrolyzujici mnoho riznych estert cholinu. Jeji nazev
je odvozen od butyrylcholinu, coZ je synteticka latka, ktera se pouziva k odliSeni aktivity
acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy (jinak se také nazyva pseudocholinesterasa).
BuChE je pfitomna v plasmé, pankreatu a jatrech (kde je syntetizovana). Hraje ale také
dulezitou roli v cholinergni neurotransmisi a mize byt zapojena v dalsich funkcich nervového
systému, neurobiologickych nemocech a nespecifickych detoxikacnich procesech. Stejné jako
AChE existuje v monomerni, dimerni a tetramerni form¢. U nékterych lidi je aktivita BuChE
geneticky snizena. Tito jedinci mohou byt vice ohrozeni expozici pesticidy ¢i suxamethioninem
(myorelaxans vyuZivané v anesteziologii). BuChE je citliva k dibukainu, ktery inhibuje jeji
funkci na rozdil od AChE a K typu BuChE (kterou koduje alela K), které jsou k inhibici
dibukainem rezistentni. Miru inhibice cholinesteras dibukainem udavé tzv. dibukainové Cislo
(DN), které¢ vyjadiuje procento inhibice cholinesterasy po padani dibukainu. Lidé s klasickou
BUuChE v plasmé maji dibukainové ¢islo vysoké (DN > 75), heterozygoti maji DN kolem
40 —70 a homozygoti s K typem BuChE maji cholinesterasovou aktivitu témeéi bez inhibice
(DN < 20). Mira aktivity BuChE muze slouzit jako marker funkce jater, protoze pii nekroze
jater jeji hladina klesa. Je ale omezena nizkou citlivosti. Genetické predispozice uvedené vyse
a expozice nékterymi slou¢eninami muze zptlisobit faleSn€ pozitivni nalez. Proto se doporucuje
vyhodnoceni zaroven s dal$imi jaternimi enzymy jako je alaninaminotransferasa (ALT)

a aspartataminotransferasa (AST). [3, 13, 14]

21



V plasmé je nejvice zastoupena tetramerni forma BuChE a to z 95 %, dimerni
a monomerni formy pfitomné v plasmé vznikly jeji degradaci. Tento tetramer je tvoien dvéma
dimernimi jednotkami, které drzi silné hydrofobni interakce. Podjednotky dimert jsou spojeny
disulfidickym mustkem. [15-17]
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3. INHIBITORY ENZYMU

Na enzymy muze mit vliv spousta riznych latek, které ovliviiuji jejich katalytickou
ucinnost. Tyto latky se nazyvaji efektory ¢i modifikatory. Mohou na enzymy ptisobit bud’ jako
pozitivni efektory neboli aktivatory, kdy katalytickou ucinnost enzymii zvysuji, nebo jako
negativni efektory, tedy inhibitory, které katalytickou ti¢innost enzymt snizuji nebo tpln¢ rusi.
Efektory Ize rozd¢lit na pfirozené a nepfirozené. Mezi ptirozené patii veskeré latky télu vlastni,
tedy slozky buné¢k jako napf. jejich metabolity. Mezi nepfirozené efektory patii vSechny latky
ovliviyjici ¢innost enzymu dodané do téla zvenci, tedy nejcastéji 1€ky, dale pak jedy, drogy ¢i

exhalaty. [1, 6]

Jako inhibitory miize ptsobit velké mnozstvi latek rizné povahy — ionty, anorganické
I organické latky at’ uz nizko ¢i vysokomolekularni. Tyto latky mohou zpisobit zménu
konformace, soutézit o vazebné misto se substratem nebo mohou inhibovat az komplex enzym-

substrat, aniz by mély néjaky vliv na samotny enzym. [6]

Inhibitory hraji diilezitou roli v diagnostice, dale poskytuji informace o uspotadani
molekuly enzymu, umisténi aktivniho mista, specifit¢ enzymatické katalyzy a jejim
mechanismu. Také lze diky nim sledovat rizné metabolické drahy a zasahovat do latkové

pfemény organismil. [6]

Inhibitory se dé€li na reverzibilni a ireverzibilni. Reverzibilni inhibitory 1ze z molekuly
enzymu odstranit a nezptsobuji tedy trvalou zménu. Nekteré inhibitory se ale na enzymy vazi
tak pevné&, Ze uZ je odstranit nelze, a to jsou inhibitory ireverzibilni. Tyto inhibitory se mohou

vazat kovalentni vazbou. VSechny piirozené inhibice enzymu jsou reverzibilni. [2, 8]

3.1. Jednotlivé typy inhibice
3.1.1.  Inhibice kompetitivni

Princip této inhibice je vtom, Ze inhibitor je strukturné¢ velmi podobny substratu
a soutézi s nim o vazbu na aktivni misto enzymu. Inhibitor tvoii s enzymem komplex enzym-
inhibitor (EI) analogicky ke komplexu enzym substrat (ES). Inhibitor se ale po vazbé na enzym
nepifeméni na produkt (mtze se akorat vyvazat zpét z enzymu), a tak funkci enzymu blokuje.
Vysledny rozsah inhibice z4visi na afinit¢ inhibitoru a substrdtu k enzymu a dale také
na poméru jejich koncentraci. Uginek inhibitoru tedy 1ze kompenzovat zvysenim koncentrace

substratu. Maximalni rychlost u tohoto typu inhibice se neméni, ale zvySuje se hodnota
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Michaelisovy konstanty. Spousta léCiv plsobi jako kompetitivni inhibitory, nazyvaji se

antimetabolity (napf. sulfonamidy k 1é¢bé bakterialnich infekei).

3.1.2.  Inhibice nekompetitivni (alostericka)

Tento typ inhibitort nema podobnou strukturu jako substrat a vaze se jinam, nez
na aktivni misto enzymu. Touto vazbou zpusobi allosterickou zménu konformace enzymu, tedy
1 aktivniho mista a zde nastanou dvé moznosti. Bud’ je zména v takovém rozsahu, ze znemozni
vazbu substratu na aktivni misto enzymu, anebo je tato vazba stadle mozna a znemozni se pouze
pfeména substratu na produkt. U¢inek nekompetitivnich inhibitori neni mozné ovlivnit
zvySenim koncentrace substratu. Michaelisova konstanta, u takto inhibované reakce, ziistava
stejnd, avSak maximalni rychlost klesa.

Jako nekompetitivni inhibitory se vazi ionty t&Zkych kovi (Hg?", Cu?*, Ag"), které se
vazi ireverzibilng, a proto se jim také fikd enzymové jedy. Tyto ionty se vazi na skupiny -SH
Vv bilkovinném fetézci enzymu, které jsou pro katalyticky ucinek enzymut velmi dilezité.

Nachazeji se 1 v aktivnich mistech enzymd, proto se ionty tézkych kovli mohou vézat i tam.

3.1.3.  Inhibice akompetitivni

O tento typ inhibice se jedna, pokud se inhibitor vdze az na komplex ES, tedy vazba
inhibitoru na enzym je mozna, az po navazani substratu na aktivni misto. Poté se zméni
konformace enzymu, ¢imZ se znemozni pfeména substratu na produkt. Pomér Michaelisovy

konstanty a maximalni rychlosti ziistava stejny, k jejich sniZzeni dochazi stejnou mérou. [1, 2, 6]
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4. INHIBITORY CHOLINESTERAS

Inhibitory cholinesteras jsou Sirokou skupinou sloucenin schopnych inhibovat
cholinesterasy a rusit tak jejich schopnost hydrolyzovat estery cholinu. Acetylcholinesterasa je
velmi dilezitym fyziologickym enzymem, a proto jeji inhibitory hraji vyznamnou roli
Vv biochemickych procesech lidského téla. Specifické inhibitory BuChE jako je iso-OMPA maji
spiSe diagnosticky vyznam. Jednotlivé inhibitory se 1i8i fyzikalné-chemickymi vlastnostmi,
mechanismem ucinku, reversibilitou a selektivitou pro AChE ¢i BuChE. Inhibice ucinku
cholinesteras je hlavnim principem 1ééby Alzheimerovy choroby (AD) ¢i také myasthenia
gravis (MQG). Mezi inhibitory cholinesteras patii insekticidy, které jsou neurotoxické, a nervoveé
plyny, vyuzivané jako bojové chemické latky. Léciva Alzheimerovy choroby (AD) jsou
ptevazng inhibitory AChE, selektivni inhibitory BuChE se vyuzivaji v minimalni mife. [18-22]

4.1. Historie

Prvnim zndmym inhibitorem cholinesteras byl fyzostigmin, coz je alkaloid obsazeny
v semenech puchyinatce jedovatého (Physostigma venenosum). Inhibitory cholinesteras jsou
nejpouzivanéj§imi a zaroven i historicky prvnimi lé¢ivy AD. Hlavni ucinek inhibitora
cholinesteras je v prodlouzeni ucinku a zvySeni koncentrace acetylcholinu na synapsich, coz
vede k potenciaci aktivace cholinergnich receptort, které jsou pfi AD snizené. Inhibitory
cholinesteras byly objeveny pied davnou dobou, ale jejich uzivani k 1é€bé AD zacalo az
v osmdesatych letech, a to ordlnim a intravendznim podévanim fyzostigminu. Vysledky
prvnich pokust 1é€by fyzostigminem byly slibné a vykazovaly potencialni potlaeni snizovani
kognitivnich funkei. Velkou nevyhodou fyzostigminu ale byla jeho velmi kratka doba ucinku

a vyrazné vedlejsi G¢inky. Nasledné se k 1é¢bé AD zacal pouzivat takrin. [23-27]

4.2. Rozdéleni inhibitoru cholinesteras

Inhibitory cholinesteras 1ze rozd¢lit dle chemického sloZeni:

e Karbamatové derivaty
e Akridinové derivaty
e Piperidinové derivaty
e Alkaloidy
e Organofosfaty
Tyto inhibitory se na molekulu enzymu mohou vazat reversibilng, pseudo-ireversibilné

¢ ireversibilné.
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4.2.1. Reversibilni inhibitory

Reversibilni inhibitory, nebo také kratce-plisobici inhibitory, se na enzym vazi blizko
jeho aktivniho mista bez toho, aby se vytvofila kovalentni vazba. Misto toho se vytvaii slabé
nevazebné molekulové interakce podobné jako mezi substratem a enzymem. Tyto vazby se
velmi rychle tvoii a stejné rychle i zanikaji. Proto je nastup ucinku téchto inhibitort velmi
rychly, ale doba jejich piisobeni je velmi kratka (v fadech minut). Reversibilné se vaze naptiklad

takrin ¢i donepezil. [18, 28]

4.2.2.  Pseudo-reversibilni inhibitory

Pseudo-ireversibilni (stfedné-plisobici) inhibitory se na enzym vazi kovalentné. Tyto
vazby zanikaji velmi pomalu. Tato skupina inhibitor zahrnuje skupinu karbamatd, které tvori
karbamoylatovany komplex se serinovym zbytkem katalytické triady AChE, ktery je
hydrolyzovan pomaleji nez acylovana forma, ktera je vysledkem interakce s acetylcholinem.
Ptikladem této tiidy inhibitort je fyzostigmin, ktery byl prvni slouceninou klinicky studovanou
k 1é¢bé AD. Byla studovana spousta dal§ich karbamatt (napf. eptastigmin, tolserin, fenserin,
quilostigmin), ale pouze rivastigmin byl schvalen tfady FDA (US Food and Drug
Administration) jako 1é¢ivo pro AD. [18]

4.2.3.  Ireversibilni inhibitory

Tyto dlouho-ptisobici inhibitory jsou znamé také jako inaktivatory enzymi. To této
skupiny inhibitord patii nckteré organofosfaty, jejichz mechanismus ucinku je zalozen
na fosforylaci ¢i fosfonylaci hydroxyskupiny serinu v aktivnim misté enzymu. Fosforylovany
enzym podléhd dvéma rGznym reakcim. Jedna z nich je spontdnni reaktivace. Druhd je
dealkylace, téZ nazyvana starnuti. Starnouci enzym jiZ nemuize spontanni reaktivaci podléhat.
Defosforylace je pomalejsi nez dekarbamoylace. Ireversibilni inhibitory s enzymem tvoii velmi
silnou kovalentni vazbu, coz zpusobi, ze je enzym trvale neschopny ucinku. Oproti rychlému
ucinku reversibilnich inhibitord, ireversibilni inhibitory potfebuji delsi cas k navazani
na enzym, protoZe vytvotfeni kovalentni vazby je pomalé. Ireversibilni inhibitory tedy vykazuji
casovou zavislost a stupen inhibice vzrista s Casem. Jednim takovym zkoumanym lé¢ivem byl

metrifonat, ktery uz ale neni soucasti klinickych studii. [18, 28-31]
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4.3. Inhibitory cholinesteras vyuzivané ve zdravotnictvi

43.1. Karbamatové derivaty
4.3.1.1. Fyzostigmin

Fyzostigmin ([(3aR, 8bS)-3,4,8b-trimethyl-2,3a-dihydro-1H-pyrrolo [2,3-b]indol-7yl]
N-methylkarbamat; Obr. 5), také nazyvany eserin, je terciarni amin, ktery pusobi jako
reverzibilni inhibitor AChE. Tento inhibitor cholinesteras byl objeven Pfizerem. ZlepeSeni
kognitivnich funkci bylo prokazano u péti studii pfi parenteralnim podani a u ctyfech z péti pti
oralnim podani. Dal$i studie ukazaly, Ze jde o kratkodobé piisobici inhibitor AChE a pro

nedostate¢nou ucinnost se k 16¢bé AD nepouziva. [32, 33]

Obrazek 5: Fyzostigmin

4.3.1.2. Eptastigmin

Eptastigmin (heptylfysostigmin; Obr. 6) je derivat alkaloidu fyzostigminu, ve kterém je
karbamoylmethylova skupina v poloze 5¢ indolového kruhu nahrazena karbamoylheptylovou
skupinou. Je silnym inhibitorem AChE a BuChE in vitro, ma étyfnasobné vétsi afinitu k BUChE
a ma vyznamny kognitivni a funk¢ni pfinos pro pacienty s AD. Bylo zjisténo, ze eptastigmin
inhibuje AChE cervenych krvinek v zavislosti na davce. Primérny ¢as regenerace AChE byl
piiblizné€ 10 hodin, pficemZ primérnd rezidudlni inhibice byla 13 % po 24 hodinach po dévce
30 mg. Studie ukazaly, ze davky 40-60 mg denné jsou relativné bezpecné a dobie tolerované
a Ze mirna inhibice AChE (30-40%) je spojena s maximalni kognitivni G€innosti. V dalSich
studiich se ukazala dobfe tolerovana davka do 15 mg tfikrat denné po dobu 25 tydni, ktera méla
stale pozitivni vliv na kognitivni a funkéni vykonnost pacientii s AD. Eptastigmin patfi mezi

perspektivni latky. [33-35]

HaC(H,C)gHN

Obrazek 6: Eptastigmin
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4.3.1.3. Rivastigmin

Rivastigmin ((S)-N-ethyl-N-methyl-3-[1-(dimethylamino) ethyl] fenylkarbamat-(2R,
3R)-tartarat; Obr.7) patii do fady derivati miotinu, ktery pisobi na AChE jak in vitro, tak i in
vivo. V porovnani s jinymi klinicky a¢innymi karbamaty ma delsi dobu pisobeni in vivo
a prednostn¢ inhibuje AChE a BuChE hipokampu a kortexu. Rivastigmin je dlouhodobé
pusobici pseudo-ireverzibilni, nekompetitivni karbamatovy inhibitor cholinesterasy, ktery
selektivné ptisobi v CNS. Vaze se v esterovém misté enzymu a tvoii karbamoylatovy komplex
se serinovym zbytkem aktivniho mista enzymu. Studie prokazaly zlepSeni u pacientii s AD,
25 % z nich vykazovalo nezadouci tcinky, jako je nevolnost, zvraceni, prijem, ztrata chuti
K jidlu, zavraté a unava. Rivastigmin je schvalen FDA ve vice nez tficeti zemich po celém svété
pod obchodnim nazvem Exelon® od roku 2000. Nedavna studie s pouzitim transdermalni
naplasti zaznamenala sniZzeni vyskytu nezadoucich Gc€inki a pozitivnich vysledkli po podéani
rivastigminu pacientim s mirnou az sttedné zavaznou AD. Tyto studie prokazaly ve srovnani
se skupinou s placebem lepsi vysledky v branéni poklesu kognitivnich funkci a u kazdodennich
aktivit. [28, 33, 36-41]

H3Cl: CHs
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Obrazek 7: Rivastigmin

4.3.1.4. Pyridostigmin

Dalsim karbamatovym derivatem je pyridostigmin (Obr. 8), ktery se pouziva k 1é¢bé
myasthenia gravis. [84]

HLC

l
o _CH
H3C/N\H/ | XN
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Obrdzek 8: Pyridostigmin
4.3.2.  Akridinové derivaty
4.3.2.1. Takrin
Aminoakridin takrin (1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin; Obr.9) byl prvnim lé¢ivem,

které bylo v roce 1993 schvaleno FDA specialné pro 1écbu mirné az stfedné¢ zavazné AD.
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Ovsem bylo brzy jasné, Ze ma takrin nezadouci vlastnosti, které omezily jeho vyuziti. Hlavni
takovou nevyhodou je jeho hepatotoxicita, ktera byla prokazéna zvySenou koncentraci (ALT)
Vv séru. Takrin je nekompetitivni, reverzibilni inhibitor cholinesteras, ktery se vaze v aniontové
¢asti enzymu, ma pramérny poloc¢as eliminace 2-4 h. Diky jeho rozpustnosti v lipidech se
koncentruje v mozku. Takrin je u¢inngj$im inhibitorem BuChE nez AChE. Pro jeho pozitivni
vysledky ve zlepSeni kognitivnich funkci byl pouzit jako referencni 1é¢ivo pro vyvoj dalSich
inhibitord AChE, néktera jeho analoga jsou v klinickych studiich. Byl stazen z trhu v roce 2013.
[33, 36, 42-46]

NH,

X

A
N

Obrdzek 9: Takrin

4.3.2.2. Velnakrin

Velnakrin (Obr. 10) je hydroxymetabolit takrinu s krat$im polocasem eliminace. Tato
sloucenina biochemicky ptlisobi jako silny AChE inhibitor. Farmakodynamické studie
s jednorazovymi davkami této slouceniny u zdravych mladych jedinct a u pacienti s AD
prokazaly statisticky vyznamné zlepSeni kognitivnich funkci ve srovnani s placebem, ale az

u 20-30 % pacienti vystavenych tomuto 1éku byla prokazana hepatotoxicita. [33, 47]

NH, OH

X

=
N

Obrazek 10: Velnakrin

4.3.2.3. Amiridin

Amiridin (Obr.11) je dal$im inhibitorem AChE, ktery je derivatem takrinu. Klinicka
studie byla provedena u skupiny 88 pacienti s AD. U 30-40 % z nich mél dobie definovatelné
terapeutické vysledky, kdy se kognitivni funkce a obecny dusevni stav zlepsil po 14 mésicich,
fe¢ o néco diive. Lepsi vysledky byly prokdzany u pacientli s neozna¢enou demenci, nez

U pacientd s pokrocilejsim stadiem onemocnéni. [33, 48]
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Obrdzek 11: Amiridin

4.3.3. Piperidinové derivaty
4.3.3.1. Donepenzil

Donepezil  (2-[(1-benzyl-4-piperidyl)methyl]-5,6-dimethoxy-2,3-dihydroinden-1-on;
Obr. 12) je na trhu od roku 1996 pod nazvem Aricept®, patii mezi nejrozSifenéjsi 1é¢iva
k terapii AD. Je vysoce selektivni, inhibuje zejména AChE, kdezto BuChE téméf nikoli, a to
v poméru 405:1. Donepezil se vaze v anionickém misté enzymu. Kromée reverzibilni inhibice
cholinesteras zplsobuje donepezil nepfimou stimulaci nikotinovych a muskarinovych
receptorl zvySenim hladiny acetylcholinu na synapsich v CNS a zvySenim extraneuronové
koncentrace acetylcholinu, noradrenalinu a dopaminu. V porovnani s ostatnimi inhibitory
AChE je podobné u€inny ve zmirnéni poklesu kognitivnich funkei pfi AD, se srovnatelnou
toxicitou a snasenlivosti. Muze ale zpusobovat vedlejsi G¢inky jako je nauzea, zvraceni a
prijem. Jeho vyhodou, na rozdil od ostatnich 1é€iv, je niZ8i potfebna davka (5-10 mg/den), coz
je vyhodné vzhledem ke zmirnéni nezadoucich G¢inkt. Jeho dalsi vyhodou je dlouhy biologicky

polocas rozpadu (okolo 70 hod.), a proto ho Ize podavat pouze jednou denné. [33, 45, 49-53]

O

HsCO

H4CO

Obrazek 12: Donepezil
4.3.4. Alkaloidy
4.3.4.1. Huperzin A

Huperzin A ((1R,9S,13E)-1-amino-13-ethyliden-11-methyl-6-azatricyklo [7.3.1.0]
trideka-2(7),3,10-trien-5-on; Obr.13) a huperzin B jsou alkaloidy izolované z byliny Huperzia

serrata, kterd se vyuziva v ¢inské medicingé. Obé slouceniny jsou silnymi, selektivnimi,
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reverzibilnimi inhibitory AChE. Jeho farmakologické vlastnosti a relativné nizka toxicita
zného ¢ini vhodnou slouceninu pro 1écbu AD. Bylo prokazano, ze Huperzin A snizuje
neuronalni smrt zptisobenou glutamatem a inhibici cholinesteras zvysuje hladinu acetylcholinu
v mozku. Huperzin A byl jiz schvélen jako 1é&ivo pro symptomatickou 1é¢bu AD v Cing. [33,
54-57]

CH3

N

/" V=0
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Obrazek 13: Huperzin A

4.3.4.2. Galantamin

Galantamin ((4aS,6R,8aS)-5,6,9,10,11,12-hexahydro-3-methoxy-11-methyl-4aH-
[1]benzofuro[3a,3,2-ef] [2]benzazepin-6-ol; Obr. 14) je fenantrenovy alkaloid (podobny
kodeinu) izolovany ze snéZzenky (Galanthus nivalis). V padesatych letech minulého stoleti byl
pouzivan bulharskymi a ruskymi védci k preruseni ucinku tubokurarinu pouzivaného k
navozeni relaxace svala pfi operacich, dale k 1é¢b¢ svalové dystrofie a traumatického poranéni
mozku. V roce 1960 se povedla chemicka syntéza této latky. Teprve v roce 1986 byla testovana
ucéinnost této latky k terapii AD. Schvélen a uveden na trh k 1é¢bé AD byl v roce 2001 pod

obchodnim nazvem Razadyne®. [28]

Galantamin vykazuje dva mechanismy t¢inku. Chova se jako reversibilni kompetitivni
inhibitor cholinesteras s mnohonasobné vétsi selektivitou k AChE nez k BuChE. Dale
alostericky moduluje nikotinové acetylcholinové pre- 1 postsynaptické receptory, vaze se na

jina vazebna mista neZ acetylcholin, cholin, ¢i karbachol a plisobi jako jejich agonista. [44, 49]

Dalsi nadéjnou slouceninou galantaminu je jeho derivat memogain, ktery funguje jako
jeho prekurzor. Je vice hydrofobicky, takze 1épe prochdzi hematoencefalickou bariérou a jeho
koncentrace je v mozku vyssi nez v krvi. Memogain se na galantamin méni enzymatickym

Stépenim. [58]
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H3C
Obrazek 14: Galantamin

4.3.5. Organofosfaty
4.3.5.1. Metrifonat

Metrifonat (Obr. 15) je organofosfatova sloucenina, ktera se ptivodné pouzivala jako
anthelmetikum (latka pisobici proti helmitim — ¢erviim). Metrifonat neni inhibitorem AChE
sam o sobé, ale jeho neaktivnim prekurzorem. Ten je neenzymaticky transformovan in vivo na
fyziologicky aktivni inhibitor AChE - 2,2-dichlorvinyldimethylfosfit (DDVP) —
dehydrochloraci. Ukazalo se, ze DDVP (Obr. 16) zvysuje hladiny acetylcholinu stabilni vazbou
na aktivni misto enzymu AChE, coz vede k trvalé inhibici enzymu. Metrifonat méa kratky
plazmaticky polocas, ale dlouhou dobu plsobeni v mozku. Jiz malé mnozstvi DDVP je
dostate¢né k inhibici AChE, ale také BuChE, in vivo po nékolik tydnti. Jedna se tedy o inhibitor
cholinesteras s nejdel$im trvanim G¢inku. Studie provadéné na laboratornich zvifatech ukazuji,
ze metrifonat zlepSuje kognitivni vykony zvitat. V diisledku AChE inhibice zvySuje metrifonat
extracelularni hladiny acetylcholinu v mozku, lokalni vyuziti glukézy v mozku a kortikalni
aktivitu EEG u mysich modelt. Pfi studiich na pacientech s AD bylo zjisténo, Ze metrifonat
zlepSuje kognitivni funkce pti davce 30-60 mg jednou denné. Dalsi studie ale ukdzaly, ze
metrifonat zpiisobuje sice reverzibilni, ale vyznamné potize u nékterych pacientt jako svalovou

slabost a respira¢ni depresi. Proto byla zZadost o schvaleni u FDA stazena. [18, 33, 59-61]
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Obrazek 15: Metrifonat
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Obrazek 16: Aktivni forma metrifonatu DDVP
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4.4, Ostatni inhibitory cholinesteras
4.4.1. Organofosfaty

Organofosfatové slouceniny jsou raznorodou skupinou chemikalii pouzivanych
vV domécich 1 pramyslovych podminkach. Kromé vyse zminéného metrifonatu lze
organofosfaty vyuzit v oftamologii (echothiofat, isoflurofat), ale velka ¢ast se vyuziva jako
insekticidy (malathion, parathion, diazinon, fenthion), nervové plyny (tabun, sarin, soman, VX)
a jsou obsazeny i v herbicidech. Prvni organofosfatové slouceniny byly syntetizovany jiz
pocatkem 19. stoleti, v tficatych letech minulého stoleti byly v Némecku zkoumany pro pouziti
jako insekticidy. Némeckd armada ale méla s organofosfaty jiné imysly a vytvorila chemické

zbrang, a to tabun, sarin a soman. O deset let pozd¢ji byl v Anglii vytvofen nervovy plyn VX.

Organofosfaty inaktivuji AChE fosforylaci serinové hydroxylové skupiny v aktivnim
mist¢ enzymu. Tim se acetylcholin akumuluje v celém nervovém systému, coz vede
k nadmérné stimulaci muskarinovych a nikotinovych receptorii. To ma za nasledek komplikace
jako je bronchorrhoea, kiecée, slabost a neuropatie. Nejcastéj$i divod umrti je zastava dechu
nasledkem kiec¢i. Otravy nejCastéji zplisobuji pesticidy, jako je napf. insekticid malathion,
kterym jsou nejCastéji vystaveni zemedélsti pracovnici. Pfi otravé organofosfaty je dilezité
zabranit jeho dalsi expozici, organofosfaty se vstiebavaji i kuizi, je tedy tfeba sundat obleceni,

dulezité je okysli¢eni, ptipadné se poda antidotum. [62]
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5. ALZHEIMEROVA CHOROBA

Alzheimerova choroba (AD) je progresivni degenerativni onemocnéni mozku
s charakteristickymi klinickymi a patologickymi rysy, ale také s individudlnimi variacemi
podle véku pacienta pfi vzniku nemoci a typu kognitivniho poskozeni. Jeji etiologie vSak neni
dobie znama a zadna léCba neumoziiuje obnovu duSevnich schopnosti. AD je nejCastejsi
pti¢inou demence u starSich osob. Pfi této nemoci postupné dochazi k poklesu kratkodobé
pameéti a ztrat€ kognitivnich funkei. Tato choroba tvoifi 50-60 % ptipadii senilni demence.

[45, 63]

5.1. Makroskopické zmény mozku pri Alzheimerové nemoci

Béhem starnuti dochazi fyziologicky k makroskopickym zméndm mozku. S v€kem se
snizuje jak jeho hmotnost, tak 1 velikost, a to zejména po 55. roce Zivota. S v€kem se sniZuje
i tloustka mozkové kiiry. Seda hmota mozkova ubyva rychleji mezi dvacatym a padesatym

rokem, poté rychleji ubyvéa hmota bila. Po Sedesatém roce zivota se rozsifuji mozkové komory.

Podobné zmény probihaji i pti AD, pfi¢emz jsou napadnéjsi u presenilnich onemocnéni.
V téchto ptipadech miize hmotnost mozku klesnout o 200 az 300 g oproti kontrolnim mozkim.
Dochazi tedy ke globalni atrofii mozku, pozdni demenci doprovéazi atrofie temporalniho laloku.
Bylo zjisténo, Ze objem mozku pfed propuknutim nemoci mize do jisté miry urcit odolnost

jedince vici poklesu kognitivnich funkcei. [64-68]

5.2. Mikroskopické zmény mozku pri Alzheimerové nemoci
5.2.1.  Neurony

Béhem starnuti dochazi k poklesu po¢tu neurond. Tento pokles je v pribéhu AD vyssi.
Pokles poc¢tu neuront pti AD prevySuje pokles u ptirozeného starnuti 0 40-78 % ve spankové
kiite. Nejvice jsou postihnuty neurony s plochou nad 90 pm?, jejichz velikost se zmensuje nebo
uplné¢ mizi. Déle je prokazéano, ze se selektivn€ zmenSuje pocet neuronil obsahujicich
somatostatin. Numerickd atrofie se jiz v ranych stadiich objevuje v entorhinalni kite, ktera je
t&Zce poskozena. Umérné tomu odpovida stupen poskozeni kognitivnich funkci. Navic pti AD
na rozdil od norméalniho starnuti klesa pocet pyramidovych neuronti hipokampalniho sektoru
CAl, coZz ma za nasledek poruchy paméti. Dochazi také ke ztratdm cholinergnich neuronii
Vv bazalni oblasti velkého mozku, nasledkem c¢ehoz klesa mnozstvi korové AChE
a cholinacetyltransferasy. Soucasti postupu AD jsou zmény v dendritickych systémech vcetné
synapsi, s ¢imz souvisi pokles kognitivnich funkci. Poskozeny jsou dendritické systémy jak
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telencefalu (koncového mozku), tak i neokortexu (mozkové kiry). Mechanismus zaniku

neurond je vSak nejasny. [68]

5.2.2. Neuronalni klubka

Po impregnaci solemi stfibra 1ze pozorovat Utvary pfipominajici chomace silngjsich
vlaken, tzv. neurondlni klubka, kterym se také fiké ,,ndhrobni kameny neuront, protoze
vznikaji po jejich rozpadu. Za pouziti elektronového mikroskopu bylo zjisténo, Ze se jedna
0 parova spiralni vldkna, ktera se kolem sebe spirdlovité sta¢i. Pomoci imunocytochemickych
metod bylo zjisténo, ze hlavni sloZkou téchto parovych spiralnich vlaken je tzv. t-protein. Je to
nizkomolekularni protein, ktery se véaze na tubulin mikrotubuli, a tak startuje jejich
polymerizaci a po jeho defosforylaci se podili na jejich stabilizaci. Ve zdravém mozku se t-
protein vyskytuje v Sesti izoformach. Ve spiralovych vlaknech se vyskytuje ve své jednodussi
formé, kterda ma vlivem nadmérné fosforylace vyssi molekulovou hmotnost. Na vzniku klubek
se kromé hyperfosforylace mtize podilet také glykosylace a ubikvitinizace. Na ubikvitinizaci se
podili ubikvitin, coz je maly protein s cytoprotektivnim vyznamem. Kovalentné se vaze
na cilovy protein, ktery je poté rozsStépen proteasami a tim se podili na odbourdvani
poskozenych proteinti. V disledku hyperfosforylace se t-protein oddéluje od mikrotubull a
méni se na parova spiralni vldkna. Ta se nésledné $té€pi na mensi zlomky, redistribuuji se
V neuronu, nasledné dojde k ubikvitinaci a polymerizaci vznikaji nerozpustna parova spiralni

vlakna. [68-70]

5.2.3.  Senilni plaky

DalSim nalezem vyznamnym pro diagnostiku AD jsou senilni plaky. Jde o ttvary, které
jsou V histologickych fezech nepravidelné okrouhlé, heterogenni, velké asi 10-200 pm,
obsahuji amyloid. Béhem normalniho starnuti mozku se plaky vyskytuji v malém poctu, béhem
AD je jejich vyskyt mnohem vétsi. Zobrazuji se riznymi druhy barveni, diky kterému lze

rozlisit celkem osm typt senilnich plak. [68, 71]

5.24. A-p-protein

Jednd se o proteiny se stejnymi ¢i podobnymi fyzikalnimi vlastnostmi, poskytujici
vétSinou stejné chemické reakce, avSak nemusi mit nutné stejné chemické slozeni. Jev, pfi
kterém se tyto abnormalni vldknité proteiny chronicky ukladaji jak extracelularng, tak
intracelularng, se obecné nazyva amyloidéza. VSechny tyto proteiny maji sekundarni -

strukturu (skladany list), jsou Spatné rozpustné v béznych rozpoustédlech a vyskytuji se
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V podobé nevétvenych vldknech o priméru 9 nm. Tyto proteiny tvoii jadro senilnich plak
a ukladaji se i ve sténach tepének. Jsou tvoieny 39-43 aminokyselinami. B-amyloid vznika
z mnohem vétSich proteint, tzv. amyloidovych prekurzorovych proteini (APP). Tyto proteiny
maji n¢kolik forem liSicich se molekulovou hmotnosti, jejich fyziologicka funkce v organismu
neni znama. APP je degradovan sekretasami na fragmenty raznych délek. Jadra senilnich plak
jsou tvoreny amyloidy slozenymi ze 42 az 43 aminokyselin, kdezto amyloid vyskytujici se
Vv cévnich sténach je tvoren 39-40 aminokyselinami. Produkty vytvofené a-sekretasou jsou
zcela neSkodné, kdezto amyloid vznikly St€penim APP P a y-sekretasami, tvoieny 42
aminokyselinami se podili na tvorbé senilnich plak nejvétsi mérou. Jeho mnozstvi se zvétsuje
ve vSech formach AD a je klicovym patogenetickym ¢lankem neurodegenerativich procest pii
AD. Zvysena tvorba amyloidu A- 42 je mimo jiné podminéna mutaci genu APP na 21.
chromozomu, v dasledku ¢ehoz se AD u lidi s Downovym syndromem objevuje jiz v nizkém

véku z divodu ptitomnosti nadbyte¢ného 21. chromozomu. [72-77]

5.2.5.  Apolipoprotein E

Apolipoprotein E je protein tvofeny 299 aminokyselinami, kdduje ho polymorfni gen
na 19. chromosomu, ktery se vyskytuje ve tfech alelach, které kéduji tfi rizné izoformy tohoto
proteinu — ApoE2, ApoE3 a ApoE4. Tyto izoformy se 1i§i dvéma aminokyselinami. Izoforma
ApoE3 je nejcastéji se vyskytujici izoformou, ApoE2 je velmi vzacna. Bylo zjiSténo, Ze
izoforma ApoE4 ma souvislost s vyskytem AD. Jedinci, ktefi jsou homozygoti a nesou
v alelach ApoE4 jsou ohroZeni rizikem vyvoje AD mnohem vice neZz lidé, ktefi jsou
heterozygoti nebo alely pro ApoE4 viibec nenesou. Navic se u téchto jedinct mtize AD projevit
V niz§im véku. Paradoxné bylo také zjisténo, ze pribeh Alzheimerovy choroby je u nosicl

ApoE4 méné agresivni nez u jedinc, ktefi tuto alelu nenesou. [68, 78-82]

5.3. Pfiznaky Alzheimerovy nemoci

Ptiznaky Alzheimerovy choroby pfichdzeji velmi pomalu, zpocatku nejsou témet
zietelné. Predpoklada se, ze preklinické stddium trva i n¢kolik let. Jednim z prvnich ptiznaka
byva porucha recentni epizodické paméti, jedinec zapomind, co piesné se v dany den délo.
Kratkodob4d pamét vSak v ranych stadiich nemoci byva zachovéana. Nasledné se zacnou
objevovat poruchy vybavovani Cerstvé uloZzenych dat a porucha konfrontacniho pojmenovani
(schopnost vybavit si a fici urcité slovo pod situacnim tlakem), fe¢ je obsahové prazdna, sic
plynuld. Poté se zaCind objevovat zmatenost, nemocni bloudi, nemohou nalézt cestu ani

na mista, kterd pravideln¢ dlouhodobé navstévovali (jako je napt. posta), nebo cestu domd.
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Nastavaji problémy s pldnovanim, Zeny Casto zaménuji potadi bézné provadénych domacich
praci. U priblizné 40 % pacientii se zaéne objevovat deprese, halucinace a agresivita. Byvaji

presvédceni, Ze jsou naprosto v poradku a odmitaji 1é¢bu. [68]

5.4. Lécba Alzheimerovy nemoci
Farmakoterapii Alzheimerovy nemoci Ize rozdé€lit do dvou skupin:

a) kognitivni farmakoterapie
b) nekognitivni, symptomaticka farmakoterapie

Podstatna ¢ast 1€Cby je zaméfena na kognitivni funkce (pamét’, intelekt apod.), které
jsou hlavni poruchou u Alzheimerovy nemoci. Jednou z moznosti je lécba prekurzory
acetylcholinu, znichZz nejpouzivanéjsi jsou lecitiny, coz jsou derivaty glycerolu
se substituovanym fosfatidylcholinem a mastnymi kyselinami. Z n¢ho se postupné uvoliiuje
cholin, ktery je nasledné vyuzit k syntéze acetylcholinu. Podani samotného acetylcholinu neni
mozné z divodu jeho velmi kratkého polocasu. Tato 1é¢ba se nejcastéji pouziva v kombinaci

s inhibitory cholinesteras, podavani lecitinu samo o sob&é néma v 1écbé AD valny efekt. [68]

Soucasna 1écba AD se zaméfuje zejména na inhibitory cholinesteras, diky kterym se
zvysi hladina acetylcholinu vézajicitho se na receptory cholinergniho systému. Jednotlivé
inhibitory byly popsany vySe. Zde je tabulka shrnujici tfi v soucasnosti na trhu dostupna 1éc¢iva:

Tabulka 1: Shruuti tii pouzivanych 1é¢iv k terapii AD: donepezilu, rivastigminu a galantaminu (Stépankova, 2008, upraveno)

Lécivo Donepezil Rivastigmin Galantamin
obchodni nazev Aricept® Exelon® Razadyne®
chemicka tfida piperidin karbamat alkaloid
AChE inhibitor ano ano ano
BuChE inhibitor nepatrné ne nepatrné

typ inhibice reverzibilni pseudo- reverzbilni
reverzibilni
modulator mkotolnovych ne ne ano
receptort

pocet dennich davek jedna dve dve
doporucena denni davka 5-10 mg 6-12 mg 16-24 mg

cas k dosazeni maximalni sérové 3-4 1-1.4 1.

koncentrace [h]
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polocas eliminace [h] 50-70 0,6-2 5-7

misto eliminace jatra, ledviny ledviny jatra, ledviny

Dalsim zpisobem 1écby je pouziti agonisti muskarinovych a nikotinovych
acetylcholinergnich receptorti. Zejména stimulace muskarinovych receptort se ukazala byt
usp&sna. Také se hledaji latky, které by inhibovaly GABA-receptory, protoze GABAergni
systém (systém kyseliny gamaaminomaselné) inhibuje acetylcholinergni systém. Dalsi
moznosti ovlivnéni cholinergniho systému se zkoumaji. Dale se farmako terapie zaméfuje na:
potlaceni sniZeni neuronalniho metabolismu (zejména oxidativniho metabolismu glukézy
a bunécné proteosyntézy), likvidaci volnych kyslikovych radikald, 1é¢bu poruch spanku,
deprese a dalSich faktorti nemoci. Jedna se tedy o komplexni 1é€bu zahrnujici i kognitivni

trénink a rehabilitaci télesnych funkci. [68]

6. MYASTHENIA GRAVIS

Myasthenia gravis (MG) je autoimunitni onemocnéni, pii kterém se protilatky vazi
na acetylcholinové receptory nebo na funkéné ptibuzné molekuly v postsynaptické membrané
v neuromuskularnim spoji, coz zpusobuje slabost kosternich svalti. Tato slabost mize byt
generalizovand nebo lokalizovand, ale témét vzdy postihuje o¢ni svaly s diplopii a ptéozou
(pokles o¢niho vicka). Postizeni postihuje svaly obvykle symetricky, kromé oc¢nich svald,
jejichZ postizeni obvykle byva siln€ asymetrické. Svalova slabost se obvykle zvysSuje cvicenim
a opakovanym pouzivanim svall, méni se v prubéhu dne i den ode dne. Sila svali obvykle byva
na normalni urovni rano. Oc¢ni myasthenie postihuje vyhradné wvnéjsi okularni svaly,
za generalizovanou myasthenii se povazuje slabost postihujici jakékoliv jiné svaly neZ ocni.

[83, 84]
Na zéklad¢ klinickych, epidemiologickych, imunologickych a genetickych nalezt
byla MG dale klasifikovéna:
e oc¢ni MG (OMG)

e generalizovand MG s ¢asnym nastupem (MG s ¢asnym nastupem — pied 45 rokem
zivota, EOMG — early-onset MG)

e generalizovand MG s pozdnim nastupem (MG s pozdnim néstupem — po 45 roce Zivota,
LOMG - late-onset MG).

10-15 % pacientl je navic postizeno thymomem (karcinomem thymu, TAMG -

thymoma-asociated MG). MG je zpasobeno snizenim funkénich nikotinovych
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acetylcholinovych receptori (AChR) v kosternim svalu a strukturdlnimi zménami
neuromuskularni koncové desticky kviili i¢inkiim riznych autoprotilatek. U piiblizné 85 % lze
detekovat autoprotilatky proti samotnému AChR. Protilatky proti AChR jsou komplement
vazajici IgG1, jejichz hladina tizce souvisi se zavaznosti onemocnéni. Tyto protilatky mohou
blokovat receptor a vést k jeho internalizaci, coz snizuje pocet dostupnych receptorti
na membrané. Navic aktivace kaskddy komplementu vede k destrukci koncové struktury
receptoru a rozSifeni synaptické Stérbiny, coz znamend, ze se zvysi vzdalenost mezi
presynaptickym mistem, ze kterého se uvoliuje acetylcholin a postsynaptickym mistem, kam

se vaze. [83, 84]

Protilatky proti svalové specifické tyrosinkinase (MuSK — muscle specific tyrosine
kinase) jsou typu komplement nevazajiciho IgG4, které zabranuji interakci nizkodenzitniho
lipoproteinu 4 (LRP4 — low-density lipoprotein receptor-related protein 4) s MuSK a tim se
naruSuje proteinova stavba neurosvalové ploténky. Ddle se mohou vyskytovat protilatky proti
LRP4, které jsou prevazné typu IgGl a 2, které vazou komplement a jsou schopné inhibovat
interakci LRP4 a agrinu a tim narusit shlukovani AChR ve svalovych bunkach, kter¢ je dalezité
pro jejich spravnou funkci. Protilatky proti agrinu jsou schopny inhibovat fosforylaci MuSK

indukovanou agrinem a nasledné také shlukovani AChR ve svalovych bunkach. [84]

Za tuto autoimunitni poruchu je zodpovédnd Spatna regulace T 1 B bunék. T bunky
stimuluji produkci prozanétlivych citokinti autoreaktivni B buiiky, které nasledné dozravaji

Vv plasmatické bunky, které produkuji protilatky zodpovédné za toto onemocnéni. [85]

Myasthenia gravis se diagnostikuje prozkoumanim klinickych projevli a dale pak
vySetienim protilatek proti AChR a MuSK. V 80 % byvaji pozitivni protilatky proti AChR.
Déle Ize provést elektrofyziologickeé testy. Jako 1éCiva prvni volby slouzi inhibitory
cholinesteras, zejména pak pyridostigmin, coz je 1é¢ivo ze skupiny karbamatt. Dal§i moznosti

je kortikosteroidova 1é¢ba v kombinaci s imunosupresivy, jako je napi. azathioprin. [85]
7. STANOVENI AKTIVITY CHOLINESTERAS

Stanovovani aktivity cholinesteras v organismu je dileZité pro sledovani Uc¢innosti
terapie inhibitory cholinesterasa dale také pro vcasnou diagnostiku pii otravé
organofosfatovymi inhibitory vyuZivanymi napiiklad jako insekticidy, ale také jako bojové
chemické latky. NejCastéji se ke stanoveni vyuziva erytrocytarni AChE, protoze je dobie

dostupnd a jeji inhibice vyborné koresponduje s mirou otravy. Metod jak stanovit aktivitu
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cholinesteras, a tim i nepfimo jejich inhibitori je mnoho. Mezi ty nejcastéji vyuzivané patii
metody: elektrometrické, titracni, kolorimetrické, méfeni zmény pH s vyuzitim indikatoru,
spektrofotometrické, fluorimetrické, radiometrické, polarografické a enzymové. Tyto metody
vsak vyzaduji naro¢nou upravu vzorku, méfeni trva ptili§ dlouho nebo je enzym nedostatecné
specificky k substratu. Proto se také pouziva metoda vytvorend Ellmanem. Je velmi citliva
a vhodna pro bézné pouziti. Jedna se o kolorimetrickou metodu, kterd se v praxi pouziva
k hodnoceni zdravotniho stavu lidi piichazejicich casto do styku s organofosfatovymi

inhibitory (napi. zem&délsti pracovnici). [86]

7.1. Ellmanova metoda

Principem této metody je hydrolyza thiocholinu, ptesnéji tedy acetylthiocholinu pro
AChE a butyrylthiocholinu pro BuChE. Produktem enzymové hydrolyzy je pfislusna kyselina
a thiocholin. Thiocholin ve své molekule obsahuje skupinu -SH a je detegovan pomoci 5,5’-
dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Po reakci thiocholinu s DTNB dojde k uvolnéni
uvolnéni  5-sulfanyl-2-nitrobenzoového  aniontu  (TNB7), ktery je  nasledné

detegovanspektrofotometricky  pfi  vlnové  délce  412nm  (Obr. 17). [86]

H3C S CH; acetylcholinesterasa . s -
>N+/\/ \”/ - 3 \N+/\/ + HSC O
HyC™ | H,C” |
CHs o) CH, i
acetylthiocholin thiocholin kyselina octova
- O5N NO
H5C S 2 2
HaC™ | HO OH
CHj sS—s
thiochalin O DTNB O
O,N NO,
H,;C
“*~CH
HO N -3 +
CH
s—g” " \CH3 s
° TNB® O

Obrazek 17: Reakcni schéma Ellmanovy metody (Zd'drova Karasova, 2010)
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Tato metoda je velmi jednoduchd, rychlé a levna, ale ma i své nevyhody. Jednordzova
zatizeni pro rychlou analyzu Ellmanovou metodou lze jednoduse sestavit. Zasadni nevyhodou
ale je, ze anion TNB- ma absorpéni maximum pii 412 nm, coZ je vlnova délka, pii které
absorbuje zafeni také hemoglobin pfitomny v krvi. Re$enim tohoto problému je velké ziedéni
vzorku. Méfeni mohou ovlivnit také -SH skupiny pfitomné v roztoku, které pomalu reaguji
S Ellmanovym c¢inidlem (DTNB). Puvodni Ellmanova metoda byla na zakladé téchto
nedostatkii modifikovana. Byly naptiklad pouzivany jiné vinové délky, dvoupaprskové
spektrofotometry nebo jiné chromogenni disulfidy (napt. 4,4°-dithiopyridin ke sniZeni
interference s hemoglobinem. Stanoveni AChE v krvi lze také zlepS$it pouzitim selektivnich
inhibitortn  BuChE, jako je quinidin ((2-ethenyl-4-azabicyklo(2,2,2)oct-5- -yl)-(6-
methoxyquinolin-4-yl)-methanol) nebo fenothiazinové derivaty. Dale se v bézné medicingé
aVvtoxikologii pouZiva sledovani zmény aktivity BuChE. Diagnozy intoxikace
organofosfatovymi inhibitory pomoci BuChE se pouzivaji v praxi pii automatickém stanoveni
cholinesteras v klinické chemii. Zafizeni vyuzivajici AChE jako rozpoznavaci slozku se
uspésné pouziva k méteni inhibice nervové paralytickymi latkami jako je napf. sarin, soman,
tabun, cyklosarin, VX a R-33. Cholinesterasa muiZze byt inhibovana na povrchu standartnich 96-

jamkovych mikrodesticek a vyhodnocena ¢teckou mikrodesti¢ek. [86-89]

7.2. Biosenzory

Biosenzor je analytické zatfizeni, které obsahuje biologickou ¢€ast (napf. enzym,
protilatku nebo imobilizované buiiky) a fyzikdln€ chemicky pievodnik. Analyt reaguje
s biologickou komponentou a tim je generovan elektricky nebo opticky signal, ktery je pfimo
umérny koncentraci jedné nebo vice stanovovanych latek v roztoku, dale je zesilen a nésledné
zpracovan. Nejvice znamé a bézn€ komercné pouzivané jsou biosenzory glukosaoxidasy pro
stanoveni glykémie. Tento typ biosenzoru je oblibeny zejména diky snadné praktické aplikaci
a dobré dostupnosti enzymu. Jiné biorekogni¢ni molekuly jsou ale také vhodné ke konstrukei
biosenzorii. Samotné enzymy nebo buiiky obsahujici enzymy mohou byt pouZity k testovani
latek jak s nizkou molekulovou hmotnosti, jako je naptiklad etanol, fenolické metabolity nebo
mohou byt také pouzity pro stanoveni molekul s vysokou molekulovou hmotnosti, jako

kyselina hyaluronova. Imunoenzymy se pouZivaji ke stanoveni bud’ protilatek, nebo antigeni.
[90-96]

Jsou pouzivany nésledujici typy biosenzort: povrchovd plazmonovéa rezonance,
piezoelektrické, optické a voltametrické (polarografické) biosenzory. Biosenzory a jina zafizeni

zkonstruovana za pouziti cholinesteras, maji jako rozpoznavaci prvek enzym.
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Biorekogni¢ni ¢ast biosenzoru 1ze rozdélit do dvou zékladnich skupin:

e Dbiokatalytické (enzym, bunécna organela, buiika, tkan, organ, organismus)
u tohoto typu ma analyt obvykle charakter substratu a biorekogni¢ni ¢ast ho
preménuje v prubéhu chemické reakce

e Dbioafinitni (lektin, protilatka, nukleova kyselina, receptor)
zde je analyt vazan ve vznikajicim afinitnim komplexu

Fyzikalné-chemické prevodniky jsou latky, které poskytuji signal k dalSimu zpracovani,

tedy se zesili a dale vyhodnoti. Lze je rozdélit nasledovné:

e optické
fotometrie, fluorimetrie, luminometrie, nelinearni optika
e clektrochemické
potenciometrie, amperometrie, konduktometrie, voltametrie
e piezoelektrické a akustické
e kalorimetrické [95, 97]

cholinesterasa neni inhibovana,
signal je maximalni = Zadny analyt

v

senzor detekEni zafizeni
cholinesterasa (pfenaded) :”) (optické, hmotnostni,
elekirochemické) Ry

cholinesterasa je inhibovana,
analyt je pfitomen = Zadny signal

Obrazek 18: Zjednodusené schéma biosenzoru s cholinesterasou pro testovini neurotoxickych sloucenin (Pohanka, 2014)

Na obrazku ¢. 18 je znazornéno zjednodusené schéma cholinesterasového biosenzoru. Tyto
sensory jsou vhodné pro diagnostiku otravy organofosfatovych inhibitori cholinesteras, coz
jsou neurotoxické slou¢eniny predstavujici vazné riziko pro lidské zdravi nebo zivot, dale pak
ke stanoveni ucinnosti 1éCby inhibitory cholinesteras pii AD. Pro vétSinu inhibitorQ
cholinesterasa funguje jako biorekognicni element, ktery se znehodnocuje, coz znamena, Ze je
pfitomnost analytu prezentovana nevratnym poklesem signalu poskytované¢ho aktivitou
enzymu. Ne&které inhibitory, ty reversibilni, se vSak z enzymu snadno vyvadzou a aktivita
cholinesterasy se tak snadno obnovi. Hlavnimi vyhodami téchto biosenzort je snadna komercni

dostupnost cholinesteras a spolehlivost metod pro testovani enzymové aktivity. [98]

7.2.1.  Optické biosenzory

Optické pfistroje vyuzivajici cholinesterasy jako biorekogni¢ni slozku jsou snadno
arychle sestavitelné diky snadné dostupnosti optickych pfistroji vhodnych pro konstrukci
biosenzoru a zavedenych protokolii provadénych testd. V soucasnosti se vyuzivaji vSechny

spektrofotometrické, kolorimetrické a fluorimetrické metody. Oproti elektronickym metodam
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maji tyto optické metody vyhodu v moznosti kontrolovat reakci pouhym okem zejména pro
ptipad poruchy optického detektoru. Naproti tomu nevyhodou je moznost interference jinymi

barevnymi slou¢eninami, jako je hemoglobin ¢i potravinaiska barviva. [96]

Cholinesterasy Stépi estery a thioestery. BuChE navic muze uc¢inné hydrolyzovat
acylamidy. AChE je mlze za urcitych podminek $tépit také, ale neni to bézny jev. Navic tato
hydrolyza probihd mnohem pomaleji. Né¢které hydrolytické rekce jsou ptimo viditelné, nékteré
se v§ak musi vizualizovat pfiddnim chromogenu. Pfikladem mtze byt konverze chromogenniho
2-nitroacetanilidu na 2-nitroanilin pomoci BuChE. 2-nitroanilin poskytuje nazloutlé zbarveni,

které 1ze méfit spektrofotometricky (Obr. 19).

CH;
o)\NH NH,
NO NO
2 H,0 2 )
—_— + CHcooo + H
BuChE

Obrdzek 19: Hydrolyza 2-nitroacetanilidu na 2-nitroanilin (Pohanka, 2014)

Aktivitu cholinesterasy lze snhadno detekovat kolorimetricky, spektrofotometricky
a fluorimetricky za pouziti indoxyl acetatu a jeho derivati. Jedna se o dvoustupiiovou reakci
(Obr. 20), pfi niz se indoxyl acetat rozstépi a uvolni kyselinu octovou a indol. V dal§im kroku
dochazi spontanné k oxidaci na modré zbarveni (indigo). Této reakce bylo vyuzito pro
vytvoreni biosenzoru s imobilozovanou AChE vhodného k vizualni i instrumentalni analyze
pfitomnosti neurotoxickych latek (napf. chlorpyrifos, karbofuran a parathion). Jiny biosenzor
vyuZivajici indoxyl acetat byl pouZit k vizudlnimu stanoveni paraoxonu a neostigminu. Tato
reakce je relativné odolna vici interferenci, avSak rychlost konverze substratu pro indoxyl
acetat je mnohem niz8i nez u acetylcholinu pii pouziti AChE. Vysoka stabilita reagencii
u téchto metod vyuZivajicich indoxyl acetat a dalSich indigo tvoficich sloucenin je hlavni
vyhodou oproti Ellmanové metodé. [95, 96, 99-103]

o]

0’( OH o
CHy H
N\ H,0 A\ 1/20, N
2 ) 2 + 2 CH,COOH ——= —
N cholinesterasa N -H,0 N
H H

H
O

Obrazek 20: Princip hydrolyzy indoxylacetdtu cholinesterasou s naslednou oxidaci na indigo
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7.2.2. Kvantové te¢ky

V poslednich letech jsou hojn¢ zkoumény kvantové tecky, diky moznosti jejich vyuziti
vV mnoha riznych oborech, at’ uz v technologii, mediciné ¢i analytické chemii, pro jejich
jedinecné fyzikalni vlastnosti. Jsou to fluoreskujici polovodicové monokrystaly. Elektrony
atomu kvantovych tecek lze excitovat elektromagnetickym zatfenim, ¢imz piejdou na vyssi
energetickou hladinu. Po urcité dobé dojde K uvolnéni energie a emisi elektronového zafeni
0 delsi vlnové délce nez pii excitaci. Na jednoduchém principu funguje biosenzor pracujici
s CdTe (nanokrystaly telluridu kademnatého) kvantovymi teCkami, s AChE a cholinoxidasou.
AChE hydrolyzuje acetylcholin na acetat a cholin, cholin pfechazi na betain (pfes betain
aldehyd) a peroxid vodiku pomoci cholinoxidasy. Takto vytvofeny peroxid vodiku pak zastini

CdTe kvantové tecky. [104-106]

7.2.3.  Elektrochemické biosenzory

Existuje mnoho typa elektrochemickych biosenzort, pro které lze aplikovat jak
potenciometrii, tak voltametrii. Potenciometrie je elektrochemicka metoda zaloZena na méteni
iontl, které zvySuji potencidl elektrod. Miru kyselosti ¢i zasaditosti roztoku
(aktivita/koncentrace H" nebo OH" iontll) 1ze méfit pomoci pH senzitivnich elektrod. Pfi
analyzach s biosenzory lze potenciometrii vyuzit, pokud béhem enzymatické reakce vznika
nebo zanika kyselina. Na rozdil od toho se pifi voltametrii méfi elektricky proud vznikly pfi
redoxni reakci. Napéti je dodavano v pulsech (voltametrie se ¢tvercovou vlnou, diferenéni
pulsni voltametrie), linearné se méni (cyklickd voltametrie, linearni voltametrie) nebo je
konstantni (chronoamperometrie). Elektrochemické biosenzory nejsou citlivé na ruSeni
barevnymi slouc¢eninami, coz je oproti optickym metoddm vyhodou. Avsak antioxidanty
s nizkou molekulovou hmotnosti mohou generovat signal, ktery pak piisobi rusiveé pii méfeni.
Senzory pro tyto elektrochemické metody mohou byt pouze v roztoku enzymu, avsak
mikroelektrody, mohou byt pfipojeny piimo k mozkové tkani. Potenciometricky biosenzor
s imobilizovanou cholinesterasou lze snadno pfipravit, protoze b&éhem reakce se vytvaii
kyselina a lze tak snadno méfit aciditu média. V piipadé potenciometrie byl jako substrat pro
AChE zvolen acetylcholin, okyseleni média zplisobuje kyselina octova. Reakce muze byt
provedena pomoci tranzistoru fizené¢ho elektrickym polem (FET — Field-Effect Transistor),
ktery je vysoce citlivy na zmény pH. FET vSak neni jedinym vhodnym fyzikalné-chemickym
pfevodnikem pro konstrukci potenciometrickych biosenzort s cholinesterasami. Podobnych

vysledkt 1ze dosahnout i s dalSimi pfevodniky, jako je tfeba snimac s heptakis (2,3,6-tri-O-

44



methyl)-B-cyklodextrinem fungujicim jako ionofor, kterym byla stanovovana aktivita BuChE.
Nevyhodou elektrochemickych biosenzort citlivych na pH je, Ze pii pfipravé neurotoxickych

sloucenin v kyselém nebo zasaditém roztoku mize dojit ke zkresleni vysledku. [96, 107-115]
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8. ZAVER

Inhibitory cholinesteras jsou rozséhlou skupinou sloucenin, které mohou mimo jiné
slouzit k 1é¢b¢ neurogenerativnich onemocnéni jako je Alzheimerova choroba ¢i myasthenia
gravis. Jedna se o 1€cbu symptomatickou, jejiz principem je inhibovani cholinesteras, pfevazné
acetylcholinesterasy, a tim zvyseni hladiny acetylcholinu na neurondlnich a neuromuskularnich
spojich, a to zejména za ucelem zlepSeni kognitivnich funkci pacientd s Alzheimerovou

chorobou a potla¢eni svalové unavy u pacientti s myasthenia gravis.

Existuje mnoho sloucenin, které by potencialn€ mohly k tomuto ucelu slouzit, nicméné
se ve spousté piipadech jevi jako nevhodné, at’ uz z divodu nedostatecného ucinku
na cholinergni systém, nebo hlavné kvili negativnim vedlejSim u€inkiim jako je nauzea az

zvraceni, prijjem, ztrata chuti k jidlu, zavraté, inava nebo dokonce hepatotoxicita.

Prvni objevenou takto uc¢innou latkou byl karbamatovy derivat fyzostigmin, ktery sice
vykazoval pozitivni u¢inky na kognitivni funkce, nicméné z diivodu jeho kratké doby plsobeni
a vedlej$im ucinkiim od n¢ho bylo upusténo. Prvnim schvalenym inhibitorem cholinesteras byl

akridinovy derivat takrin, ktery jiz byl ale stazen z trhu zejména kvli své hepatotoxicité.

V soucasnosti se k 1é€bé Alzheimerovy choroby vyuzivaji tii 1éCiva a to: donepezil
(Aricept®), rivastigmin (Exelon®) a galantamin (Razadyne®). Z 1é¢iv pro myasthenia gravis je

to pyridostigmin. Dalsi 1é¢iva z fad inhibitorti cholinesteras jsou v klinickych studiich.
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