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ANOTACE

Tématem této prace byl vliv reakénich podminek na aktivitu enzymu a inhibiéni

koncentraci.

Teoreticka ¢ast je vénovana cholinesterazam a jejich inhibitorim. Zabyva se
popisem struktury cholinesteraz, jejich funkci a mechanismem katalytického pusobeni
a moznostmi ovlivnéni jejich aktivity na rdznych urovnich. Dale je zde popsana fada
onemocnéni souvisejicich s cholinesterazami a v neposledni fadé také jednotlivé

analytické metody pro stanoveni aktivity a inhibice cholinesteraz.

V experimentalni Casti se prace zabyva testovanim rdznych reakénich
podminek za ucelem ziskani optimalnich podminek pro méfeni aktivity lidskych
cholinesteraz pomoci sledovani zmény pH. Prace porovnava metodu méfeni zmény
pH s titracni pH-statovou metodou a je také vénovana stanoveni rozdélovacich

koeficientl testovanych inhibitord v systému n-oktanol:voda.

KLICOVA SLOVA

Acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza, inhibitory cholinesteraz, Alzheimerova

choroba, metody stanoveni, pH-stat, pH-metr



ANNOTATION

The aim of this work was evaluating of the influence of reaction conditions on

enzyme activity and inhibitory concentration.

The theoretical part describes cholinesterases and their inhibitors. It deals with
the description of the structure of cholinesterases, their function and mechanism of
catalytic action and the possibility of influencing their activity at different levels.
Furthermore, a number of cholinesterase-related diseases are described, as well as

individual analytical methods for determining cholinesterase activity and inhibition.

In the experimental part, the thesis deals with testing of different reaction
conditions in order to obtain optimal conditions for measurement of human
cholinesterase activity by monitoring pH change. The work also compare the pH
change method with the pH-stat titration. At last, the partition coefficient of tested

inhibitors in the n-octanol: water system was established.

KEY WORDS

Acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, cholinesterase inhibitors, Alzheimer's

disease, assay methods, pH — stat, pH-meter
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uvoD

Mozek savcu obsahuje dvé hlavni formy cholinesteraz (ChE):
acetylcholinesterazu (AChE) a butyrylcholinesterazu (BChE). Tyto dvé formy se

liSi geneticky, strukturalné a také kineticky [1].

Cholinesterazy je obecny termin pouzivany pro skupinu pfibuznych
enzymu, které za optimalnich podminek hydrolyzuji estery cholinu rychleji nez
jiné estery. Jsou to serinové hydrolazy, které patfi do esterazové rodiny v ramci
vySSich eukaryot. Tato rodina pusobi na rGzné typy karboxylovych ester(.
Serinové hydrolazy a proteazy jsou vSudypfitomnou skupinou enzymu, ktera je
zakladem mnoha kritickych zivotnich funkci. Lidské tkané maji dvé odliSné ChE:
AChE aBChE. AChE pusobi pfi pfenosu nervovych impulzd, zatimco

fyziologicka funkce BChE zUstava neznama [2].

Demence je jednim z nejvyznamngéjSich zdravotnich problémd spojenych
se starnutim populace. Pouze minimalni procento demenci je v sou¢asné dobé
kauzalné léCeno. Terapie u vétSiny pfipadu spociva v symptomatické |écbé

s cilem zlepsSeni kognitivnich a nekognitivnich funkci [3].

Hlavni roli v etiopatogenezi demence hraje naruSeni acetylcholinové
transmise. LéCba demence je komplexnim procesem, vyzZadujicim pouziti
moderni farmakoterapie a v&asnou a cilenou rehabilitaci a resocializaci. Cim
dfive je demence diagnostikovana, a lIéCba zahajena, tim pozitivnéjSi vysledky
Ize oCekavat. Léky prvni volby pfi 1é€bé demenci jsou inhibitory cholinesteraz
(ChE-Is). Primarni terapeuticky efekt ChE-Is se zaklada na navySeni nabidky
acetylcholinu (ACh) a tim cholinergni transmise v centralni nervové soustaveé.
Inhibitory tohoto dosahuiji tim, Zze blokuji katabolické enzymy — AChE a BChE

a tim dochazi k zamezeni €i snizeni katabolizmu ACh [4].

Stanoveni aktivity AChE a BChE se stalo dulezitym nastrojem pfi navrhovani
a objevovani léCiv a také v mediciné a toxikologii. Existuje velké mnoZstvi
sloucenin, které jsou schopny modulovat aktivitu ChE. Tyto slou¢eniny mohou
byt pouzity pro farmakologickou Ié¢bu riznych poruch - napf. Alzheimerova
choroba (AD) a Myasthenia gravis. Kromé toho je testem aktivity ChE Casto

diagnostikovana otrava organofosfatem [5].
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1 TEORETICKA CAST

1.1 ACETYLCHOLIN

Acetylcholin se vytvafi v cholinergnich neuronech z ko-substrati cholinu
a acetyl-koenzymu A reakci katalyzovanou enzymem cholinacetyltransferazou
(CAT) [6].

Je to bézny neurotransmiter, ktery se nachazi v centralnim a perifernim
nervovém systému. Kdyz se ACh uvolni z konce axonu, pfestupuje pres
synaptickou Stérbinu, aby se navazal na receptor na druhé strané synapse.
V perifernim nervovém systému se nachazi na ,neurosvalovém spojeni®, kde
pusobi jako regulator svalové kontrakce. ACh je také pfitomen v autonomnim
nervovém systému. Jeho intracelularni uc€inky jsou zprostfedkovany aktivaci
nikotinovych a muskarinovych acetylcholinovych receptord. Jeho rychlou

hydrolyzou ukonci pfenos neuronalnich impulsu AChE [2].

1.2 CHOLINESTERAZY

Cholinesterazy predstavuji skupinu enzymu, které katalyzuji velmi
jednoduchou reakci, hydrolyzu esterové vazby ACh a dalSich cholinovych
esteru. Existuji dva hlavni typy ChE s riznymi biochemickymi vlastnostmi: prava
specificka ChE neboli AChE a pseuchocholinesteraza, nespecificka sérova ChE
neboli BChE [7].

Kromé svych fyziologickych substratt mohou AChE a BChE rozlozit
nasledujici latky: organofosforecné estery, karbamaty a organosulfonatové
estery. Nékteré z téchto latek mohou inhibovat aktivitu enzymu. Inhibice
zpusobena fosforeCnymi a sulfonatovymi estery je nevratna, ale inhibice
zpusobena karbamaty je reverzibilni. Inhibice nastava, protoZze polocas
komplexu enzym-inhibitor je podstatné delSi nez poloCas komplexu enzym-
substrat [8].

Acetylcholinesteraza je pritomna prevazné jako slozka erytrocytd a je
inhibovana nadbytkem substratu. BChE se vyskytuje z velké ¢asti v plazmé
a neni inhibovana prebytkem substratu. Aktivity AChE a BChE v krvi jsou
povazovany za biomarkery organofosfatového pesticidu nebo expozice

nervového Cinidla, protoze tato Cinidla inhibuji obé ChE. Proto existuje naléhava
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potfeba jednoduché, rychlé, spolehlivé a reprodukovatelné metody pro presné
stanoveni jak AChE, tak BChE aktivit v pIné krvi [9].

1.2.1 Molekularni formy cholinesteraz

Acetylcholinesteraza a butyrylcholinesteraza maji na molekularni urovni
z 65 % jednotnou homologii aminokyselin a kéduji je rizné geny na lidskych
chromozomech. AChE je kodovana chromozomem 7, zatimco BChE
chromozomem 3. Vzdy pouze jediny gen rozhoduje o vzniku rGznych, avsak
pfibuznych molekularnich forem AChE a BChE, a to v dusledku alternativniho
sestfihu kdédovaci oblasti plvodniho transkriptu. Vysledkem je série AChE
a BChE s podobnymi katalytickymi vlastnostmi, ale s odliSnou buné&énou
a mimobunécnou distribuci. Strukturni vlastnosti téchto dvou ChE urcuji rozdily
v jejich substratové specifité. AChE je vysoce selektivni pro hydrolyzu ACh,

zatimco BChE je schopna metabolizovat nékolik riznych molekul [10].

1.2.2 Acetylcholinesteraza

Acetylcholinesteraza (acetylcholin acetylhydrolasa; EC 3.1.1.7), se nachazi
v centralnim a perifernim nervovém systému, svalech, erytrocytech, plicich
a sleziné. Jedna se o0 enzym s vysokou afinitou pro ACh, inhibovany pfi vysokych
koncentracich ACh a s nizkou afinitou pro necholinové estery. Tento enzym je
membranové vazany glykoprotein a existuje v nékolika molekularnich formach
[2,7].

Ackoli AChE je esencialni enzym primarné exprimovany v centralnim
a perifernim nervovém systému, razné jeji izoformy jsou také konstitutivni pro
dalsi typy bunék, vcCetné lidskych fibroblastli, osteoblastl, erytrocytd,
vaskularnich endotelialnich bunék a leukocytl, jakoz i tkani, jako jsou nervova
pro nervovou odezvu a funkci. Katalyzuje hydrolyzu ester( acylcholinu s relativni

specificnosti pro ACh [2].

Acetylcholinesteraza hraje kliCovou roli pfi katalytické hydrolyze
cholinergnich neurotransmitert. Vyzkum prokazal nejen zapojeni tohoto proteinu
do novych funkci, jako je bunécna adheze, diferenciace a proliferace, ale také to,

Z2e AChE je potencionalni marker a regulator apoptézy [11].
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Acetylcholinesteraza je serinova hydrolaza, ktera je odpovédna za
ukonCeni pfenosu na cholinergnich synapsich rychlou hydrolyzou
neurotransmiteru ACh. Je cilem insekticidu a terapeutickych 1ékd, zejména prvni

generace anti-Alzheimerovych 1éka [12].

1.2.3 Butyrylcholinesteraza

Butyrylcholinesteraza (acylcholin acylhydrolazy; EC 3.1.1.8) je o-
glykoprotein nalezeny v centralnim a perifernim nervovém systému, jatrech,
hladkych svalech, stfevech, pankreatu a srdci. Ma nizsi afinitu k ACh a neni
inhibovan jeho vysokymi koncentracemi. BChE hydrolyzuje jak cholinové, tak

alifatické estery a ma vice nez 11 izoenzymovych variant [2,7].

PoloCas BChE je pfiblizné 12 dnu a jeho normalni hodnota se pohybuje
vrozmezi od 5900 do 13200 IU/l. ZvySena aktivita tohoto enzymu byla

zaznamenana u obezity, diabetu, uremie a hypertyredzy [13,14].

Butyrylcholinesteraza hydrolyzuje butyrylcholin  &tyfikrat rychleji nez
acetylcholin. Po dlouhou dobu byla fyziologicka funkce BChE nejasna, avsak
v sou€asné dobé jsou jeji role navrzeny napfiklad v metabolismu lipoproteina,
udrzovani myelinu, bunécné adhezi, neurogenezi, pfi odstrafiovani toxickych

molekul a pfi vzniku amyloidového prekurzorového proteinu [2].

Pfi mnoha klinickych stavech, jako jsou napfiklad akutni a chronické
poskozeni jater, cirh6za a jaterni metastazy, zanéty, poranéni, infekce

a podvyziva, se jeho hladina v séru snizuje [15].

U malé Casti zdravé populace chybi v plazmé BChE kvuli genotypové
aberaci. Studie provedené v Evropé ukazuji na prevalenci vrozeného deficitu
BChE v séru o0 3-4 % [16].

Noveé vznika uloha BChE jako prognostického ukazatele onemocnéni jater
i podvyzivy/obezity. Ve skuteCnosti sérové koncentrace a aktivita BChE presné
odrazeji dostupnost aminokyselinovych substratl a/nebo poruchy syntézy
bilkovin v dusledku hepatocelularniho posSkozeni. Proto by mélo byt posouzeni
sérové BChE zahrnuto do rutinnich klinickych diagnostickych postupu
k vyhodnoceni klinickych stavl pacienta, zejména v pfipadech zanétu a/nebo

nizkych hodnotach bilkovin a energie [15].
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1.3 INHIBITORY CHOLINESTERAZ

V souCasnosti  predstavuji  cholinesterazové inhibitory  standard
v symptomatické 1éEbé mirného az stfedniho stupné Alzheimerovy choroby tim,
Ze zpomaluji jeji progresi. MySlenka lécby je zaloZzena na tom, ze pfi AD je
v mozku nedostatek ACh, coz vykazuje degenerativni zmény neurond. Inhibici
jednoho nebo obou enzymd (AChE a BChE) odpovédnych za hydrolyzu ACh
v synaptické Stérbiné, se zvySuji dostupné hladiny ACh a zlepSuje se
neurotransmise. Lék, ktery inhibuje ChE, zapficifiuje, Ze je k dispozici vice ACh
pro provadéni komunikace mezi nervovymi burfikami. Prvni klinické pokusy
s léCbou AD byly z velké C¢asti s fyzostigminem, ale prvnim pouzitym léCivem

v klinické praxi byl takrin [17,18].

NejstarSim a nejCastéji uzivanym inhibitorem AChE je pfirodni alkaloid
fyzostigmin, fadici se do skupiny karbamatu a pochazejici z fazole Calabar, ktera
roste v zapadni Africe. Poté, co byla objevena anticholinesterazova aktivita
fyzostigminu a byl nalezen vyznam N-methylkarbamové skupiny jako podstatné
Casti pro biologickou aktivitu, byly syntetizovany tisice rdznych karbamatu.
S nékolika vyjimkami se jedna o N-methyl nebo N,N-dimethylkarbamaty. Nékteré
z nich nasli uplatnéni jako insekticidy (karbaryl, moban, dimetan, izolan,...), jiné
v humanni a veterinarni mediciné (miotin, pyridostigmin, syntostigmin,...).
Karbamaty pusobi karbamoylaci AChE a rusi jeji fyziologickou funkci. Inhibice

AChE karbamaty ma charakter pseudo-reverzibilni reakce [2].

Inhibitory cholinesteraz pusobi na enzymy, které po synaptickém uvolnéni
hydrolyzuji ACh. Ve zdravém mozku pfevazuje AChE (80 %) nad BChE. V mozku
s AD se aktivita BChE zvySuje, zatimco aktivita AChE zUstava nezménéna nebo
klesa. Proto jsou oba enzymy zapojeny do regulace hladin ACh a predstavuji

terapeutické cile pro zmirnéni cholinergniho deficitu [19].

Inhibitory cholinesteraz oddaluji progresi symptomu AD, zlepSuji
neuropsychiatrické symptomy a kazdodenni aktivity. B€hem klinickych studii tyto
inhibitory stabilizovaly funkce pacientl s mirnou az stfedni AD po dobu nejméné
6 mésicul [20].

Na obrazku 1 jsou zobrazeny nejbé&znéji uzivané ChE-Is — donepezil,

rivastigmin a galantamin, vCetné z terapie vyfazeného takrinu. Tyto inhibitory
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prokazaly svou uc€innost pfi zlepSovani kognitivniho chovani u pacientd trpicich

mirnymi az téZkymi formami AD a jinych forem demence (vaskularni demence,

demence u Parkinsonovy nemoci ¢i demence s Lewyho télisky) [21,22].

MNH2
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H.CO
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takrin H,CO donepezi

O
)J\ OH
0 N
H,CO

rlq CH3
CHs
N/,CH;
\CH;:,
CHj

rivastigmin

\CHE

galantamin

Obrazek 1 Strukturni vzorce popsanych lékua [23].

Ackoli ChE-Is patfi do stejné skupiny l|éCiv, maji odliSnou strukturu,
mechanismus pusobeni a nezadouci uc€inky. Efektivita jednotlivych typd ChE-Is
neni u v8ech pacientl stejna a existuji zna¢né rozdily v oddaleni i v rychlosti
progrese symptomU AD — pacient, u kterého jeden typ ChE-Is neprofituje, muze
zaznamenat pozitivni efekt pfi pfechodu na jiny. Rozdily mezi ChE-Is souvisi
hlavné s jejich pusobenim na klicové enzymy — ChE. Donepezil a galantamin
vykazuji selektivitu va¢i AChE, zatimco takrin a rivastigmin koinhibuji jak AChE
tak BChE [24-27].

Nékteré ChE-Is vykazuji vztah mezi davkou a odpovédi, pficemz vyssi
davky lékd koreluji s vétsi inhibici enzymu. Vzhledem k tomu, ze AD je
progresivni neurodegenerativni porucha, u které se pacienti v pribéhu Casu

zhor8uji, je jednim z cild v klinické praxi dosazeni vy3Sich davek, které
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maximalizuji u€innost IéCby. Vyskyt nezadoucich ucinku spojenych s peroralnimi
ChE-Is, zejména nevolnosti a zvraceni, se vSak také zvySuje s vy3Simi
davkami. V dusledku toho mize byt dosazeni a udrzeni vysokych terapeutickych

davek v klinické praxi obtizné [28].

Lécba pomoci ChE-Is ma 2 faze. V prvni fazi dochazi ke zvySovani davky
az do dosazeni klinického u€inku nebo maximalné tolerované terapeutické
davky. Druhou fazi je dlouhodoba udrzovaci faze — jakmile dojde k dosazeni
maximalni uc€inné davky. Obé tyto faze jsou spojeny s odliSné specifickymi
vedlejSimi ucinky, pfiemz v8echny aktualné pouzivané ChE-Is (donepezil,

galantamin a rivastigmin) vykazuji rizné profily snasenlivosti a bezpecnosti [26].

Zatimco mUze dojit k doCasné stabilizaci choroby, existuje typicky jen mirné
zlepSeni oproti vychozimu stavu a vedlejSi ucinky IéCby ChE-Is maze byt pro
nékteré pacienty pfiliS tézké tolerovat. Proto je tfeba vyvinout dalSi terapie AD,
které zahrnuji vice tolerovatelnych latek s alternativnimi mechanismy ucinku

a SirsSi ucinnosti [29].

1.3.1 Typy inhibic

Inhibitor je slouCenina, ktera sniZuje rychlost enzymaticky katalyzované
reakce. Pro sledovani inhibice ChE ve tkani, je vyhodné minimalni fedéni vzork
tkané, aby se zabranilo reaktivaci karbamylovanych ChE a zfedéni reverzibilnich
inhibitord. Navic hodnoty koncentrace inhibitoru, ktera zplUsobi 50% inhibici
enzymu (ICso) ve vysoce ziedéné tkani by byly odliSné od hodnot v minimalné
zfedéné tkani, protoze inhibitor, jako je donepezil, vykazuje nespecifickou vazbu
na tkanové slozky s vysokou frakci. Jako vysledek by pak mohl interagovat

s malou frakci inhibitoru ChE v neporusené tkani [30,31].
KOMPETITIVNI INHIBICE

Kompetitivni inhibice nastava, kdyz soutézi inhibitor o katalyticky aktivni
vazebné misto se substratem, ¢imz zabranuje tvorbé komplexu mezi enzymem
a substratem. Pfedpoklada se, Ze inhibitor by mél sdilet urCity stupen strukturni
podobnosti s latkou, jejiz metabolismu je inhibovan. Samotny inhibitor maze nebo

nemusi byt metabolizovan enzymy, které inhibuje [32,33].
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AKOMPETITIVNI INHIBICE

PFi tomto typu inhibice slou€enina interaguje pouze s komplexem enzym-

substrat (ne s volnym enzymem) v misté jiném, nez je aktivni misto [31].
NEKOMPETITIVNI INHIBICE

Nekompetitivni inhibitory jsou obvykle strukturné odliSné od substratu
a vazi se na alosterické misto enzymu (jiné misto, nez aktivni). Substrat i inhibitor
se tedy teoreticky mohou vazat na enzym soucasné. Inhibitor v8ak obvykle
deformuje aktivni mista, ¢imz méni konformaci jejich katalytickych zbytkd, coz

snizuje ucinnost komplexu enzym-substrat [34].
REVERZIBILNI INHIBICE

Jak naznacuje nazev, reverzibilni inhibitor funguje vazanim reverzibilné
(obecné nekovalentné) na cilovy enzym a tvofi s nim komplex. Kdyz je inhibitor
pfitomen v likvoru a v plazmé, dochazi k blokovani molekul ChE. Poté, co se
v jatrech zmetabolizuje, vytrati se z plazmy i likvoru, blokada enzymu ustane
a dojde k obnoveni €innosti ChE [4,35].

IREVERZIBILNI INHIBICE

Ireverzibilni neboli nevratna inhibice enzymu nastava, kdyz slouCenina
blokuje enzymovou aktivitu po delSi Casové obdobi, obecné vytvarenim

kovalentni vazby [35].
PSEUDO(I)REVERZIBILNI INHIBICE

Tyto inhibitory se chovaji jako kvazi-substraty, protoZe jsou akceptovany
jako substraty po navazani na aktivni misto enzymu. Nasledné enzym zacina
svUj normalni mechanismus katalyzy a vznika kovalentni vazba mezi enzymem
a inhibitorem. Kovalentni vazba v$ak neni pfili§ stabilni. U&innost tohoto typu
inhibitoru, a tedy jejich potencial jako |éCiv, zavisi na poloCasu kovalentniho

aduktu, stejné jako na snadnosti tvorby vazby [36].

1.3.2 Rivastigmin

Rivastigmin ma dvoji inhibi¢ni u€inek — inhibuje sou¢asné AChE i BChE
a naznacuje potencialni terapeutické pfinosy v AD a souvisejici demence. Je
pseudo-ireverzibilni inhibitor — to znamena, ze inhibice enzymu sice trva az 12

hodin, ale molekula rivastigminu je vazana na receptor pouze 0,5 — 1 hodinu, pak
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je zmetabolizovana. Ma relativné nizkou vazbu na plazmatické proteiny (40 %),
coz snhizuje moznost jeho akumulace. V jatrech nedochazi k jeho metabolizaci —
metabolismus probiha pfimo na misté receptoru. Déale ani neinteraguje
s cytochromovym systémem, proto vykazuje jen maly potencial k lékovym

interakcim a tak minimalné zatézuje organismus [4,19,37].

Byl poskytnut dukaz o tom, Ze rivastigmin zlepSuje nékteré kognitivni
deficity i u HIV pacientd s mirnou neurokognitivni poruchou. Vyrazné zpomaluje
aktivaci mikroglie, demyelinizaci a poSkozeni axonu u experimentalni autoimunni

encefalomyelitidy [38].

Jednou z hlavnich pfekazek uc¢inného |é€eni AD s peroralnimi ChE-Is byla
snasenlivost, ktera mulze zabranit mnoha pacientim v dosazeni ucinnych
terapeutickych davek v klinické praxi. AZ donedavna byly vSechny ChE-Is
podavany peroralné, avSak byla vyvinuta a schvalena nova transdermalni naplast
s rivastigminem pro [é€bu mirné az stfedné zavazné AD. Ta pfekonava tuto
prekazku snasenlivosti pouzitim jiné davkovaci cesty a muze poskytnout

podstatnou klinickou vyhodu [39].

Naplast rivastigminu poskytuje nepretrzité podavani Iéka za 24 hodin
a podobnou ucinnost jako nejvysSi doporucena davka peroralniho rivastigminu
se zlepSenou snasenlivosti. Tato cesta podavani Iéku by proto mohla umoznit
optimalni terapeutické davkovani, coz miaze dale zvySovat ucinnost a dobu
léCby. Pfipravek rivastigminu muaze byt optimalnim zpusobem podani
rivastigminu k 1é¢bé AD a muze byt prvnim z nékolika transdermalnich moznosti

v "nové generaci" formulaci inhibitor cholinesterazy [28].

1.3.3 Galantamin

Galantamin je reverzibilni kompetitivni a jediny inhibitor AChE, ktery
vykazuje dvoji mechanismus ucinku — inhibici AChE a modulaci nikotinového
receptoru. Vykazuje pfiznivé u€inky na poznavani, ¢innosti kazdodenniho Zivota
a chovani. Studie demonstruji jeho uc€innost a bezpecnost u pacientd s AD,
vaskularni demenci a AD s cerebrovaskularnimi komponentami. NezZadouci
ucinky pozorované pfi uzivani tohoto inhibitoru jsou zpravidla mirné az stfedné

zavazneé, pfechodné a gastrointestinalni povahy. Z diavodu svého jedinecného
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mechanismu uc€inku maze mit galantamin potencialni pfinosy oproti konvenénim

¢inidlim inhibujicim enzymy [21].

Galantamin ma podobné jako rivastigmin maly potencial k akumulaci,
protoZze vykazuje kratky plazmaticky polo€as (4-6 hodin) a nizkou vazbu na
proteiny (20 %). Je vS8ak metabolizovan jaternim cytochromem P450, proto je
nékdy nutné snizit jeho maximalni davky, jsou-li sou¢asné podavany i inhibitory
cytochromového systému (napf. néktera antidepresiva) nebo kdyz pacient trpi

onemocnénim jater a ledvin [40].

1.3.4 Donepezil

Donepezil je reverzibilnim nekompetitivnim inhibitorem AChE, ktery se
naopak akumulovat v plazmé mize. Jeho plazmaticky poloc¢as je dlouhy — az 3
dny, s ¢imz souvisi moznost podavat ho pouze v jediné denni davce. Témér
uplné se vaze na plazmatické proteiny (96 %), je metabolizovan jaternimi
cytochromy a muize interagovat s léCivy metabolizovanymi stejnou drahou.
U tohoto Iéku je prokazan pozitivni vliv na kognitivni funkce, behavioralni
symptomy i aktivity denniho Zivota. | pfesto, Ze gastrointestinalni trakt donepezil
toleruje nejlépe, jeho Iékoveé interakce predstavuji jedny z nejCastéjSich

vedlejsich ucinku v klinické praxi [4,41].

1.3.5 Takrin

Takrin je kompetitivni reverzibilni inhibitor jak AChE, tak BChE, zvySuijici
dostupnost ACh v muskarinovych neuronech. Jeho polo€as rozpadu je kolem
3 hodin a byl prvnim schvalenym Iékem pro |éCbu AD. Pfestoze takrin mize
u pacientl s mirnou az stfedné zavaznou poruchou zlepSit vysledky
psychometrickych testd, neni vSelékem. Pacienti musi byt peclivé sledovani na
zvySeni transaminazy, cholinergni nezadouci ucinky a interakci s Iéky
metabolizovanymi prostfednictvim jedné zizoforem cytochromu P-450, P-
4501A2 [42].

U takrinu mlze zvySeni cholinergni neurotransmise vyvolavat kromé
zadouciho terapeutického efektu fadu vedlejSich a nezadoucich uc€inkd. Ty
mohou byt natolik zavazné, Ze mohou vést az k vyrazeni preparatu ze seznamu
doporucovanych [éCiv. Nezadoucim vedlejSim ucinkem aplikace takrinu je jeho

hepatotoxicita, proto se hledaji méné Skodlivé derivaty. Jako zastupce miuzeme
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uvést preparat obsahujici methoxy skupinu (methoxytakrin; 7-MEOTA), ktery
chrani vilastni aromaticky skelet pfed metabolickou aktivaci a tim zvySenou
hepatotoxicitou [27,43].

1.3.6 Methansulfonylchlorid

Methansulfonylfluorid je jediny skutecné ireverzibilni cholinesterazovy
inhibitor, ktery byl navrzen pro terapii AD. Navic vazba mezi
2,2-dichlorvinyldimethylfosfatem, aktivnim metabolitem metrifonatu,
a katalytickym mistem ChE podléha vyznamné spontanni hydrolyze, jejimz
disledkem je inhibice s polo€asem rozpadu jen nékolik hodin. Vyvoj metrifonatu
byl omezovan kvuli vyskytu svalové a respiracni paralyzy a dalSim nezadoucim

ucinkam [44].

1.4 ONEMOCNENI SPOJENE S CHOLINESTERAZAMI
Prvni indikace pro ChE-Is byla AD, avSak s ¢asem byla tato indikace
rozSifena tak, aby zahrnovala nejen jiné typy demenci, ale také dalSi poruchy

centralni nervové soustavy, jako je delirium a traumatické poranéni mozku [1].

Demence je syndrom - skupina pfiznakd, ktera ma fadu pficin.
Charakteristické pfiznaky demence jsou obtize s paméti, jazykem, FeSenim
problému a dalSimi kognitivnimi schopnostmi, které ovliviiuji schopnost jedince
vykonavat kazdodenni Cinnosti. Tyto obtize nastavaji, protoze nervové buriky
v Castech mozku, které se uCastni kognitivnich funkci, jsou poSkozeny nebo

dokonce zniCeny [45].

1.4.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je degenerativni onemocnéni mozku a nejbéznéjsi
forma demence — predstavujici 60-80 % vSech pfipadu. Predpoklada se, Ze
prevalence AD se do roku 2050 zvysi 0 225 % a postihne vice nez 115 miliénu

lidi na celém svété [46].

U AD dochazi v ¢asti mozku k poskozeni a zni€eni neuronu, vcetné téch,
které umoznovaly vykonavani zakladnich télesnych funkci, jako jsou napfiklad
chuze a polykani. Lidé v zavére¢nych stadiich onemocnéni jsou pfipoutani na

lGzko a vyzaduji nepretrzitou péci. AD je nakonec fatalni [45].
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Klinicky obraz AD je charakterizovan tfemi hlavnimi patologickymi pfiznaky:
vyskytem beta-amyloidnich plakl, neurofibrilarnich klubek a ztratou
cholinergnich neuronl. Za jednu z hlavnich pfi¢in poruch paméti u pacienta je

povazovan deficit v cholinergni neurotransmisi [2].

Nedostatek cholinergnich neuronl pfispiva ke kognitivnim porucham,
snizeni pozornosti a koncentrace, rychlosti zpracovani informaci, ale nemalou
mirou také k porucham chovani. U pacientll s AD dochazi k postizeni vSech
oddilt cholinergniho systému mozku — nalézame snizené celkové mnozstvi
neuromediatord ACh, deficit CAT — enzymu odpovédného za syntézu ACh,
a také AChE — enzymu odbouravajici ACh [47].

AD je spojena s pocateCni ztratou paméti, nasledovanou poruchami

v kognitivni funkci a feci, a také se zménami chovani [48].

Neuropsychiatrické pfiznaky jsou kliCovou slozkou AD, ktera postihuje
témér vSechny pacienty béhem onemocnéni. Vice nez 90 % pacientl s AD
vykazuje behavioralni nebo neuropsychiatrické symptomy, véetné deprese,
uzkosti, psychozy, halucinace, apatie, poruch stravovani a poruch spanku
[49,50].

Odhaduje se, ze 5,7 milionu Ameri¢anu trpi AD, a ze do poloviny stoleti
jejich pocet naroste na 13,8 milionu. V roce 2015 se zaznamenalo 110 561 umrti
hlavni pfi¢inou smrti u Ameri¢ant ve véku =65 let. Mezi lety 2000 a 2015, amrti
zpusobené mrtvici, srde€nimi chorobami a rakovinou prostaty se snizily, zatimco
umrti z AD vzrostly o 123 % [45].

1.4.2 Parkinsonova choroba
Kognitivni porucha a demence jsou spolec¢né rysy Parkinsonovy nemoci
(PD). Pacienti s demenci Parkinsonovy choroby maji ¢asto vyznamné

cholinergni defekty, které mohou byt [é€eny ChE-Is [51].

Parkinsonova choroba je chronické degenerativni neurologické
onemocnéni charakterizované tfresem, svalovou rigiditou, bradykinézou
a posturalni nestabilitou. Odhadované prevalence demence u pacientt s PD je
30 %. Prumérna délka trvani od po¢atku PD k rozvoji demence je pfiblizné 10 let
[52].
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Pacienti s PD mohou trpét téZ poruchami chovani, jako je apatie, zménou
osobnosti a zrakovymi halucinacemi. Pozorovani, Ze pacienti s PD demenci maji
rozsahlé cholinergni deficity, vedlo k hypotéze, ze ChE-Is mohou pomoci pfi jeji
lécbé [53].

1.4.3 Demence s Lewyho télisky

Demence s Lewyho télisky (DLB) je povazovana za druhou nejCastéjsi
pfiCinu demence po AD. Porucha je charakterizovana progresivnim kolisanim
kognitivnich  poruch, vizualnimi  halucinacemi a  motorickymi  rysy
parkinsonismu. U DLB je neokortikalni cholinergni aktivita vyraznéji snizena nez
u AD adava tak vznik halucinacim, které jsou charakteristické pro toto
onemocnéni. Vzhledem k tomu, Ze typicka neurolepticka IéCba je u DLB
kontraindikovana, pouziva se cholinergni IéCba rivastigminem. Tolerance ChE-Is
u DLB se podoba AD s nékterymi gastrointestinalnimi ucinky a svalovymi kfeCemi
[54].

Pouziti ChE-Is se u DLB zvySuje, nebot’ maji pozitivni u€inky na kognitivni,
psychiatrické pfiznaky. Obvykle se pouzivaji ChE-Is: donepezil, galantamin
a rivastigmin. VSechny tfi Iéky zvySuji cholinergni ucinky, prestoze existuji malé
rozdily v mechanismu pulsobeni. Tyto farmakodynamické rozdily vytvareji

moznost ruznych farmakologickych ucinku [55].

1.4.4 Vaskularni demence

Vaskularni demence (VD) pfedstavuje pfiblizné 20-30 % pfipadd demence
a existuje vysoky stupen Kklinického a patologického prekryvani mezi VD
a AD. ZvySeni dostupnosti endogenniho ACh inhibici ChE zvySuje cerebralni
prutok krve. Jeden z prvnich pokusU o Ié€bu VD s rivastigminem mél povzbudivé
vysledky a pozdéji byly pozitivni nalezy hlaSeny i s galantaminem a donepezilem

[1].

1.4.5 Downuv syndrom

Lécba ChE-Is muize byt také indikovana u Downova syndromu
(DS). Genetické (chromozom 21), neuropatologické a neurochemické
podobnosti mezi DS a AD, stejné jako pfitomnost kognitivniho poskozeni,

motivovali pouziti cholinergni terapie v této poruse [56].
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1.5 METODY STANOVENI

Pro stanoveni aktivity ChE byla vyvinuta fada testovacich metod —
kolorimetrické, elektrochemickée, radiometrické a manometrické. Nékteré z téchto
metod vyuzivaji vice substratd nebo ChE-Is pro kvantifikaci AChE a BChE aktivit

z pIné krve [9].

Existuji dva pfistupy k méfeni aktivity AChE a BChE pfitomné v pIné krvi.
Prvnim z nich je separace erytrocytll, obsahujicich pouze AChE, a plazmy, ktera
obsahuje pouze BChE - zde se méfi jejich aktivity jednotlivé. Druhym pfistupem
je pouziti inhibitoru specifického pro BChE k méfeni aktivity AChE v pIné krvi.
Nicméné inhibitory, které se pouzivaji k upIné inhibici aktivity BChE rovnéz

inhibuji aktivitu AChE, coz vede k chybam ve vykazovanych hodnotach [57].

Méfeni aktivity ChE v krvi Ize pouzit k vyhodnoceni funkce jater, ke studiu
relativni ucinnosti a toxicity nékterych lokalnich anestetik a k méfeni inhibice
tohoto enzymu nékterymi insekticidy (obsahujicimi organické fosfaty)
a potencionalnimi chemickymi bojovymi latkami (sarin, soman). Proto je dulezité
mit k dispozici jednoduché a rychlé kvantitativni metody pro stanoveni této
aktivity [58].

Optimalni metoda stanoveni aktivity ChE potfebuje splnit nékolik
pozadavku. Je nutna selektivita pro aktivitu AChE a BChE. Méla by byt schopna
posoudit biologické vzorky i kinetické studie a objevy novych |€Civ, pficemz by
nemeéla byt draha. V poslednich desetiletich doSlo k velkému rozvoji ChE testu s
rostoucimi naroky na pochopeni efektu modulace enzymu. Velky potencial
spociva v dalsim vyuziti Cipovych metod, mikroelektrod a nanotechnologii, které

v této oblasti oteviraji nové moznosti [5].

Obecné se vychazi z toho, ze do pufrované reakcni smési (RS) je dan
enzym zruznych zdroju a vlastni reakce je zahajena pfidanim substratu. Po
urCité dobe, popf. kontinualné, se sleduje ubytek nerozlozeného substratu nebo

prirGstek reakénich produktd [59].

Obecné existuji tfi principy, které mohou byt pouZzity pfi stanoveni aktivity
ChE. Prvni je pouziti pfirozeného substratu ACh. Pfi jeho hydrolyze se stanovi
enzymaticka aktivita a hodnoti se pH (stanoveni okyseleni uvolnénym acetatem).

Druhym principem je pouziti umélého substratu — obvykle acetylthiocholinu
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(ATCh). Produktem rozkladu substratu je thiocholin, ktery miaze byt kvantifikovan
reakci s chemickymi Cinidly poskytujicimi barevnou reakci nebo s pouZitim
voltametrie. TFeti princip vyuziva téz umeély substrat, ale radioaktivné znaceny —
obvykle ACh s radioaktivné znacenou acetylovou c&asti. Rozlozeny nebo

nezreagovany substrat se dale stanovi scintilacni technikou [5].

Prvni testy ChE byly pro vyzkumné ucely, kde se spoléhalo na pomalé, ale
pfesné metody — napf. makro-Warburgova manometrie. Dnes se nejvice
pouzivaji 3 techniky — radiometricka, Ellmanova a pH. NejrozSifenéjSi metodou

je Ellmanova metoda, ktera ma mnoho variant [60].

1.5.1 Manometrické metody

Pro stanoveni inhibice ChE byla dfive vyuzivana prevazné Warburgova
metoda. Princip manometrického stanoveni je zalozen na méfeni objemu CO2
uvolnéného z hydrogenuhli¢itanového pufru. Tento pufr se rozklada kyselinou
octovou (HAc), vznikajici pfi hydrolyze substratu. Warburgova metoda je
schopna stanovit relativné malou aktivitu ChE ve vSech tkanich. Nevyhody této
metody  spoCivaji v omezeném pouziti pufrd (vhodny pouze
hydrogenuhli¢itanovy) a nemoznosti zmény pH béhem méfeni. Ackoliv se jedna
o velmi elegantni a pfesnou metodu, je vhodnéjsi pro vyzkumné cinnosti nez pro

rutinni stanoveni velkého poctu vzorku [5,61].

1.5.2 Optické metody
FOTOMETRIE

Podstatou fotometrického stanoveni aktivity ChE je produkt chemické

reakce, ktery je schopny interferovat se svétlem o specifické vinové délce [5].

Fotometrické metody jsou zalozeny na zméné barvy acidobazického
indikatoru, ktery méfi rychlost uvolfiovani HAc do pufrovaného roztoku. AvSak
tyto metody maiji tu nevyhodu, ze se indikator mize selektivné kombinovat se
sérovymi proteiny. V dusledku toho dochazi ke zménam v pocatecni absorbanci
a pak je platnost kalibracnich kfivek sporna. Proto je nezbytné pracovat s velmi
zfedénymi roztoky séra pro ucely fotometrickych méfeni hladin sérové ChE, ale
pak jsou stanoveni citliva na stopy kontaminantl a na absorpci oxidu uhli¢itého

ve vzduchu [58].
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Tyto metody jsou univerzalné doporu€ovaneé pro stanoveni enzymovych
aktivit, ale nejsou vhodné pro zakalené nebo hemolytické materialy. Pfijatelnou
alternativou jsou elektrochemické metody vyuzivajici generovani protonl nebo

thio slou€enin v reakci katalyzované ChE [62].

Kolorimetrie

Kolorimetrické metody jsou nejCastéji pouzivany pro stanoveni aktivity
AChE i BChE z plIné krve, protoze jsou jednoduché a Ize je snadno pfizpUsobit
pro analyzu. Rychlost hydrolyzy ATCh katalyzované ChE se stanovi pomoci
automatizované Cte€ky mikrotitracnich desti¢ek a kolorimetrického €inidla, které
detekuje sulfhydrylové skupiny (-SH) [9,60].

Ellmanova metoda

V souCasné dobé je tato metoda nejpouzivanéjSi technikou stanoveni
aktivity ChE. Je to zlaty standard pro hodnoceni aktivity ChE. Umoznuje Sirokou
Skalu provedenych experimentl. Je vhodna pro hodnoceni biologickych vzorkda,
pro identifikaci modulatord ChE a stanoveni jejich ucinnosti. Princip této metody
lze pouzivat v ruznych modifikacich. Muze byt miniaturizovan v pfenosném
pristroji schopném vyhodnocovat expozici polnich pesticidi nebo nervovych
latek. Ve spojeni s HPLC umoznuje méfeni aktivity ChE v realném case. Je
vhodny pro mikrotitracni destiCky i vicenasobna paralelni méfeni. Jeji omezeni

spocCiva v silné interakci s hemoglobinem béhem analyzy plné krve [5].

Spektrofotometrie podle Ellmana patfi mezi nejpouzivangjsi fotometrické
metody. Tato metoda pouziva umélé substraty (thiocholinové estery). Aktivita
ChE se méfi nepfimo kvantifikaci koncentrace iontd kyseliny 5-thio-2-
nitrobenzoové (TNB) vzniklych pfi reakci mezi thiolovym €inidlem 5,5-dithiobis-2-
nitrobenzoovou kyselinou (DTNB) a thiocholinem, produktem enzymatické
hydrolyzy substratu (ATCh). Prubéh reakce, tedy vznik Zlutého zabarveni, je

méren obvykle pfi vinové délce A = 412 nm pomoci spektrofotometru [63].
FLUORIMETRIE

V soucCasné dobé je Siroce pouzivan princip ChE testu zalozeného na
tvorbé fluorescenéniho produktu. Fluorometricky test je ve vétSiné pripadd az
100x citlivéjSi nez kolorimetricka technika. Substrat je optimalné nefluorescencni

(napf. indoxylacetat nebo naftylestery) a poskytuje vysoce fluorescencéni
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hydrolyticky produkt. Kdyz jsou substrat i produkt fluorescencni slouceniny, jejich

spektra by neméla vzajemné interferovat [5].

1.5.3 Elektrochemické metody

Zde se méfi zména potencialu, zplsobena H* ionty kyseliny, uvolfiované
pfi hydrolyze substratu ve slabé pufrovaném prostiedi. Tato metoda je
mnohostranna, a ackoliv je méné presna nez Warburgova technika, hodi se lépe
pro rutinni stanoveni aktivity ChE v biologickém materialu. Nevyhodou metody je
pozadavek na kapacitu pufru udrzet pH v daném rozmezi a zabranit tak poklesu

pH do hodnot redukujicich aktivitu enzymu [59].

pH-METR

Tato metoda je zaloZena na méfeni zmény pH v €ase a vyzaduje pouze
pH metr s vhodnou celou pro méfeni pH, maly termostat a vsadkovy michany
reaktor. Je jednodussi a univerzalné pouzitelna, protoze je vhodna jak pro ACh,
tak pro ATCh, oproti metodam pH-stat, kdy Ize pro hydrolyzu pouzit pouze ACh,
nebo Ellmanova - pouze ATCh. Ackoliv je tato metoda jednoducha, mize byt
provadéno pouze jedno stanoveni najednou a postup je zdlouhavy, proto se

nedoporucuje pro rutinni stanoveni [64,65].

Béhem enzymatické hydrolyzy ACh nebo ATCh cholinesterazami vznika
HAc. Proto se v ne-pufrované RS ve vodném prostfedi hodnota pH v ase sniZuje
podle kinetiky hydrolyzy a disociacni konstanty slabé kyseliny HAc. Tento pokles
je v pfitomnosti inhibitoru pomalejSi. Z rozdilu mezi pfisluSnymi hodnotami lze
vypocitat hodnotu ICso. V dUsledku zmény pH reakéni smési se prubézné aktivita
AChE méni. Zména hodnoty pH posouva aktivitu AChE béhem neinhibované a
inhibované hydrolyzy ACh a ATCh stejnym zpusobem. Hodnoty ziskané touto
metodou jsou srovnatelné s  hodnotami  ziskanymi  nezavislymi,

komplikovanégjSimi a drazSimi metodami (Ellmanova a pH-stat) [64].

POTENCIOMETRIE
Pavodni potenciometricka metoda se nazyvala Michelova av§ak méla fadu

nedostatkl — relativni necitlivost, dlouha inkubacni doba a nizka vykonnost [66].

Potenciometrické metody vyuzivaji rozklad pfirodniho substratu ACh na
cholin a kyselinu octovou. Enzymova aktivita se stanovi pomoci pH. Tato metoda

je uzitena pro rutinni méFeni biologickych vzorkd a je relativné levna
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a jednoducha. Pro stanoveni aktivity ChE v pIné krvi, erytrocytech a plazmé byla

pouzita elektrometricka metoda [5].

ELEKTROMETRIE

Elektrometrie je nepfimou metodou. Nejvétsi nevyhodou této metody je
proto méfeni pH, coz je logaritmicka funkce koncentrace acetatu (nikoli jeho
produkce). Hodnota pH muze byt tedy ovlivnéna dalS§imi procesy probihajicimi
pfi méfeni. Rychla zména pH je dalsi nevyhodou této techniky, protoze pH muze
rychle klesat ve vzorcich s vysokou aktivitou ChE. V dusledku toho mize zména
pH ovlivnit méfeni aktivity ChE. Tento problém byl v posledni dobé& kompenzovan

novou metodou pouzivajici elektrodu selektivni pro ACh [67,68].

TITRACNi METODY

Titracni metody byly pfevzaty zvySe uvedenych potenciometrickych
metod. HAc, ktera je enzymatickou reakci uvolnéna z ACh, se kontinualné
neutralizuje standardnim alkalickym roztokem. Hodnota pH reak&niho systému

se tak udrzuje konstantni [5,65].

pH-STAT
Technika kontinualni titrace kyseliny octové uvolnéné z ACh enzymem

ChE pfekonava mnohé z nezadoucich vlastnosti jinych metod. Enzymova aktivita
je vyjadfena spotfebou hydroxidu v ml v zavislosti na Case. Tato metoda
nevyuziva pufry, je teplotné a atmosféricky fizena, rychla, pfesna a jednoducha
na provoz. Podminky reakce jsou snhadno reprodukovatelné, coz eliminuje
vétSinu variaci pozorovanych pfi nékterych jinych metodach. Navic mohou byt
koncentrace substratu a enzymu upraveny a udrzovany na urovnich, které
umoznuji optimalni enzymatickou aktivitu. Automaticky titrator se v toxikologické
laboratofi pro stanoveni ChE v lidské krvi pouziva jiz nékolik let a ukazalo se, ze
vysledky této metody jsou velmi uspokojivé [69].

Nejvétsi nevyhoda v zavislosti na rychlych zménach pH je podobna
elektrometrickym metodam. Tyto nevyhody jsou také spojeny s nutnosti pouzivat
nepufrovana nebo slabé pufrovana média. Objem pfidané zasady by nemél
vyznamné zvySovat reakeni objem [5].

Ackoliv pouziti zafizeni pro méfeni pH vyZaduje peclivou udrzbu

a dovednosti vyskoleného laboratorniho personalu, citlivost
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a reprodukovatelnost této techniky je srovnatelna se standardnimi
spektrofotometrickymi metodami a jeji rychlost je srovnatelna s rychlosti

nejrychlejSiho screeningu [70].

1.5.4 Hmotnostni spektrometrie

Tato metoda je primarné pouzivana pro identifikaci AChE inhibitora
v pfirodnich extraktech za pouziti HPLC/MS technik. AChE aktivita slozek vzorku
je monitorovana postkolonovym biochemickym testem, ktery je zalozen na
oddéleném, postupném michani AChE a ACh s HPLC eluatem. Inhibitory AChE
jsou detekovany sniZzenou rychlosti biochemické reakce za pouZiti ionizace
elektronovym sprejem. Pro dosazeni optimalni kompatibility mezi biochemickymi
testy a MS detekénimi podminkami byl pouzit jako pufr hydrogenunhliitan
amonny [71,72].

1.5.5 Radioizotopové metody

Stanoveni radioizotopové aktivity ChE je zaloZzeno na hodnoceni *H nebo
14C znaceného ACh. Tyto metody jsou velmi podobné, protoZze se obvykle lisi
pouze kvantifikaci znaCeného nehydrolyzovaného ACh nebo uvolnéného
acetatu. Radiometricky test neni vhodny pro kinetické studie, protoze je vzdy
poslednim krokem méfeni. Radiometricky pfistup je nejcitlivéjSim pfistupem
schopnym vyhodnotit velmi nizkou aktivitu enzymu. Na druhou stranu je tfeba
vzit v uvahu vysoké naklady na radioaktivné znaCeny substrat a komplikace

spojené s manipulaci s radioaktivnim materialem [5].

Nové radioizotopové metody pro stanoveni inhibice ChE byly zavedeny za
pouziti radioaktivné znacenych substratd N-['“C]-methylpiperidin-4-ylacetatu
a (R)-N-["*C]-methylpiperidin-3-ylbutyratu pro AChE a BChE. Tyto substraty byly
puvodné vyvinuty jako in vivo sondy cerebralni AChE a BChE pomoci
pozitronové emisni tomografie. Tato metoda by u€inné monitorovala inhibi¢ni

vlastnosti ChE-Is pouZivanych jako léCiva, pesticidy a chemické bojové latky [73].

1.5.6 Biosenzory

Biosenzory jsou analyticka zafizeni vyuZivajici citlivost a selektivitu
bioreceptoru pfipojeného na povrch fyzikalné-chemického prevodniku.
Biosenzory na bazi ChE pfedstavuji velmi uZziteCnou techniku pro analytické

a klinickeé ucely — pouzivaji se v medicinské chemii i v toxikologickych aplikacich.

32



V poslednich desetiletich se biosenzory staly systémem s moznosti nahradit
klasické testovaci techniky. Jejich miniaturizace, jednoduchost a pfenosnost

pfedstavuji nejvyznamnéjsi vyhody [5].

Prvni generaci ChE biosenzorl byl amperometricky bienzymaticky senzor
zalozeny na dvou enzymech — ChE a cholin oxidaze (ChO). Cholin nevede
elektricky proud, ale je zde vyuzZivana ChO, ktera tvofi peroxid vodiku, ktery je

béhem redukce na vodu amperometricky detekovan [74,75].

DalSi generace senzorl pouziva jako substraty thiocholinové estery.
Thiocholin uvolnény béhem enzymatické reakce je snadno oxidovatelny na
dithio- formu. Systém je zaloZzen na pfimé amperometrické detekci thiocholinu

[5].
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2 CIL PRACE

Mezi cile této prace patfilo testovani riznych reakénich podminek za ucelem
ziskani optimalnich podminek pro méfeni aktivity lidskych cholinesteraz pomoci

zmény pH.

Soucasti prace bylo také stanoveni inhibi¢ni uc€innosti standardnich latek na
lidskou acetylcholinesterazu a butyrylcholinesterazu a to za ucelem zjisténi, zda
mohou byt vybrané metody vyuzity pfi testovani inhibi¢ni uc€innosti neznamych
latek.

Dalsim ukolem bylo porovnani testovanych metod, metody zmény pH

s titraCni pH-statovou metodou.

V posledni Casti prace byl pro standardni latky stanoven rozdélovaci

koeficient (Kow) Vv systému n-oktanol:voda.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 POMUCKY

3.1.1 Pouzité chemikalie a roztoky
- Pokud neni uvedeno jinak, jsou vSechny roztoky vodné.
ENZYMY

ACETYLCHOLINESTERAZA — z erytrocytd

BUTYRYLCHOLINESTERAZA — z plazmy

- Vzorky krve byly odebrany od dobrovolnych darct do odbérovych
zkumavek s obsahem kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA)
a nasledné zpracovany podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.1.

SUBSTRATY

ACETYLCHOLIN CHLORID, 99% (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

- Pro metodu zmény pH atitracni pH-statovou metodu byl pfipraven

zasobni roztok o koncentraci 0,1 M.

BUTYRYLCHOLIN CHLORID, 99% (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

- Pro metodu zmény pH a titraCni pH-statovou metodu byl pfipraven

zasobni roztok o koncentraci 0,1 M.
DESTILOVANA VODA
TESTOVANE INHIBITORY — STANDARDNI LATKY

TAKRIN HYDROCHLORID, (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

RIVASTIGMIN TARTAT, (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

GALANTAMIN HYDROBROMID, (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

- Testované standardni latky byly rozpusténé v destilované vodé na
koncentraci 0,02 M a nasledné fedény destilovanou vodou dle potieby

méreni.
CHLORID DRASELNY - KCI (Penta s.r.o)

- Pro potfeby stanoveni u pH-statové metody byl pfipraven roztok
o koncentraci 0,5 M.
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HYDROXID DRASELNY - KOH (Penta s.r.o)

Pro potfeby stanoveni u pH-statové metody byl pfipraven roztok

o koncentraci 0,1 M.

1-oktanol, p.a. (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

Organické prostiedi pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu.

3.1.2 Laboratorni technika

centrifuga Eppendorf 5804/ 5804 R

centrifuga MPW-56 (Unimed, Praha)

tfepacka Heidolph Multi Reax (Heidolph Instruments)

UV/VIS spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent Technologies, Némecko)
elektromagnetické michadlo

automaticky titrator 799 GPT Titrino (Metrohm, Svycarsko), viz

obrazek 2

Obrazek 2 Automaticky titrator 799 GPT Titrino, vlastni zdroj
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- pH/ORP metr HI3220 (Hanna instruments, USA), viz obrazek 3

HI3220  GHIORP Meter

- 6

' ' "
T R
5 =

Obrazek 3 pH/ORP metr HI3220, viastni zdroj
- pH kombinovana elektroda BA 25 (BOECO, Némecko), viz obrazek 4

o gelovy elektrolyt, pH0-14,t-5-80°C

Obrazek 4 pH kombinovana elektroda BA 25, vlastni zdroj

3.2 METODY

3.2.1 Zpracovani cerstvé odebranych vzorku lidské krve

Krev byla odebrana zdravym dobrovolnym darcim do odbérovych zkumavek
s obsahem EDTA.

Plazma byla oddélena od krevnich bunék v centrifuze Eppendorf 5804/ 5804
R. Centrifugace byla provadéna pfi 3000 otackach/minutu po dobu 15 min pfi 4
°C. Poté byla plazma odpipetovana do plastovych mikrozkumavek a uchovavana
v mrazaku pfi -80 °C. Blanka (,baficoat“) nad vrstvou erytrocytl byla odstranéna

do odpadu.
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K erytrocytim byla pfidana redestilovana voda, ktera erytrocyty naredila
v pomeéru 1:3. Byla provedena opétovna centrifugace erytrocytl, probihajici pfi
3000 otackach/minutu po dobu 20 min pfi 4 °C. Poté byly erytrocyty dale fedény
podle potreby, rozpipetovany do plastovych mikrozkumavek a uchovavany
pfi - 80 °C.

3.2.2 Méfreni aktivity lidskych ChE

V prvnim kroku se sledovala aktivita lidskych ChE za vyuZiti dvou metodu,

které sledovali zménu pH.

pH — METR

Princip

Tato metoda je zaloZzena na méfeni zmény pH v Case pomoci pH metru
s vhodnou celou pro méfeni pH, malého termostatu a vsadkového michaného
reaktoru. BEhem enzymatické hydrolyzy substratu (ACh/BCh) cholinesterazami
(AChE/BChE) vznika kyselina. Hodnota pH v Case se snizuje podle kinetiky

hydrolyzy a disociacni konstanty slabé kyseliny.

Postup

Pro stanoveni pH v RS byl pouzit pH metr (HI3220, Hanna instruments,
USA) s kombinovanou elektrodou (BA 25, pH BOECO, Némecko). K ziskani
optimalnich podminek pro méfeni aktivity lidskych ChE bylo navrzeno nékolik
riznych kombinaci substratu a biologického materialu. Celkové byly testovany
4 rGzné objemy biologického materialu a 7 rlznych koncentraci substratu ve
vzajemnych kombinacich. Pocateéni RS byla pfipravena do 100ml kadinky
v nasledujicim poradi: destilovana voda (dopocitana vzdy tak, aby celkovy objem
RS po pfidani substratu byl 25000 pl) a 100, 300, 500 nebo 700 ul
erytrocyt/plazmy. Poté byla kadinka postavena na elektromagnetické michadlo
a byla do ni vioZzena pH elektroda. Za stalého michani se Cekalo, az dojde
k ustaleni pH reak&ni smési. Po stabilizaci hodnoty pH bylo do RS napipetovano
pfislusné mnozstvi substratu (ACh/BCh 0,1 M), kterym se reakce odstartovala.
Pro v8echny testované objemy biologického materidlu byly testovany

koncentrace substratu v rozmezi (4 x 103 — 4 x 105 M).
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VSechny koncentrace substratu byly vzdy proméfeny v duplikatu. Celkova
doba jedné analyzy trvala 600 s. Zména pH byla zaznamenavana béhem prvni
minuty po 10 s (z ddvodu rychlych zmén pH) a poté vzdy po 60 s. Ze ziskané

zavislosti zmény pH na Case se nasledné spocitala rychlost reakce.
pH - STAT

Princip

Pro stanoveni enzymatické aktivity ve vzorku je tfeba posoudit rychlost
enzymoveé reakce, s jakou dochazi k pfeméné substratu na produkt. Tato metoda
vyuziva pro stanoveni aktivity enzymu elektrolyzu, diky niz dochazi k pfesnému
davkovani pozadovaného kyselinoveho nebo bazického titrantu pro stanoveni pH
vzorku. Rychlost reakce mlze byt tak snadno ziskana, protoze se rovna rychlosti
pfidavani titrantu v ustaleném stavu. BEhem enzymatické reakce katalyzovaneé
cholinesterazami dochazi k titraci vznikajici kyseliny odmérnym roztokem KOH.
Automaticky titrator dava pokyn automatické byreté k pfidavkum roztoku KOH na
zakladé aktualniho pH RS, ktera je kontinualné sledovana ¢lankem sklenéna-
argentochloridova elektroda [76]. Pomoci této metody byla méfena aktivita AChE
(v erytrocytech) a BChE (v plazmé) za vyuziti substratd ACh a BCh. Princip této

metody je znazornén na obrazku 5.

CH:i CH:]
| ACHE/H,0 [
CH3—h|~J+—CH2—CH2—O-CO—CH3 ——————® CHy;-N'—CH,—CH,-OH + HiC—COOH
I

CHs CHj
-+
H,c—COOH + KOH —— ™ H C—COOK + H,0

Obrazek 5 Princip titraéni metody stanoveni aktivity/inhibice AChE [5]

Postup

K ziskani optimalnich podminek pro méfeni aktivity lidskych ChE bylo
navrzeno téz nékolik riznych kombinaci substratu a biologického materialu
(stejnych jako u metody pH — metr). Celkové byly testovany 4 rGzné objemy
biologického materidlu a 7 rdznych koncentraci substratu ve vzajemnych
kombinacich. Kazda RS byla pfipravena napipetovanim 3300 ul KCI (0,5 M), 100,
300, 500 nebo 700 ul erytrocytd/plazmy a po odecteni objemu testované

koncentrace substratu ACh/BCh dopInéna destilovanou vodou na celkovy objem
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15000 ul. Poté byla titratorem automaticky provedena pretitrace roztokem KOH
(0,1 M), dokud se pH reakéni smési neustalilo na hodnoté pH 7,4 pro erytrocyty
apH 8 pro plazmu. Po stabilizaci hodnoty pH nastal 15 s interval, po jehoz
uplynuti bylo do RS napipetovano pfislusné mnozstvi substratu (0,1 M), kterym
se reakce odstartovala. Reakce probihala ve dvouplastové nadobce o objemu
50 ml adana RS byla michana elektromagnetickym michadlem. Pro v8echny
testované objemy biologického materialu byly pouZity koncentrace substratu
v rozmezi (4 x 102 — 4 x 10° M).

Po odstartovani reakce probihala titrace vznikajici kyseliny roztokem
KOH. VS8echny testované koncentrace substratu byly proméfeny alespon
dvakrat. Méfeni probihali pomoci automatického titratoru 799 GPT Titrino.
Celkova doba jedné analyzy trvala 900 s. Ze ziskané zavislosti zmény objemu

KOH na Case se nasledné spocitala rychlost reakce.

3.2.3 Stanoveni inhibi€¢ni u¢innosti standardnich latek pri inhibici lidské
AChE a BChE

Inhibi¢ni uc€innost standardnich latek byla méfena obéma vySe popsanymi
metodami. Uginnost inhibitort popisuje hodnota ICso. Ke stanoveni této hodnoty
u daného inhibitoru Ize pouzit zavislost mezi pomérem rychlosti neinhibované

a inhibované hydrolyzy a koncentraci inhibitoru.
pH - METR

Princip

S vyuzitim pH-metrové metody byly také méfeny hodnoty ICso pro
testované inhibitory. Jiz vy$e bylo zminéno, Ze v ne-pufrované RS ve vodném
prostiedi se hodnota pH v €ase snizuje podle kinetiky hydrolyzy a disociacni
konstanty slabé kyseliny. Tento pokles je v pfitomnosti inhibitoru pomalejsi
a z rozdilu v rychlostech zmény pH v Case neinhibované a inhibované reakce lze

vypocitat hodnotu ICso.

Postup

Reakce byla méfena opét za vyuZiti vzorkd erytrocytl a krevni plazmy
a jako substrat byl pouzit ACh (pro erytrocyty) a BCh (pro plazmu). K méfeni
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slouzil pH-metr s kombinovanou elektrodou a RS byla promichavana

elektromagnetickym michadlem. Méfeni jedné reakce probihalo po dobu 600 s.

Nejdfive byla dvakrat zméfena neinhibovana reakce a z vypocitanych
rychlosti stanovena hodnota aritmetického praméru rychlosti neinhibované
reakce. Do 100ml kadinky bylo napipetovano 24300 pl destilované vody a 500 pl
erytrocytl/plazmy. Poté byla kadinka postavena na elektromagnetické michadlo
a byla do ni vioZzena pH elektroda. Za stalého michani se Cekalo, az dojde
k ustaleni pH reakéni smési. Po stabilizaci hodnoty pH bylo do RS napipetovano
200 pl substratu (ACh/BCh 0,1 M), kterym se reakce odstartovala.

Po zméfeni neinhibované reakce nasledovalo méfeni reakce inhibované,
kde se navic pfidaval inhibitor (0,02 M), ktery byl dle potfeby fedén destilovanou
vodou. Testované koncentrani rozmezi daného inhibitoru je uvedeno v zavorce.
Testovany byly tfi inhibitory (standardni latky): rivastigmin (10°- 10" M),
galantamin (107 - 108 M) a takrin (107 - 10° M). U kazdého z inhibitor(i byly
vybrany nejméné Ctyfi koncentrace, ve kterych byl dany inhibitor méfen. Kazda
testovana koncentrace byla zméfena alespon dvakrat. Koncentrace inhibitoru
v RS se postupné zvySovala. RS byla pfipravena do 100ml kadinky
v nasledujicim poradi: destilovana voda (dopocitana vzdy tak, aby celkovy objem
RS po pfidani 200 yl 0,1 M substratu €inil 25000 ul), 500 ul erytrocytli/plazmy a
pFislusné mnozstvi inhibitoru. Poté byla kadinka postavena na elektromagnetické
michadlo a byla do ni vlozena pH elektroda. Za stalého michani se ¢ekalo, az
dojde k ustaleni pH reakéni smési. Po stabilizaci hodnoty pH bylo do RS
napipetovano pfislusné mnozstvi substratu (ACh/BCh 0,1 M), kterym se reakce

odstartovala.

Timto méfenim byla ziskana zavislost pH na Case t, ktera slouzila na
vypocet rychlosti reakce neinhibované (vo) a reakce inhibované (vi). Nasledné
byly sestaveny zavislosti vo/vi na koncentraci testovaného inhibitoru. Ze
sestrojené pfimkové zavislosti byla vypoctena rovnice regrese, ktera slouzila na

vypocet inhibi¢ni koncentrace testovanych standardu.
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pH — STAT

Postup

Nejdfive byla v duplikatu zméfena neinhibovana reakce a z vypocitanych
rychlosti stanovena hodnota aritmetického praméru rychlosti neinhibované
reakce. Do reak&éni nadobky bylo napipetovano 3300 pl KCI (0,5 M), 500 pl
erytrocytl/plazmy a 11080 pl destilované vody. Poté byla spusténa reakce
a titratorem automaticky provedena pretitrace roztokem KOH (0,1 M), dokud se
pH reakéni smési neustalilo na hodnoté pH 7,4 pro erytrocyty a pH 8 pro plazmu.
Po stabilizaci hodnoty pH nastal 15 s interval, po jehoz uplynuti bylo do RS
napipetovano 120 ul substratu (0,1 M), kterym se reakce odstartovala.

Po zméfeni neinhibované reakce nasledovalo méfeni reakce inhibované,
kde se navic pfidaval inhibitor (0,02 M), ktery byl dle potfeby fedén destilovanou
vodou. Testované koncentrani rozmezi daného inhibitoru je uvedeno v zavorce.
Testovany byly opét tyto tfi inhibitory: rivastigmin (10 — 10® M), galantamin
(10 — 10® M) a takrin (10 — 10° M). U kazdého z inhibitord byly vybrany
nejméné Ctyfi koncentrace, ve kterych byl dany inhibitor méfen, a kazda
koncentrace byla zméfena alespori dvakrat. Koncentrace inhibitoru v RS se
postupné zvySovala. RS obsahovala 3300 ul KCI (0,5 M), 500 pl vzorku
(erytrocyty nebo plazma), vhodné mnozstvi inhibitoru a odpovidajici mnozstvi
destilované vody, aby celkovy objem této smési po pfidani 120 ul substratu Cinil
15000 pl. Pro dosaZeni optimalniho pH RS byla opét spusténa pretitrace. Poté
nastal 15 s interval, po jehoz uplynuti byl do RS smési pfidan substrat (0,1 M).
Tim byla zahajena reakce a vznikajici kyselina byla titrovana roztokem KOH
(0,1 M).

Timto méfenim byla ziskana zavislost pfidavaného objemu KOH na
Case t. Z této zavislosti byly vypocitany rychlosti jednotlivych reakci a sestaveny
zavislosti vo/vi. Vo predstavuje rychlost neinhibované reakce, vi pak odpovida
rychlosti reakce inhibované inhibitorem. Ze sestrojené pfimkové zavislosti byla

vypoctena rovnice regrese, ze které byla nasledné spocitana hodnota [Cso.
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3.2.4 Stanoveni rozdélovacich koeficientli testovanych inhibitor

v systému n-oktanol:voda

Princip

Pokud pusobi dané inhibitory jako |éCiva, tak hodnoty jejich Kow podavaiji
informaci o propustnosti téchto inhibitort pres biologické membrany. Pro zjisténi,
jak rychle prostupuji léCiva pres biologické membrany, je dllezité znat jejich
rozpustnost v tucich a s tim souvisejici hodnotu rozdélovaciho koeficientu. Cim
vice je dana latka lipofilni, tim vétSi je hodnota Kow. Rozpustnost 1é€Civa v tucich
tedy zlepSuje jeho prostupnost pres biologické membrany. Distribuce na misto
ucinku je zprostfedkovana krvi, proto je dulezité téz zachovani rozpustnosti ve
vodé (ale jeji pfili§ vysoka hodnota zpusobuje kratkodobou uc€innost IéCiva).
Lékarsky chemik Christopher Lipinsky a jeho kolegové analyzovali fyzikalné
chemické vlastnosti 2000 Iéka. Prisli na to, Zze latka bude pravdépodobnéji
schopna projit buné€nou membranou a hematoencefalickou bariérou se
zachovanim si pfijatelné rozpustnosti ve vodé, pokud vyhovi nasledujicim

pozadavkum, tzv. Lipinského pravidlu 5:

hodnota Kow resp. log P je idealné v rozmezi 4 — 5

- jeji molekulova hmotnost bude < 500

- pocet skupin v molekule schopnych pfedat atom vodiku do vodikoveé
vazby (obvykle soucet hydroxylovych a aminovych skupin v molekule léku)
bude <5

- pocCet skupin schopnych pfijimat vodikové atomy za tvorby vodikovych

vazeb (obvykle soucet atomu kysliku a dusiku) bude < 10 [77,78].

Ke spravnému ucinku oralné podavaného IéCiva je krome lipofility dalezity
i polarni povrch molekuly (PSA). PSA je dalSim rozhodujicim faktorem pro latky
schopné prochazet pfes buné&né membrany a hematoencefalickou bariérou a je
definovan jako soucet povrchu polarnich atomd v molekule. Obvykle se jedna
o atomy dusiku a kysliku véetné jejich navazanych atomu vodiku. Vypocet PSA
klasickym zpusobem je velmi Casové narocny, nebot je nutné vytvofit pfiméfeny
3D model struktury molekuly. Proto se pfistoupilo k tzv. topologickému polarnimu
povrchu molekuly (tPSA), ktery je pomérné dobfe odhadnutelny pfimo ze
strukturniho vzorce molekuly. Vypoc&tenim hodnoty tPSA Ize zjistit jeji schopnost

vytvaret vodikové vazby a predikovat tak jeji stfevni absorpci i penetraci
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hematoencefalickou bariérou. Rozmér PSA je v A2, kde 1 A = 10" m. Hodnota
PSA < 70 A2 by méla byt upfednostiiovana pro zvySeni pravdépodobnosti

propustnosti pfes bunétné membrany a hematoencefalickou bariéru [77].

Postup

K 1,5 ml n-oktanolu bylo pfidano 10 pl roztoku daného inhibitoru
o koncentraci 0,01 M a smés byla intenzivné protfepavana 15 min. Nasledné byl
do kifemenné kyvety odpipetovan 1 ml této smési a byla zméfena jeji absorbance
pfi vinové délce absorpEniho maxima pro dany inhibitor. Takto ziskana hodnota

absorbance odpovidala 100 % daného inhibitoru v n-oktanolu.

Ke smési n-oktanolu a demineralizované vody (pomér 1:1, celkovy objem
3 ml) bylo pfidano 10 pl roztoku daného inhibitoru o koncentraci 0,01 M. Tato
smés byla intenzivné protfepavana 15 min a poté centrifugovana pfi 3000 ot./min
po dobu 10 min. Nasledné byl do kyvety odpipetovan 1 ml oktanolové vrstvy
a byla zméfena absorbance pfi vinové délce absorpéniho maxima pro dany
inhibitor. Srovnavacim prostfedim byl vzdy n-oktanol. Takto byl uréen
procentualni obsah inhibitoru v oktanolové vrstvé (%)1 a dopoctem do 100 % byl
uren obsah inhibitoru ve vodné vrstvé 100-(%)1. Ze ziskanych dat byly nasledné
vypocteny hodnoty rozdélovaciho koeficientu jednotlivych inhibitord v soustavé

n-oktanol:voda podle vztahu:

%) e
' 100-(%),
Cleuenn.. molarni koncentrace inhibitoru v n-oktanolu
C2ouunnn. molarni koncentraci inhibitoru ve vodé
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1.1 Méreni aktivity lidskych ChE
pH - METR

Za pouziti pH metru s kombinovanou elektrodou byly sledovany zmény pH
v jednotlivych reakénich smésich. Ze ziskanych zmén pH na Case se nasledné
spocitala rychlost reakce pro vSechny testované kombinace substratu
a biologického materialu. Celkem byly testovany 4 rizné objemy biologického
materialu (erytrocyty nebo plazma) a 7 riznych koncentraci substratu (ACh nebo
BCh). Z vypoctené rychlosti reakce byl sestrojen graf zavislosti rychlosti reakce
na koncentraci substratu a objemu biologického materialu (pro erytrocyty a ACh

graf 1, pro plazmu a BCh graf 2).

P¥i testovani riznych reakénich podminek, pro ziskani optimalniho méreni
aktivity lidskych ChE, byla z téchto grafd vyhodnocena nevhodnéjSi kombinace
koncentrace substratu a mnozZstvi biologického materialu v reakéni smési, ktera
byla dale pouzita pro stanoveni inhibi¢ni u€innosti tfech standardnich inhibitor(

cholinesteraz.

Obecné plati, Ze s rostouci koncentraci substratu roste rychlost enzymové
reakce — do té doby, nez se obsadi v8echna aktivni centra daného enzymu.
Rychlost reakce téz vzrista spole¢né s mnozstvim enzymu — za predpokladu

dostateéného mnozstvi substratu.

45



0,0012
0,001

0,0008
rychlost 00006

0,0004

0,0002

700
0 500 .
300 objem erytrocytu [pl]
e S % N o
N S O & N O
™ N Q & Q
> ,\‘D & &
* Q
Vv Q
IR
c (ACh) [M]

Graf 1 Vysledny graf testovanych kombinaci koncentraci acetylcholinu a mnozZstvi erytrocytli v reakéni smési pro metodu pH-metr
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Z grafu 1 je patrné, Ze s rostouci koncentraci substratu ACh vzrlsta
rychlost enzymové reakce. Na druhou stranu, od urcité koncentrace ACh vSak
dochazi u erytrocytl k poklesu reakéni rychlosti (napf. pro objem erytrocytu
500 pl je to od koncentrace ACh 2,5 x 103 M). Tento fakt je zapfi¢inén tim, Ze
AChE, na rozdil od BChE, podléha substratové inhibici (podrobny popis viz
kapitola 1.2.2). To znamena, Ze pfi vysokych koncentracich substratu, je dany

enzym substratem inhibovan.

Rychlost reakce taktéz roste spoleéné s mnoZzstvim biologického materialu
(tedy objemem erytrocytll), dokud je v reakci dostate€né mnozstvi substratu. Z
grafu 1 je patrné, Zze ve vétSiné pfipadu pfi prvnich tfech objemech erytrocytu
dochazi k rastu rychlosti reakce, ale pfi objemu erytrocytd 700 ul je reak&ni

rychlost ve vétSiné pfipadl mensi nez u objemu erytrocyta 500 pl.

Na =zakladé grafického vyhodnoceni byla vybrana nejvhodnéjsi
koncentrace substratu a to 8 x 10* M v RS. P¥i této koncentraci ACh rychlost
reakce stale roste, a to u vS8ech testovanych objem0 erytrocytd. Jako
nejvhodnéjSi objem erytrocytd byla vybrana hodnota 500 ul, kde byly
zaznamenany nejvyssi rozdily reakEni rychlosti mezi jednotlivymi koncentracemi

substratu.

Tato kombinace mnozstvi erytrocytu (enzymu) a substratu byla nasledné

pouzita pfi méreni inhibiéni koncentrace standardnich latek.
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Graf 2 Vysledny graf testovanych kombinaci koncentraci butyrylcholinu a mnozstvi plazmy v reakéni smési pro metodu pH-metr
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Je znamo, Ze s rostouci koncentraci substratu vzrista spole¢né rychlost
enzymoveé reakce, tohoto jevu si mizeme vSimnout i u grafu 2. U plazmy (enzymu
BChE) nedochazi k substratové inhibici jako u erytrocytd (enzymu AChE, graf 1),
proto nedochazi pfi vy$sich koncentracich k poklesu odezvy. Cim vy3si je
koncentrace substratu, tim vice je reakce stimulovana, avSak v okamziku
saturace enzymu substratem by uz k dalSimu zvySovani koncentrace substratu
nedochazelo. Odezva by zUstavala konstantni a rychlost enzymové reakce by

nerostla.

Rychlost reakce roste i spoleéné s mnozstvim enzymu (tedy objemem
plazmy), pokud je v reakci dostatené mnozstvi substratu. Z grafu 2 je patrné, ze
k vyraznému narUstu reakéni rychlosti dochazi (ve vétSiné pripadu) pouze
u prvnich ¢tyf koncentraci substratu. S dalSim zvySovanim koncentrace BCh

dochazi k pomalejSimu ristu reakéni rychlosti.

Abychom mohli porovnat inhibiCni ucinnosti testovanych standardnich
latek mezi enzymy, byla taktéz jako nejlepSi kombinace vybrana koncentrace
BCh 8 x 10* M a objem plazmy 500 pl. Tato kombinace enzymu a substratu byla

nasledné pouzita pfi méfeni 50% inhibi¢ni koncentrace standardnich latek.

pH — STAT

U této metody probihalo méfeni pomoci automatického titratoru, kdy
dochazelo ke kontinualni titraci vznikajici kyseliny roztokem KOH. Zjeho

objemové zmény v Case byla nasledné vypocCitana reakéni rychlost.

Na zakladé zmeérenych dat byly spocitany rychlosti reakce u 4 rdznych
objem biologického materialu a 7 riznych koncentraci substratu ve vzajemnych
kombinacich. Z vypoctené rychlosti reakce byl sestrojen graf zavislosti rychlosti
reakce na koncentraci substratu a objemu biologického materialu (pro erytrocyty

a ACh graf 3, pro plazmu a BCh graf 4).

Pro ziskani optimalniho méfeni aktivity lidskych ChE, byla opét z grafl
vyhodnocena nevhodnéjSi kombinace koncentrace substratu a mnozstvi enzymu
v RS.
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Graf 3 Vysledny graf testovanych kombinaci koncentrace acetylcholinu a mnozstvi erytrocyttl v reakéni smési pro metodu pH-stat
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Je znamo, Ze s rostouci koncentraci substratu vzrasta spole¢né rychlost
enzymové reakce. V grafu 3 si vS8ak muzeme vsSimnout, Ze u prvnich dvou
zpusobena tim, ze zména pH pfi téchto koncentracich substratu byla tak nizka,
Ze ji pristroj nedokazal vyhodnotit. U dvou poslednich nejvySSich koncentraci
ACh mlzeme opét pozorovat pokles reakéni rychlosti (mimo objem 700 pl),

protoze AChE podléha substratové inhibici — je inhibovana substratem.

Rychlost reakce je také umérna koncentraci enzymu, to znamena, Ze roste
spole¢né s mnozstvim enzymu (tedy objemem erytrocytl), dokud je v reakci

dostatedné mnozZstvi substratu.

V porovnani s pH-metr metodou jsou zde rychlosti reakce témér o fad
nizSi. To maze byt zpusobeno napfiklad jinym reakénim prostfedim (pfitomnost
KCl a KOH).

Abychom metodu pH-stat mohly porovnat s metodou pH-metr, byla i zde

vybrana jako nejvhodnéj$i kombinace koncentrace substratu ACh 8 x 104 M
a 500 ul erytrocytl, ktera byla nasledné pouzita pro stanoveni 50% inhibicni

koncentrace standardnich latek.
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Graf 4 Vysledny graf testovanych kombinaci koncentrace butyrylcholinu a mnozstvi plazmy v reakéni pro metodu pH-stat
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Z grafu 4 je patrné, Ze s rostouci koncentraci substratu vzrusta spole¢né
nedochazelo k zadné odezvé. To mohlo byt opét zplsobeno tim, Ze pfi takto
malych koncentracich substratu byla zména pH tak nizka, zZe ji pfistroj nedokazal
vyhodnotit. U plazmy (enzymu BChE) nedochazi k substratové inhibici jako
u erytrocytt (enzym AChE), proto pfi vy$Sich koncentracich neni pfitomen pokles
reakéni rychlosti. Cim vy$8i je koncentrace substratu, tim vice je reakce

stimulovana.

Vime také, ze rychlost reakce roste spoleéné s mnozstvim enzymu (tedy
objemem plazmy), pokud je v reakci dostate€né mnozstvi substratu. Z grafu 4 je
patrné, Ze ve vSech pfipadech dochazi k rlstu rychlosti reakce v zavislosti na

objemu plazmy.

V porovnani s pH-metr metodou jsou zde rychlosti reakce opét téméf o fad
niz§i — pfi¢inou muze byt jiné reakéni prostredi (pfitomnost KCl a KOH).

Abychom mohli porovnat inhibi¢ni uc¢innost testovanych standardi mezi
metodami a zaroven jejich pusobeni na AChE a BChE, byla i pro tuto metodu
vybrana kombinace koncentrace substratu 8 x 10+ M a 500 ul plazmy. Tato

kombinace byla nasledné pouzita pfi méfeni 50% inhibiCni koncentrace

standardnich latek.

4.1.2 Stanoveni inhibi¢ni u¢innosti standardnich latek pfri inhibici lidské
AChE a BChE

viwv s

vvos

inhibiéni koncentrace mirné liSily, a to pro obé cholinesterazy.
pH - METR

Pomoci metody pH-metr byly ze zmény pH v Case vypocteny hodnoty
rychlosti neinhibované a inhibované reakce. Ze zavislosti vo/vi vs. [I] byly urCeny

hodnoty ICso, a to pro tfi standardni inhibitory (galantamin, rivastigmin a takrin).

Pfiklad pfimkové zavislosti vo/vivs. [l] pro stanoveni inhibi¢ni ucinnosti
takrinu (pfi inhibici lidské AChE) a galantaminu (pfi inhibici lidské BChE) je

zobrazen v grafu 5 a 6.
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Graf 5 Zavislost vo/vi na koncentraci inhibitoru [I] pro inhibovanou hydrolyzu ACh
katalyzovanou AChE a inhibovanou takrinem, metoda pH-metr
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Graf 6 Zavislost vo/vi na koncentraci inhibitoru [I] pro inhibovanou hydrolyzu BCh
katalyzovanou BChE a inhibovanou galantaminem, metoda pH-metr

Sestrojené pfimkové zavislosti byly proloZzeny linearni spojnici trendu

a byly zobrazeny rovnice regrese — viz Tabulka 1.
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Tabulka 1 Vzorovy vypocet hodnoty ICsp pro inhibitor takrin, substrat ACh a enzym
AChE, metoda pH-metr (graf 5)

méreni 1 méreni 2

rovnice regrese

y=1x10"x+1,1029 y=1x10"x+1,0927
2=1x10"x+1,1029 2=1x10"x +1,0927
x=8,97 x 108 M x=9,07 x 108 M

aritmeticky prameér z obou méreni

IC50=9,02 x 108 M

Hodnoty ICsolze vypocitat z rovnice pfimky, prochazejicich body (0;1) tedy
([1I; volvi), pro volvi = 2 (vyplyva z definice ICso). Hodnoty ICso testovanych
inhibitord byly zpridmérovany a vyjadfeny jako hodnoty se smérodatnou

odchylkou — viz Tabulka 2.

Tabulka 2 Hodnoty inhibiéni koncentrace testovanych inhibitor( ziskané metodou pH-metr

hodnoty ICso [uM]
inhibitor
AChE BChE
rivastigmin 14,00+ 0,16 0,70+ 0,30
galantamin 0,31+ 1,89 x 103 1,20+ 0,03
takrin 0,09+ 7,21 x 104 0,02+ 6,23 x 104

U pH-metr metody u obou pouzitych enzymd byl nejuginnéjSim
z testovanych inhibitord takrin. U zbylych dvou inhibitord — galantaminu

svsox

pH — STAT

Ze ziskanych hodnot reakcénich rychlosti byl sestrojen graf zavislosti podilu
reakCnich rychlosti vo/vi na koncentraci inhibitoru [I]. Pfiklad zavislosti poméru

rychlosti vo/vi na koncentraci inhibitoru [I] pro AChE je znazornén v grafu 7.
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y = 39559x + 0,9369
R?=0,9734

y = 38219x + 1,048
05 R2 = 0,991

0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005
koncentrace rivastigminu [M]

Graf 7 Priklad vyhodnoceni inhibiéni ti¢innosti rivastigminu na lidskou AChE, metoda
pH-stat

Hodnota ICso byla nasledné vypocltena z rovnice regrese stejnym
postupem jako u metody pH-metr a ziskané hodnoty inhibi¢nich koncentraci jsou

uvedené v Tabulce 3.

Tabulka 3 Hodnoty ICs testovanych inhibitort ziskané metodou pH-stat

inhibitor hodnoty ICso [uM]
AChE BChE
rivastigmin 25,89+ 1,39 10,58+ 1,33
galantamin 0,31+5,61 x 107 6,48 + 0,07
takrin 0,05+ 8,34 x 104 0,04 + 3,39 x 10

Z vysledkd 50% inhibi¢ni koncentrace ziskanych pH-statovou metodou je

patrné, Ze takrin pasobil nejvétsi inhibicni silou na oba testované enzymy.

Radové jsou hodnoty ICso u galantaminu a takrinu stejné jako u pH-metr
metody, ale hodnoty rivastigminu jsou u obou pouzitych enzymu o fad vyssi.
Odlisnosti mezi vysledky hodnot ICso ziskanych témito dvéma metodami mohou
byt zpusobeny nékolika pfi¢inami. Napfiklad pouziti rGznych reakénich podminek

muze mit na méreni velky vliv. Oproti pH-metr metodé, kde RS obsahovala pouze
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vodu, krev/plazmu, substrat pfipadné inhibitor se u pH-statové metody navic

pfidavaly KCl a KOH, které mohly méfeni ovlivnit.

Jelikoz se jednalo o vzorky lidské krve, je nutné vzit v uvahu také obsah

riznych latek v krvi a jejich vliv na vysledné hodnoty.

Nicmeéné i pres rozdilné vysledky u obou metod Ize dojit k jednoznacnému
zavéru ohledné nejucinnéjsiho inhibitoru pro AChE a BChE a tim je takrin. Také
Ize jednoznacné fici, Zze z téchto tfi inhibitort je nejméné ucinny rivastigmin.
4.1.3 Stanoveni rozdélovacich koeficientl testovanych inhibitora

v systému n-oktanol:voda a tPSA

Hodnota Kow Vv soustavé n-oktanol:voda je definovana jako podil
koncentrace chemické latky (v naSem pfipadé daného inhibitoru) v nepolarni
organické fazi n-oktanolu a v polarni vodné fazi. Kow mezi vodnou a nepolarni
fazi udava pomeér, vjakém se |éCivo rozdéli mezi vodnou fazi a lipidovou
dvojvrstvu biomembrany. Kow je bezrozmérna veliina a obvykle je vyjadfena
v logaritmickém tvaru log P. Jeji hodnota zavisi na pH, teploté a iontové sile
[77,78].

Hodnoty Kow (resp. logP) pro testované inhibitory byly vypocteny dle jiz
zminéného vztahu (viz kapitola 3.2.4) a jsou uvedeny v tabulce 4. Kromé
experimentalnich vysledkl logP jsou zde uvedeny i teoretické hodnoty spocitané

programy ChemSketch a ChemDraw pro jednotlivé inhibitory.

Tabulka 4 Experimentalni a teoretické hodnoty rozdélovaciho koeficientu testovanych
inhibitort v soustavé n-oktanol:voda pfi laboratorni teploté

Testovany inhibitor logP logP ClogP
experiment | ChemSketch | ChemDraw
rivastigmin 1,21+ 0,21 2,14 1,401
galantamin 1,43+ 0,10 1,74 0,23
takrin 2,45+ 0,25 3,32 1,80

Hodnoty logP ziskané témito tfemi zplsoby se od sebe u nékterych
inhibitor liSily. ldealni rozmezi hodnot 4-5 podle pravidla Lipinského tyto

inhibitory nesplriuji, budou tedy hydrofilni (dobfe rozpustné v krvi).
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Hodnoty tPSA jednotlivych inhibitor( byly stanoveny na zakladé analyzy
struktury jejich molekuly pomoci pocitatového programu ChemDraw — viz
tabulka 5.

Tabulka 5 Teoretické hodnoty topologického polarniho povrchu molekuly testovanych

inhibitort
e s tPSA [A?]
Testovany inhibitor ChemDraw
rivastigmin 32,78
galantamin 41,93
takrin 0

Stanovenim hodnoty tPSA bylo ur€eno, do jaké miry se molekula Iéku
bude vstfebavat v gastrointestinalnim traktu, i zda bude naopak prochazet

hematoencefalickou bariérou.

Porovnanim vypoctenych hodnot tPSA a experimentalné stanovenych
hodnot Kow bylo usouzeno, Ze testované inhibitory budou dobfe absorbovany ve
stfevech. Nizké hodnoty tPSA u testovanych inhibitoru sice naznacuji opak, ale
smérodatnéjSim ukazatelem je pravé hodnota rozdélovaciho koeficientu, podle

niz jsou i tyto latky hydrofilni.
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ZAVER
Tato diplomova prace je vénovana cholinesterazam a jejich inhibitordm.
Jsou zde popsany analytické metody pro stanoveni aktivity a inhibice

cholinesteraz. Hlavni diraz je kladen na dvé metody — pH-metr a pH-stat, které

jsem vyuzivala v experimentalni ¢asti.

Pomoci zmény pH jsem za pouziti vySe zminénych metod testovala riizné
reakcni podminky za ucelem ziskani optimalnich podminek, které byly nasledné
pouzité pro stanoveni aktivity lidskych cholinesteraz a inhibi¢ni ucinnost
standardnich latek. Pro obé testované metody byl vyhodnocen také nejucinnéjsi

inhibitor, kterym byl takrin.

Metoda pH-metr méla oproti metodé pH-stat fadu vyhod. Byla ¢asové
méné naroCna, nebyly zde pfidavany roztoky KCI a KOH, které mohly méfeni
ovlivnit, a celkova odezva rychlosti reakce byla lepSi. Metoda pH-stat méla v8ak

vyhodu automatického zaznamenavani hodnot béhem meéfeni.

Pro studované inhibitory byl také stanoven rozdélovaci koeficient a polarni
povrch molekuly. Testované latky mély hodnoty niZ8i nez 6, ale ke snadnému
prestupu pfes membrany potfebuji mit hodnotu vysSi. Tyto latky jsou proto

lipofébni a tedy dobfe rozpustné ve vodném prostredi — tedy krvi.
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