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ANOTACE

Tématem této diplomové prace je inhibice cholinesteraz vybranymi sulfonamidy.
Teoreticka Cast prace je vénovana popisu obecného charakteru cholinesteraz,
popisu jejich struktury a funkce a také popisu a déleni jejich inhibitorti. Cast prace je
vénovana Alzheimerové chorobé, procesum, které vedou k jejimu vzniku, pFfiznakim,
diagnostice a terapii. Nakonec jsou v teoretické Casti popsany metody stanoveni
aktivity a inhibice cholinesteraz. V experimentalni ¢asti je popsano praktické rfesSeni
stanoveni aktivity enzym, stanoveni hodnot /Cso zkoumanych inhibitort, stanoveni
kinetickych parametrd inhibované reakce, inhibi¢nich konstant a typu inhibice
av neposledni fadé také stanoveni rozdélovaciho koeficientu v soustavé

n-oktanol:voda a urCeni polarniho povrchu molekuly.

KLICOVA SLOVA

acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza, sulfonamidy, Alzheimerova choroba,

Ellmanova metoda



Title: Determination of inhibitory activity of selected sulfonamides
ANNOTATION

This thesis is focused on the determination of inhibitory activity of selected
novel sulfonamides. The theoretical part of this thesis contains description
of cholinesterase characteristics, its structure and function. It also describes its
inhibitors and divides them into different groups according to their characteristic
mechanism of inhibition. A part of the thesis is dedicated to description
of the Alzheimer’s disease, the process leading to the condition, symptoms,
diagnostics and available therapy. Lastly, the methods of enzyme activity and
inhibition determination are described. The experimental part consists of practical
approach to the enzyme activity determination, determination of /Cso of examined
inhibitors, determination of kinetic parameters of inhibited reactions, dissociation
constants and type of inhibition of given inhibitors. Finally, the partition coefficient

between n-octanol and water and topological polar surface area are established.

KEYWORDS

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, sulfonamides, Alzheimer’'s disease,

Ellman’s method
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1 UvOD

Alzheimerova choroba (AD) je nejCastéjSi formou demence a u starnouci
populace predstavuje komplexni medicinsky, ale také ekonomicko-socialni problém.
| pfes desetileti vyzkumu se stale nepodafilo odhalit zakladni etiologii onemocnéni
a nejsou tudiz dostupna léCiva, ktera by byla schopna pribéh onemocnéni zvratit &i
mu pfedchazet. Sou€asna medicina muUze nabidnout pouze symptomatologickou
|éCbu. Skupinou IéCiv, ktera se hojné vyuzivaji, jsou inhibitory cholinesteraz. Jedna
se o latky, které maji pfiznivy vliv na kognitivni i behavioralni projevy choroby a jejich
pouziti ma zaklad v tzv. ,cholinergni hypotéze®, kdy se predpoklada, Ze k rozvoiji
a progresi AD dochazi kvuli poSkozeni cholinergniho neurotransmisniho systému.
Inhibitory cholinesteraz jsou pak Sirokou skupinou pfirodnich i syntetickych latek
o ruznych funkénich skupinach, které svou inhibi¢ni aktivitou pfispivaji ke zlepSeni
transmise mezi neurony. Tato Ié€ba ma ale sva uskali. Jsou jimi napfiklad Casté
nezadouci uc€inky, neefektivita v urcitych stadiich onemocnéni a také fakt, ze jejich
hlavnim ukolem je inhibice cholinesteraz a necili na ostatni patologické déje, které
AD doprovazi. Proto je zde tlak na vyvoj novych IéCiv, ktera by se kromé inhibice
cholinesteraz podilela také na inhibici tvorby patologickych proteint a jejich shluku,
zamezovala zanétu, vychytavala volné radikaly, ad. Jednou z testovanych skupin

|€Civ, jsou sulfonamidy.

Sulfonamidy jsou rozmanitou skupinou latek, ktera je charakteristickd obsahem
sulfonamidové funkéni skupiny. Tyto latky maji Siroké pole pusobnosti a v mediciné
se uplatiuji napfiklad jako antibiotika, antivirotika, diuretika, chemoterapeutika, aj.
Tato diplomova prace je vénovana nové syntetizovanym sulfonamidim. Jeji
teoreticka Cast shrnuje obecné poznatky ohledné cholinesteraz a jejich inhibitord,
obsahuje informace o Alzheimerové chorobé, ale vénuje se také metodam stanoveni
aktivity a inhibice cholinesteraz. V praktické Casti jsou pak realizovana jednotliva

stanoveni pro ur€eni zakladnich vlastnosti nové syntetizovanych sulfonamidu.
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2 TEORETICKA CAST

Cholinergni systém

K Sifeni vzruchu neuronem dochazi pomoci depolarizace jeho membrany.
V misté spojeni dvou neuronl se v8ak nachazi synapticka Stérbina, kde se impulz
nemuze prenést pomoci depolarizace a je potfeba ji pfekonat jinak. Slouzi k tomu
chemické mediatory, které jsou umistény ve vezikulech v presynaptické membrané
na konci axonu. Existuje mnozstvi téchto mediator0 a mezi nejCastéjsi patfi
acetylcholin (ACH), noradrenalin, y-aminomaselna kyselina, dopamin, glycin,
glutamat, serotonin a dalSi (Seidl, 2008). Cholinergni systém je jeden z mnoha
mediatorovych systému centralni nervové soustavy Clovéka a jeho podstatou je
pfenos vzruchu pomoci acetylcholinu. Cholinergni synapse se nachazeji v celém
lidském téle, ale jejich zvySena koncentrace v thalamu, striatu, limbickém systému
a mozkové klfe nasvédCuje tomu, Ze cholinerni transmise je dllezita pro pamét,
uceni, pozornost a dalSi dulezité kognitivni funkce mozku. Také se predpoklada, ze
ma cholinergni systém vliv na udrzovani celkové homeostazy a neuroplasticity
mozku (Hampel et al., 2018; Prado et al., 2017).

Acetylcholin vznika pfimo v cholinergnich neuronech pfenosem acetylu
z acetyl-CoA na cholin za katalyzy cholinacetyltransferazou (ChAT). Cholin je
syntetizovan v jatrech avznika trojnasobnou methylaci ethanolaminu, coz je
dekarboxylovany serin (Matous, 2010). Pomoci specializovaného vezikularniho
acetylcholinového transportéru jsou molekuly transportovany a uloZzeny do vezikulu,
kde muze byt skladovano az 10 000 molekul ACH. K wyliti vezikulu dochazi po
aktivaci presynaptické membrany, kdy iontovymi kanaly vstupujici Ca?* aktivuje
proteinkinazy a dochazi k fosforylaci synapsinu (bilkovina pojici vezikuly
k cytoskeletu neuronu). Po fosforylaci vezikuly splynou s presynaptickou membranou
a dochazi k uvolnéni neurotransmiteru a jeho difuzi (Matou$, 2010). Cilovou buriku
muze ACH ovlivnit pomoci dvou receptorl — muskarinovych acetylcholinovych
receptord (mMACHR) a nikotinovych acetylcholinovych receptortl (nACHR). Schéma

cholinergniho pfenosu vzruchu je znazornéno na obrazku 1.
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influx Ca?*, Na* nebo K*

Obrazek 1 Schéma cholinergniho prenosu vzruchu (Pohanka, 2013a)

Muskarinovy receptor je tvoren glykoproteinovym fetézcem, ktery sedmkrat
prochazi membranou, na jednom konci je sprazen s G-proteinem a na N-konec se
vaze signalni molekula. Prozatim bylo popsano pét typ mACHR - M1-M5.
Receptory M1 maiji vy38Si koncentraci v CNS, M2 jsou vice v kardiomyocytech,
hladkém svalstvu ineuronech, M3 se nachazi v exokrinnich zlazach a hladké
svaloviné a receptory M4 a M5 nebyly jesté dostateCné prozkoumany. Receptory
spojené s Gq proteinem (M1, M3, M5) aktivuji fosfolipazu C a vedou k tvorbé
inositoltrisfosfatu a diacylglycerolu (tzv. ,druzi poslové®) a maji stimulujici efekt,
zatimco receptory spojené s Gio proteinem (M2, M4) pusobi inhibi¢né
na adenylatcyklazu, coz vede ke snizeni produkce cAMP  (cyklicky
adenosinmonofosfat; ,druhy posel®) (Taylor a Brown, 1999). JelikoZz se jedna
o metabotropni typ receptoru (ij. nejprve musi dojit k nékolika chemickym dé&jam, nez
se kanal otevie), je spojen s delSi dobou latence (100 ms), ale také delSi dobou
ucinku (300—400 ms) (Picciotto et al., 2012; Matous, 2010).

Nikotinové receptory jsou v podstaté ionotropni kationtové kanaly. Jde
o glykoproteiny tvorené péti podjednotkami. Homo- nebo heteromer muize byt
slozeny z a (a2—-a7), B (B2—p4), vy, & a € podjednotek, pfiCemz jejich kombinace
preduréuje selektivitu pro biogenni ionty (Na*, K*, pfipadn& Ca?*) (Baenziger et al.,

2015). Rozeznavame dva typy nikotinovych receptord — muskularni, pfitomné
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2.2

na nervosvalovych ploténkach, a neuronalni, nachazejici se na postsynaptické

membrané a ve vegetativnich gangliich (Picciotto et al., 2012).

Po navazani na receptory a pfedani impulzu cilové burce je potfeba ACH ze
synaptické stérbiny rychle odstranit. To zajistuje pfitomna acetylcholinesteraza, ktera

hydrolyzuje ACH na cholin a acetat, a tim ukoncuje transmisi.

Cholinesterazy

Cholinesterazy (CHEs) jsou skupinou serinovych hydrolaz, které katalyzuji
hydrolyzu esterli obsahujici cholin na cholin a pfisluSnou karboxylovou kyselinu.
U obratlovcu jsou popsany dva typy CHEs, a to acetylcholinesteraza (ACHE; EC
3.1.1.7), ktera se nachazi v synapsich cholinergniho nervového systému,
nervosvalovych ploténkach a casteCné také na vnéjSi membrané erytrocytd,
a butyrylcholinesteraza (BCHE; EC 3.1.1.8), ktera je zastoupena v plazmé
a exprimovana v mnoha organech, zejména vsak v jatrech (Colovié et al., 2013;
Pohanka, 2011a). Obé cholinesterazy jsou podminény odliSnymi geny a liSi se
od sebe substratovou specifitou a také odliSnou citlivosti k vybranym inhibitordm
(Chen et al., 2011).

Cholinesterazy existuji jako polymery katalytickych podjednotek a nachazeji se
v mnoha variantach jako monomery &i heteromery, budto v globularni ¢i asymetrické
podobé. Globularni formy oznaCované G1, G2 a G4 obsahuji jednu, dvé nebo Ctyfi
podjednotky. Asymetricka forma ma podlouhlejSi tvar a je slozena z jednoho az tfi
tetramer (A4, A8 a A12), které jsou disulfidickymi mustky spojeny s kolagennim
vlaknem, které je ukotveno v plazmatické membrané. Distribuce jednotlivych izomer(
je v organismu ruzna. ACHE ve formé G1 je pouze rozpustna, kdezto ve formé G4 se
vyskytuje v rozpustné i na membrany vazané formé. V mozku se ACHE vyskytuje jak
v G1, tak v G4 formé, a to s ruznou distribuci v riznych oblastech mozku. Forma G2
se pak nachazi v erytrocytech. BCHE se v mozku vyskytuje nejCastéji ve formé G4
(Brunovsky, 2007). V plazmé se také nachazi pfedevSim forma G4, monomery
a dimery v plazmé jsou produkty rozpadu pravé tetrameru. Asymetrické formy jsou
pfitomny v perifernich nervech a svalech (Chatonnet, 1989; Chen, 2011).
Cholinesterazy jsou znacné polymorfni, a to diky alternativnimu sestfihu na 3 konci
a posttranslaénim modifikacim, zahrnujicim N-glykosylaci a oligomerizaci. Kazda

podjednotka je navic slozena z velké katalytické domény a malého C-terminalniho
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peptidu (propeptid prokolagenu), ktery se li§i u obou typl cholinesteraz, ale také

mezidruhové (Massoulié, 2005).

2.2.1 Acetylcholinesteraza

Acetylcholinesteraza je jednim z nejucinnégjSich enzymd. Ma vysokou
katalytickou aktivitu a je substratové specificka pro svilj pfirozeny substrat —
acetylcholin (Fang et al., 2011). Hlavnim ukolem ACHE je ukon&eni pfenosu signalu
v cholinergnich ~ synapsich.  Kterminaci dochazi okamzitou  hydrolyzou
neurotransmiteru, acetylcholinu. ACH je syntetizovan z cholinu a acetyl-CoA a je
ulozen v postgangliovych parasympatickych nervovych vilaknech, gangliovych
synapsich a na nervosvalovych ploténkach. Pfi pfenosu vzruchu je aktivovana
presynaptickd membrana, Ca?" vstupuje napétim fizenymi iontovymi kanaly
do axoplazmy, kde dochazi k aktivaci proteinkinaz a fosforylaci synapsinu, coz je
bilkovina upevnujici vacky obsahujici ACH k cytoskeletu. Tim vacky splynou
s presynaptickou membranou a volny ACH difunduje a interaguje s nikotinovymi
a muskarinovymi receptory. Tady je pak témér okamzité, vfadu milisekund,
hydrolyzovan pomoci ACHE (nachazi se na postsynaptickych membranach), aby
nedochazelo k nekontrolovanému drazdéni receptord a neuron se mohl vratit
do klidového stavu. ACH je degradovan na cholin a acetat, pficemz cholin je
transportovan zpét do presynaptické oblasti a je z néj syntetizovan dalsi ACH
(Rosenberry, 2009, s. 32; Matous, 2010).

Kromé degradacni funkce se ACHE uplatiuje i jinde. Vyzkumy odhalily, Zze ma
ACHE i neenzymaticky vyznam pfi embryonalnim vyvoji (Behra et al., 2002). ACHE
je exprimovana ve vyvijejicich se neuronech a béhem rastu axonu a jeji koncentrace
ovliviuje rychlost ristu nervové tkané (Bigbee et al., 1999). ACHE se také nachazi
na vnéjSi membrané erytrocytl, kde tvofi antigen Yt krevné skupinového systému
Cartwright (Rao et al., 1993). DalSimi vlastnostmi, které se podafilo studiemi
prokazat, jsou bunécna adheze, synaptogeneze, aktivace dopaminovych neurond,
aktivita béhem hematopoézy a trombopoézy a také role v tvorbé amyloidnich viaken
(Soreq a Seidman, 2001).
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Struktura

Struktura ACHE byla zkoumana u purifikovaného enzymu pauhore elektrického
(Electrophorus electricus) a rodu rejnokd (Torpedo). Enzymy izolované z téchto
elektrickych ryb jsou velmi podobné cholinesterazam ve svalech a neuronech
vysSich obratlovcu. Enzym patfi do tfidy a/p proteind a jeho monomer je slozen z 12
viaken B-skladaného listu, které obklopuje 14 vlaken a-helixu. Jeho struktura je

znazornéna na obrazku 2.

Obrazek 2 3D struktura ACHE parejnoka kalifornského (Kryger, 2000)

Zakladni jednotka ma tvar elipsoidu s rozméry cca 45 x 60 x 65 A a zajimava je
na ni hluboka a uzka prohluben, na jejimz dné se nachazi aktivni centrum enzymu,
tzv. katalyticka tridda. Ta se sklada z trojice kyselina glutamova, histidin a serin.
Pravé naserin se vaze ACH a probiha zde samotna hydrolyza esterové vazby.
Pfi usti prohlubné se nachazi periferni aniontové misto (PAS), jehoz funkci je
primarni navazani ACH. Velka &ast povrchu prohlubné je tvofena 14 aromatickymi
zbytky, které pomahaji navést molekulu ACH k aktivhimu mistu. Dno prohlubné se
podle svého charakteru déli na esteratickou a aniontovou ¢ast. Esteraticka Cast je
podobna ostatnim serinovym hydrolazam. Tvofi ji planarni katalyticka triada,
tzv. acylova kapsa, kde se acyl ACH vaze svou acylovou skupinou, a také
oxyanionova jamka, kde interaguje karboxylovy kyslik ACH s dusiky pfitomnych
aminokyselin. Obé tyto struktury zajistuji substratovou specifitu. Aniontova ¢ast pak
slouzi k navazani kladné nabité kvarterni skupiny cholinu (Dvir et al., 2010; Pohanka,
2011a). Schéma prohlubné aktivniho mista je znazornéno na obrazku 3.
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Obrézek 3 Schéma prohlubné aktivniho mista ACHE (Dvir et al., 2010)

Molekula ACHE ma velky dipolovy moment, kterym je pozitivné nabity
neurotransmiter pfitazen, zachycen v PAS oblasti a diky 1r-1m interakcim mezi
kvarternim amonnym kationem ACH a aromatickymi jadry fenylalaninu, tryptofanu
a tyrosinu, které lemuji prohluben, vtazen do aktivniho centra enzymu (Johnson
a Moore, 2006). Tam se karbonylovy uhlik ACH vaze na kyslik serinu, aktivniho
mista triady. Zaroven se vodik serinu vaze na kyslik ACH, tim se pferusi vazba mezi
uhlikem a vodikem v molekule ACH a neurotransmiter je degradovan. Volny cholin
difunduje pry€, zatimco nové vzniklému meziproduktu acetyl-enzym daruje pfitomna
molekula vody proton. Dochazi k hydrolyze, acetat utvofi novou vazbu se zbytkem
molekuly vody a je uvolnén z aktivhiho mista, a tim je aktivni misto regenerovano
(Soreq a Seidman, 2001).

2.2.2 Butyrylcholinesteraza

BCHE je velmi podobna ACHE, jeji sekvence je dokonce vice nez z poloviny
totozna s ACHE. V organismu se nachazi v zhruba desetkrat vy$si koncentraci nez
ACHE a je pfitomna v jatrech, stfevech, srdci, plicich a ledvinach a jatry je
secernovana do plazmy. Gen pro BCHE se nachazi na kratkém raménku
3. chromozomu a je znamo 7 alel (U, A, S, F, H, J, K). Jeji fyziologicka funkce neni

dosud zcela objasnéna, stale nebyl popsan jeji pfirozeny substrat, ale svou
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pritomnosti v séru se jevi jako uginna obrana proti esterdm riizného pavodu. Uginna
je proti organofosfatovym nervovym jedum, organofosfatovym pesticidim,
karbamatovym pesticidiim, Iékim proti Alzheimerové nemoci (donepezil, rivastigmin),
pfirodnim jedim jako je fysostigmin (eserin) z puchyfnatce jedovatého, kokain
zrudodifeva koka, solanidin ze zelenych brambor, huperzin A z mechu
Huperzia serrata, anatoxin-a/-as z cyanobakterii a dalSi. BCHE tyto jedy budto pfimo
hydrolyzuje, anebo se na né navaze, ¢imz dochazi k jeji inhibici, ale zamezi inhibici
ACHE (Lockridge, 2015). Bylo také zjisténo, ze BCHE hydrolyzuje gherlin,
tzv. hormon hladu, a tim ovliviiuje metabolismus tukd a emocionalni chovani (Boyko
et al., 2019). Zaroven je BCHE schopna degradovat ACH. P¥i nizSich koncentracich
je méné ucinna nez ACHE, ale pfi vysokych koncentracich, kdy u ACHE dochazi
k inhibici nadbytkem substratu, je jeji ucinnost vysoka a neni nadbytkem ACH
ovlivnéna. Proto by se mohlo jednat o zalozni enzym pro degradaci tohoto

neurotransmiteru (Masson a Lockridge, 2010).

Zajimavé je, Ze absence Ci mutace BCHE se projevuje pouze v ojedinélych
pfipadech, napfiklad pfi podani sukcinylcholinu, ktery se pouziva pro kratkodobou
narkoézu. PFi absenci/nedostate¢né aktivitt BCHE a podani myorelaxancia dochazi

k prodlouzeni apnoe, coz mize mit fatalni nasledky (Pohanka, 2011a).
Struktura

Jedna se o o/ hydrolazu, ktera se vyskytuje nejCastéji ve formé tetrameru,
pficemz kazdy monomer se sklada z 574 aminokyselin a deviti sacharidd, které jsou

spojeny se zbytky asparaginu. Jeji struktura je zobrazena na obrazku 4.

Obrazek 4 Struktura lidské BCHE (Nicolet et al., 2003)
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V PAS oblasti se nachazi kyselina asparagova a tyrosin, které zajistuji prvni
navazani nabitého substratu. Ten pak putuje prohlubni k aktivnimu mistu. Slozeni
prohlubné je to, ¢im se BCHE nejvice odliSuje od ACHE. Oproti ACHE prohluben
lemuje pouze 8 aromatickych zbytkl a diky tomu je pfistupna pro vétSi mnozstvi
substratl a katalyzuje hydrolyzu riznych ester( oproti substratové vyhranéné ACHE.
Na dné prohlubné se nachazi opét planarni katalyticka triada — kys. glutamova,
histidin a serin (Pohanka, 2013a). Schéma prohlubné aktivniho mista BCHE je

na obrazku 5.

Peripheral *
Anionic Site

Obrazek 5 Schéma prohlubné aktivniho mista BCHE (Cokugras, 2003)
Inhibitory cholinesteraz

Inhibitory jsou latky, které svym puUsobenim snizuji aktivitu enzymu. Inhibice je
dulezity regulacni mechanismus biochemickych procest a funguje na rdznych
principech. Podle sily vazby, ktera se mezi inhibitorem a enzymem vytvofi, inhibici
délime na reverzibilni (vratnou), kdy se inhibitor vaze pouze nekovalentné a jde
vyvazat napfiklad zvySenim koncentrace substratu, a ireverzibilni (nevratnou), kdy je
inhibitor na enzym navazan kovalentné. Specialnim typem je inhibice
pseudo-ireverzibilni, kdy se inhibitor vaze do aktivniho mista kovalentné, ale vazba je
nestabilni a ¢asem dochazi k jejimu spontdnnimu rozpadu. Podle mechanismu,

jakym inhibitor snizeni aktivity zpusobi, pak rozliSujeme inhibici:
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= Kompetitivni — inhibitor je strukturné podobny substratu a se substratem soutézi
o vazebné misto, ovSem po navazani inhibitoru nedochazi k zadné reakci.
Inhibitor je pak mozné z mista vyvazat zvySenou koncentraci substratu. Mezni
rychlost reakce Vma' neni ovlivnéna, ale je snizend K2, jelikoZz navazanim
inhibitoru je zdanlivé snizena afinita enzymu k substratu.

» Nekompetitivni — inhibitor se vaze na alosterické/modulaéni misto mimo vazebné
misto substratu a zménou konformace enzymu je znemoznéno navazani
substratu. Tim se mnozstvi dostupného enzymu snizi a s tim klesa i Vmax. Km se
nemeéni. Komplex enzym-substrat neni katalyticky aktivni, a jelikoz inhibitor neni
navazan v aktivnim misté, nelze ho odstranit zvySenou koncentraci substratu.

= Akompetitivni — inhibitor se vaze pouze na komplex enzym-substrat a vznika tim
katalyticky neaktivni terciarni komplex enzym-substrat-inhibitor. Dochazi k poklesu
Vmax i Km, ale oba parametry jsou snizeny ve stejném poméru. Inhibitor nejde
vyvazat zvySenym mnozstvim substratu.

= SmiSenou — komplikovany typ inhibice, kdy se inhibitor mize vazat jak na samotny
enzym, tak na komplex enzym-substrat. Mezni rychlost reakce Vmnax je snizena,
zatimco Km muUze byt nizSi (v pfipadé, kdy ma inhibitor vyssi afinitu k volnému
enzymu a reakce ma bliz ke kompetitivni inhibici), ale i vy$Si (v pfipadé, ze se
inhibitor pfednostné vaze na komplex enzym-substrat a pfipomina vice
akompetitivni inhibici) (Matous, 2010).

Inhibitory cholinesteraz pusobi v aktivnim misté ¢&i oblasti PAS a svou
pFitomnosti blokuji enzymatickou aktivitu. Tim znemoznuji hydrolyzu ACH, coz vede
k akumulaci ACH a naslednému zvySeni intenzity a prodlouZeni doby stimulace
v postsynaptickych cholinergnich receptorech. Diky tomuto faktu se reverzibilni
inhibitory pouzivaji jako terapeutika, kdezto ireverzibilni inhibitory jsou jedy, latky

toxické, Casto vyuzivané jako bojové latky.

12 Jednd se o zakladni parametry enzymové kinetiky, jejimz zakladem je rovnice
Michaelis-Mentenové. Vnax je teoreticky nejvyssi pocatecni reakéni rychlost, které mlze reakce pfi
dané koncentraci enzymu dosahnout, K, je Michaelisova konstanta, ktera udava koncentraci
substratu, jeZ je pro danou koncentraci enzymu zapotiebi pro dosaZeni po¢ate€ni reakeni rychlosti,
ktera odpovida poloviné mezni rychlosti
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2.3.1 Reverzibilni inhibitory

Diky reverzibilnimu ucCinku se tyto latky pouzivaji v laboratorni a praktické
mediciné pro diagnostiku a terapii napf. Alzheimerovy choroby, myasthenia gravis,
glaukomu, pooperac¢ni nepruchodnosti stfev, distenze moCového méchyre, a dalSich
(Colovi¢ et al., 2013). Skupina té&chto latek je rozmanita, obsahuji rGzné funkéni

skupiny.

Donepezil je nekompetitivni selektivni inhibitor ACHE. Je to uméle
syntetizovany derivat piperidinu dostupny od firem Eisai a Pfizer pod komerénim
nazvem Aricept, Adonep, Yasnal, aj. Je indikovan pfi lehkych a stfedné tézkych
formach AD, ale nékolik klinickych studii popisuje zlepSeni kognitivnich funkci
i u pacientu trpicich tézkou formou AD. Molekula donepezilu se vaze do oblasti PAS
a ma priznivé ucinky nejen proti symptomdm, ale i proti samotnému ukladani
amyloidnich plaku (Li et al., 2018). Je mozné ho podavat ve formé rozpustnych tablet
¢i oralniho roztoku. Jeho polo€as rozpadu je 70 hodin, coZ umozruje uzivani pouze
jednou denné a je dostupny ve dvou ucinnych davkach, 5 a 10 mg, s doporu€enim
zacCinat davkovani na 5 mg denné a terapeutickou davku po tydnu zvysit. Maximalni
denni davka by neméla byt vySSi nez 23 mg denné, jelikoz bylo prokazano, ze vyssi
davky poskytuji jen nepatrné zlepSeni kognitivnich funkci, ale silné zvySuji riziko
nezadoucich uc€inkl, mezi které patfi nevolnosti, zavraté, prijem, anorexie, bolesti
bficha, bradykardie (Huaqing et al., 2019; Colovié et al., 2013; Cacabelos, 2007).

Galantamin je dalSi z latek pouzivanych pro |éCbu AD. Jedna se o pfirozené
syntetizovany alkaloid, metabolit snézenky Woronovy (Galanthus woronowii).
Galantamin je kompetitivni selektivni inhibitor ACHE, ktery se vaze jak na PAS
oblast, tak neobvykle také do samotné aromatické prohlubné enzymu. Je indikovan
pfi lehké a stfedné tézké formé AD a je k dostani pod komerénimi nazvy Razadyn,
Reminyl, Nivalin, aj. Ma kratSi poloCas rozpadu, zhruba 7-10 hodin, a proto je
potfeba &ast&jsi davkovani (obvykle dvakrat denné&). Uginna davka se pohybuje
kolem 4-12 mg dvakrat denné. Oproti ostatnim terapeutikim podavanym pfi AD je
galantamin hdfe snasen, protoze vyvolava silné zazivaci obtize. Postupné zvySovani
ucinné davky v intervalu nékolika mésicl a monitorovani stavu pacienta, tzv. titrace,
muZze riziko nezadoucich ucinkd snizit a vést k dlouhodobé snasenlivosti. Mimo to se
galantamin alostericky vaze na nikotinové cholinergni receptory a zvySuje jejich

senzitivitu k ACH (Razay a Wilcock, 2008). Svym alosterickym u€inkem pomaha také
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ostatnim neurotransmisnim systémim (kyselina y-aminomaselna, glutamat,
monoaminy) a vede ke zlepSeni kognitivnich dysfunkci a psychiatrickych
onemocnéni jako jsou schizofrenie, depresivni porucha, bipolarni porucha Ci
alkoholismus (Pohanka, 2012; Colovié et al., 2013).

Hojné vyuzZivanou latkou pro terapii lehkych az stfedné tézkych forem AD byl
takrin. Tato synteticky vytvofena latka byla prvnim inhibitorem acetylcholinesterazy
schvalenym pro terapii AD a byla dostupna pod komerénim nazvem Cognex. Skvélé
biologické vlastnosti vSak doprovazela hepatotoxicita spolu s dalSimi nezadoucimi
ucinky, a proto byla pro ucely terapie zakazana (Girek a Szymanski, 2019). V ramci
vyzkumu je vSak syntetizovano mnozstvi slouenin odvozenych od takrinu. Nékteré
z nich vykazuji skvélé inhibini vlastnosti a mnohonasobné nizZSi hepatotoxicitu.
Prikladem muaze byt 7-methoxytakrin, ktery vykazuje dokonce vySSi inhibi¢ni aktivitu

neZ samotny takrin (Korabeény et al., 2012; Colovié et al., 2013).

Huperzin je dalSi latkou pouzivanou pfi terapii AD. Jedna se o pfirodni alkaloid
izolovany z rostliny jménem vranec zubaty (Huperzia serrata) a nachazi se ve dvou
hlavnich formach — A a B. Huperzin A je ucinnéjsi, a proto se pro terapeutické ucinky
voli pravé on. Jedna se o nekompetitivni inhibitor ACHE, vaze se na oblast PAS
a kromé pozitivniho vlivu na projevy AD brani také vzniku amyloidnich plakd (Zhang,
2012). Vyzkumy ukazuji, ze nema zadny toxicky vliv a oproti galantaminu, donepezilu
a takrinu vykazuje lepSi prostupnost hematoencefalickou bariérou, delSi dobu
pusobeni, méné nezadoucich u&inku a dalSi vyhody (Xing et al., 2014; Pohanka,
2014; Colovi¢ et al., 2013).

Vzhledem k poctu ucinnych inhibitor ACHE izolovanych zrostlin se cCast
vyzkumu zabyvajici se vyvojem nové latky pro boj s AD staci pravé sem. VétSina
z nové objevenych latek izolovanych z rostlin spada do skupiny alkaloidd, zahrnujici
jednoduché indolové, chinolizidinové, piperidinové a steroidni alkaloidy. OvSem
i dalSi latky izolované z pfirodnich zdrojl, jako jsou terpenoidy, flavonoidy, fenoly,
kumariny, aj., maji na ACHE inhibicni uc€inek (Murray et al., 2013).

2.3.2 Pseudo-ireverzibilni inhibitory

Do skupiny pseudo-ireverzibilnich inhibitord se fadi karbamaty. Karbamaty
jsou organické slou€eniny odvozené od kyseliny karbamové. Jejich obecna struktura

je naznacena na obrazku 6, kdy na misté X byva navazan kyslik €i sira, jako R1 a R2
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muze byt vodik & zbytky organickych slouenin a Rs byva zbytek organické

X
R1 )‘\ Rs3
\N X/

R2

slouCeniny ¢i atom kovu.

Obréazek 6 Obecné struktura molekuly karbamétu (Colovié, 2013)

Karbamaty jsou oznafovany jako pseudo-ireverzibilni (nebo také pomalu
reverzibilni), protoze ackoliv se do aktivniho mista enzymu vazi kovalentné, vazba
neni stabilni a Casem podléha spontanni hydrolyze (Pohanka, 2014). Vyuzivaji se
v zemédélstvi jako insekticidy (aldikarb, karbofuran, karbaryl, fenobukarb, propoxur,
aj.), herbicidy (ferbam, mancozeb, thiram, aj.) a fungicidy (butylat, pebulat, metham,
molinat, cykloat, vernolat, aj.). Diky reverzibilnimu ucfinku jsou povazovany
jejich toxicita pro Clovéka je nizSi a pfipadna pfiliSha expozice se projevuje
mirnéjSimi obtiZzemi, jako jsou kaSel, vyrazka, podrazdéni oci, sliznice krku a nosu
(Colovié, 2013).

Klinicky asi nejvyznamnéjsi karbamat je rivastigmin. Jedna se o Iék indikovany
pfi lehké az stfedné tézké formé AD a také Parkinsonové chorobé a demenci
s pritomnosti Lewyho télisek. Oproti donepezilu a galantaminu inhibuje oba typy
cholinesteraz. Je komercné dostupny pod nazvy Exelon, Prometax, Ristidic,
Vastigmex, Evertas, aj. a ksehnani je ve formé kapsli, oralniho roztoku Cdi
transdermalnich naplasti. UZiva se dvakrat denné v terapeutickych davkach 1,5 az
6 mg a mezi nezadouci UCinky patfi nevolnost, zvraceni, prljem, anorexie, bolesti
hlavy, synkopa, bolesti bficha a zavraté. PouZiti naplasti znacné sniZuje riziko
nezadoucich u¢inkd se zachovanim stejného terapeutického efektu jako u kapsli
s nejvy$8i moznou pfedepsanou davkou (Kandiah et al., 2017; Colovié et al, 2013;
Onor et al., 2007).
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Fysostigmin, téZ eserin, je pfirodni alkaloid izolovany ze semen rostliny
puchyfnatce jedovatého (Physostigma venenosum). ZpUsobuje drazdéni
parasympatickych nervd, roz8ifeni zornic a sniZeni nitroo¢niho tlaku. Z toho ddvodu
se pouziva napfiklad pro léCbu glaukomu. Historicky se fysostigmin pouzival jako
antidotum pfi otravach spojenych s anticholinergni toxicitou (Watkins et al., 2015).
| souCasné studie ukazuji pozitivni vliv pfi jeho aplikaci po poziti antipsychotik,
antihistaminik a cyklickych antidepresiv (Arens et al., 2017). Fysostigmin neni
vhodnym IéCivem pro terapii AD, nebot podle studii nema zasadni vliv na zlepSeni

symptomu (Coelho a Birks, 2001).

DalSimi zastupci ze skupiny karbamatd jsou pyridostigmin a neostigmin.
Neprostupuji pfes hematoencefalitickou bariéru, a proto se hodi zejména k IéCbé
onemocnéni postihujici periferni nervovou soustavu jako je napf. myasthenia gravis
(Pohanka, 2014, s. 9816). Pyridostigmin se navic pouziva jako protilatka pfi otravé
organofosfaty (Colovié, 2013). Na obrazku 7 jsou znazornény strukturni vzorce

v klinice nej¢astéji pouzivanych inhibitoru.
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Obrazek 7 Strukturni vzorce inhibitort klinicky vyznamnych pro lé¢bu AD (Colovi¢, 2013)
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2.3.3 Ireverzibilni inhibitory

Ireverzibilni inhibitory se na molekulu ACHE navazuji kovalentné a puUsobi
trvalou, nevratnou inhibici. Z této podstaty se k terapeutickym ucelim vétSinou

nehodi. Hlavni skupinou ireverzibilnich inhibitort jsou organofosfaty.

Organofosfaty (OP) nemaji v mediciné takové uplatnéni a vyuzivaji se
predevSim v zemédélstvi (pesticidy, herbicidy, insekticidy), anebo jako nervové
paralytické chemické zbrané. Jsou to obecné estery nebo thioly kyseliny fosfore¢né.
Dva ze tfi zbytk( (R1, R2) navazanych na fosfor jsou alkyly &i aryly a vazi se pfimo
nebo prfes atom kysliku Ci siry, tfeti zbytek (X) se vaze prfes atom kysliku Ci siry
a muze jim byt halogen, alifaticka, aromaticka i heterocyklicka skupina (Ranjan et

at., 2018). Obecny strukturni vzorec je znazornén na obrazku 8.

X
Rl\‘/Rz
P

O (S)
Obréazek 8 Obecny strukturni vzorec OP (Colovié, 2013)

OP jsou substratovym analogem ACH, a proto jednoduSe vstupuji do prohlubné
enzymu a kovalentné se vazi na hydroxylovou skupinu serinu. OP je rozstépen,
jeden ze zbytka (X) opousti enzym a ACHE zUstava fosforylovana. Na rozdil
od fyziologické deacylace k defosforylaci dochazi velmi pomalu (desitky hodin az
dny), acetylcholin tudiz neni hydrolyzovan, akumuluje se v synaptickych Stérbinach
a dochazi k nadmérné stimulaci nikotinovych i muskarinovych receptort (Wei et al.,
2018). Mechanismus jejich toxicity tedy spociva ve fosforylaci cholinesteraz. Trvala
fosforylace se da odvratit podanim latek obsahujicich oximovou funkéni skupinu
(dostupné pod komerénimi nazvy obidoxim, trimedoxim, pralidoxim, asoxim), které
dokazi OP vyvazat z aktivniho mista. Tyto latky jsou ucinné pouze pfi rychlém
podani (interval je specificky pro kazdy OP, jedna se o minuty az hodiny), jakmile
dojde k tzv. starnuti, dealkylaci dalSiho z navazanych zbytk( (R1/R2), vazba mezi

serinem a fosforem OP je pfili$ silna a nejde rozrusit (Pohanka, 2011a).
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Otrava organofosfaty se projevuje napfiklad vnitfnim tfesem, svalovou slabosti,
poruchou soustfedéni, zpomalenymi reakcemi, zvySenym slinénim, roztazenymi
zornicemi, bolesti hlavy, prdjmem, hypertenzi ad. Tézké akutni stavy zpusobené
pfedevSim nervovymi chemickymi latkami jsou spojeny s respiraCnim selhanim,
kfeCemi, bezvédomim a smrti. Zastupci nervovych chemickych zbrani jsou napfiklad
sarin, tabun, soman a VX. Jako pesticid se pouziva paraoxon, parathion, malaoxon,
malathion a zastupci insekticidd jsou methiokarb, pirimikarb, karbofuran, dimethoat
(Pohanka, 2012; Colovié, 2013). Pro terapeutické uéely se OP uplatiiuji napfiklad
v oftalmologii, kde se diisopropylfluorofosfat a echothiofat uzivaji pfi Ié€bé glaukomu
(Colovi¢, 2013). Metrifonat (trichlorfon) se vyuzival k 1é¢b& AD, ale musel byt stazen

pro své silné nezadouci ucinky (Pohanka, 2014).

2.3.4 Sulfonamidy

Sulfonamidy jsou rozsahlou skupinou latek, ktera je charakteristicka svou
sulfonamidovou funkéni skupinou (viz obrazek 9). Prvnim objevenym sulfonamidem
byl Prontosil. Byl objeven Gerhardem Domagkem v prvni poloviné 20. stoleti.
Jednalo se o velky prulom v mediciné a za syntézu tohoto antibakterialniho
chemoterapeutika ziskal Domagk dokonce Nobelovu cenu. Prontosil byl prvnim
sulfonamidem vyuzivanym v klinické praxi a da se fict, Ze odstartoval vinu vyzkumu

a vyvoj novych chemoterapeutik pro I1é¢Ebu infekénich onemocnéni (Otten, 1986).
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Obrazek 9 Obecny strukturni vzorec sulfonamidu

R

Sulfonamidy maiji Siroké pole pusobnosti a uplatiiuji se jako antibiotika,
antivirotika, diuretika, chemoterapeutika, spasmolytika, antiepileptika, aj. (Gulgin
a Taslimi, 2018). V souCasné dobé je snaha vytvofit multifunkéni IéCivo pro terapii
AD, které by inhibovalo aktivitu CHEs, zaroven redukovalo tvorbu amyloidnich plaku
a zachytavalo volné radikaly. Nékolik studii pfinasi dobré vysledky, napf. Kumar et al.

prezentuji nové sulfonamidy, které se chovaiji jako agonisté muskarinovych receptort
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s pozitivnim vlivem na projevy AD (2008). Bag et al. zkoumali vlastnosti 28 komeréné
dostupnych i jimi nové syntetizovanych sulfonamidi a dosli k zavéru, Zze malé
a cyklické derivaty jsou vétSinou neaktivni, kdezto dlouhé acyklické sulfonamidy
vykazuji dobry potencial ohledné inhibiCnich vlastnosti i vlivu na shlukovani beta-
amyloidu (2015). Mutahir et al. pfedstavili skupinu 18 nové syntetizovanych
bifenylovych bis-sulfonamid(i, pficemz nejucinnéjsi inhibitor ACHE vykazoval /Cs¢®
2,27 + 0,01 yM a neucinngjsi BCHE inhibitor /ICso 7,74 + 0,07 uyM (2016). V préci
Uluse et al. byla popsana tvorba novych takrin-sulfonamidovych sloucenin za pouziti
mikrovin. VSechny nové syntetizované slouCeniny vykazovaly inhibi¢ni aktivitu pro
ACHE i BCHE. Nejnadéjnéjsi inhibitor ACHE vykazoval ICso 0,009 uM, coZ znamena,
Ze je (alespon in vitro) 220x vic aktivni neZz galantamin a 6x aktivngjSi nez takrin.
galantamin a 11x vice aktivni nez donepezil. Latky také projevily dobré vlastnosti
ohledné antioxida¢ni aktivity (2017). Ultus et al. také syntetizovali a zkoumali nové
hybridy akridin-sulfonamid. Neékteré z nich vykazovaly dobré inhibi¢ni Gcinky,
nejucinnéjsi z inhibitorll ACHE vykazoval ICs0 0,14 uM (2018).

Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba byla poprvé popsana v roce 1906 profesorem Aloisem
Alzheimerem. Jedna se o progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které se
vyznacuje charakteristickymi klinickymi pfiznaky a patofyziologickymi zmé&nami.
Alzheimerova choroba je nejCastéjSim typem demence, zodpovida za 60-80 %
diagnostikovanych demenci (Crous-bou et al., 2017). Také se vyznamné podili na
mortalité — celosvétové je u zhruba 15 % zen a 10 % muzi AD primarni pfi€inou
smrti (Zvéfova, 2017). Jedna se o komplexni onemocnéni, na jehoz vzniku ma
pravdépodobné podil nékolik souvisejicich patofyziologickych procesl, zakladni

etiologie onemocnéni je vSak doposud neznama.

Onemocnéni se rozviji pomalu a jeho prabéh mizeme rozdélit do tfi stadii —
Casné, stfedni a kone¢né. U postizeného se zprvu objevuji problémy s kratkodobou
paméti a fe€i. S rozvojem onemocnéni dochazi ke zhorSeni osobnostnich rysu.

Postizeny ztraci své navyky, méni zvyklosti, ztraci cit pro etiku a estetiku. Zména

3 Hodnota /Csp udava koncentraci inhibitoru, pfi niz dojde k poklesu aktivity enzymu na 50 %. V praxi
se pouziva pro posouzeni u¢innosti inhibitoru.
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jeho chovani je jiz napadna, zacina byt zmateny, hadavy a podeziravy, ztraci zajem
o své konicky. Dochazi k poruse soudnosti, schopnosti logického mysSleni a chapani,
ztraté schopnosti u€eni a objevuji se afazie (Caste€na Ci uplna ztrata Fedi
a porozuméni), apraxie (ztrata schopnosti vykonavat koordinované pohyby), agnozie
(ztrata rozpoznavaci schopnosti tykajici se véci, zvukl, pachl, osob, aj.) a ztrata
orientace v prostoru i v Case. Postizeny neni schopny plnit pracovni ukoly, ma obtize
s vykonavanim béznych dennich ¢innosti, nevyjimaje péci o svij vzhled a hygienu.
V pokrocilych fazich dochazi k rozpadu osobnosti, postizeny nema zajem o své okoli,
blizké osoby €i oblibené Cinnosti, nepoznava blizké €leny rodiny, mluvi nesouvisle,
s velkou namahou, véty nedavaji smysl. Dochazi k utlumu emoci, a pokud je
zachovana pamét, tak vétSinou pouze na davnou minulost. V kone¢ném stadiu je
postizeny zcela odkazan na své okoli, oSetfovatelska péce je nezbytna (Alzheimer’'s
Association, 2016; Pidrman, 2007). Onemocnéni trva v rozmezi od 2 do 12 let
od prvnich pfiznakl, obvykle ma plynuly prabéh (nicméné jsou znamy i pfipady
s vyrazné kolisavym prubéhem). Jedna se o ireverzibilni letalni onemocnéni,

dostupna Ié¢ba je pouze symptomaticka (Pidrman, 2007; Zvérova, 2017).

2.4.1 Patologické zmény

Béhem AD dochazi k ireverzibilnimu poskozeni mozkové tkané, a to

na mikroskopické i makroskopické urovni.

Mezi stézejni patogenetické faktory patfi produkce a ukladani beta-amyloidu
(AB) afosforylace tau proteinu. Beta-amyloid vznika z transmembranové vazaného
amyloidového prekurzorového proteinu (APP), ktery je za fyziologickych podminek
Stépen a-sekretazou na kratké rozpustné fragmenty (B-peptidy; jejich funkce dosud
nebyla plné& objasné&na, pravdépodobné se U&astni tvorby novych synapsi). Cast APP
muze byt St€pena na delSi fragmenty - a y-sekretazami. BEéhem AD vSak prevladaji
B- a y-sekretazy, dochazi k hromadéni delSich nerozpustnych fragmentl, které
oligomeruji (oligomery jsou neurotoxické) a nasledné polymeruji do samotného AR
(Bostanciklioglu, 2019; Murphy a LeVine, 2010). Shluky beta-amyloidu vytvafi tzv.
Alzheimerovské, nebo také senilni, plaky. MnoZstvi AR pfimo koreluje se zavaznosti
demence (Pidrman, 2007).

Druhou patologickou zménou je hyperfosforylace tau proteinu. Tau protein je

intracelularni protein vazici se na mikrotubuly. Jeho funkci je zajistit mikrotubularni
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stabilitu, dalsi funkce jsou prozatim pfedmétem vyzkumu. Protein se nachazi
ve fosforylované formé, ale béhem AD dochazi k jeho hyperfosforylaci, coz vede
k tvorbé helikalnich vidken, kterd se dale shlukuji do tzv. neurofibrilarnich uzliku
a poskozeny neuron zanika (lgbal et al., 2010). Hyperfosforylaci pravdépodobné
spousti oligomery vznikajiciho AB. Amyloidové plaky jsou prvnim ze symptom
a mohou se objevit az 20 let pfed prvnimi klinickymi pfiznaky (Weller a Budson,
2018; Hu, 2016).

Vlivem pusobeni téchto patologickych uatvari dochazi k dalSi degeneraci
mozkové tkané — objevuje se zanétliva reakce doprovazena uvolnénim interleukinu,
cyklooxygenaz, volnych radikald a syntézou prostaglandinu. Uvolfiuji se excitaéni
aminokyseliny, které zplsobi otevieni iontovych kanall, ¢imz dojde k rozruSeni
a destabilizaci vnitfniho prostfedi neuronl a nasledné apoptéze. Z apoptické buriky
se vSak uvolni dalSi excitacni aminokyseliny, reakce se opakuje a poskozeni se
kaskadovité rozSifuje (Jirak, 2009; Pidrman, 2007).

PosSkozené jsou také neurotransmiterové systémy. Tzv. cholinergni hypotéza
predpoklada, ze pravé poskozeni cholinergnich nervu vede k vyraznému zhorseni
paméti a ostatnich kognitivnich funkci. Zaklada se na pozorovani, Ze jako prvni
dochazi k postizeni a atrofii pravé cholinergnich jader mozku (nucleus basalis
Meynerti) (Mesulam, 2012; Bartus, 1982). Snizuje se syntéza acetylcholinu
v dusledku deficitu enzymu cholinacetyltransferazy, ACH neni fadné uvolfovan
a také transport cholinu ze synaptické stérbiny zpét do neuronu je naru$en (Pidrman,
2007). Je také zvySena tvorba BCHE aktivovana neurogliemi v blizkosti plaka.
Zajimavé je, ze dochazi k hromadéni obou enzymu — ACHE i BCHE - pfimo
v samotnych utvarech (Giacobini, 2003). P¥i€ina tohoto procesu neni znama, ale
jejich pfitomnost byla potvrzena. Studie ukazuji, Ze se ACHE snadno vaze na AB
a dokonce diky interakcim AB s PAS oblasti podporuje agregaci AB a vznik
amyloidnich vlaken. Popsana byla také nadmérna glykosylace, ktera by mohla
usnadnovat tvorbu plaku (Chen et al., 2011). ACHE vazana s AB ¢i v amyloidnich
placich ma také rozdilné vlastnosti — liSi se jeji enzymaticka aktivita, je odolng;jsi vaci
niz§imu pH, inhibici pfebytkem substratu a je méné citliva vici inhibitordm. BCHE
také tvofi komplexy s AR, ale na rozdil od ACHE neurychluje tvorbu amyloidnich
vlaken (Inestrosa et al., 2008). Béhem AD klesa aktivita ACHE zhruba na polovinu,
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zatimco aktivita BCHE roste az na jedenactinasobek plvodni hodnoty ACHE (Onor
et al., 2007).

DalSim z vyrazné poSkozenych neurotransmiterovych systému je glutamatergni
systém. Jednou z uvolfiovanych excitacnich aminokyselin je pravé glutamat, ktery se
pak nadmérné vaze na ionotropni NMDA-receptory (N-methyl-D-aspartat) a pUsobi
tak otevieni kalciovych kanall, coz vede ke kaskadé udalosti koncici apoptdzou
neuronu. Zarovefi NMDA-receptory souviseji s tzv. dlouhodobou potenciaci,
mechanismem dulezitym pro schopnost u€eni se, ktery je dlouhodobou excitaci
NMDA-receptoru rusen (Pidrman, 2007; Jirak, 2009).

Dochazi také k nizSi produkci nervovych rustovych faktord, napf. CREB
(z anglického cAMP response element binding protein), BDNF (z anglického
brain-derived neurotrophic factor) a dalSich. Mimo jiné dochazi také k ubytku
receptord TrK (tyrozinkinazu aktivujici receptory) pro tyto faktory. Oboji vede
ke snizeni tvorby novych synapsi a neuronovych okruht (lulita a Cuello, 2014; Jirak,
2009). PoSkozen je také dychaci fetézec v mitochondriich, coz vede ke snizeni
syntézy makroergnich sloucenin a sniZzeni energického metabolismu CNS. Uvolnéné
volné radikaly vedou k poSkozeni jak samotné mitochondrie, tak neuronovych

membran (Zvéfova, 2017).

Makroskopicky se poSkozeni tkané projevi ubytkem mozkové hmoty, a to
zejména atrofii mozkové kuary, rozSifenim sulek a mozkovych komor. Mira atrofie

vSak neni pfimo umérna mife demence (Pidrman, 2007).

2.4.2 Rizikové faktory

NejvyznamnéjSim rizikovym faktorem vzniku AD je jednoznaéné vék. DalSim
neovlivnitelnym faktorem je pak geneticka zatéz. Pfestoze nebyl objeven gen, ktery
riziko zvySuji. Napfiklad pfitomnost apolipoproteinu E ve formé €4 je vyznamnym
faktorem. Zatimco jedinci, ktefi nenesou alelu pro ApoE €4 maji 9% riziko rozvinuti
AD, u heterozygotu je to uz 29 % a u homozygotl je to dokonce 83 %. Familiarni
forma AD (postizeny mlad$i 65 let), ktera souvisi se zhruba 10 % pfipadu, se poji
s vyskytem bodovych mutaci, a to na chromozomech 21, 14 a 1. Mutace
na 21. chromozomu souvisi s formaci abnormalniho amyloidniho prekurzoru APP,

mutace na 1. a 14. chromozomu vede ke vzniku abnormalniho presenilinu, coz je
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jeden ze zakladnich strukturnich proteini sekretaz (Lane et al., 2017). Také
napfiklad vyskyt Downova syndromu v rodiné je neovlivnitelnym rizikovym faktorem.
Mezi ovlivnitelné faktory pak patfi Spatny Zivotni styl, nizka uroven vzdélani, koureni,
vysoka konzumace alkoholu, tzv. metabolicky syndrom spojeny s obezitou,
hypertenzi, diabetem a vysokym cholesterolem, opakované urazy hlavy, ad. Vliv by
pravdépodobné mohl mit i perinatalni vyvoj (Zvéfova, 2017; Panpalli Ates et al.,
2016; Tayeb, 2012).

2.4.3 Diagnostika

Diagnostika maze byt zvlasté v po¢atcich onemocnéni problematicka. Diagndza
AD se opira zejména o klinicky obraz a prvni obtiZze mohou byt pfipisovany vysSSimu
véku pacienta a mohou byt zaménény za fyziologické projevy starnuti. Pfitom pravé
v€asna diagnéza ma velky vliv na prabéh IéCby (Small a Bullock, 2011). Ddulezité je
nejprve vyradit jiné mozné pri€iny demence. Nasleduje posouzeni rodinné anamnézy
a testy kognitivnich funkci (Ressner et al., 2008). Jednim z nich je MMSE test
(z angl. mini-mental state examination), slozeny z jednoduchych ukoll — odpovidani
na jednoduché otazky typu ,Jaké je dnes datum?“ ¢i ,V jakém jsme mésté?*,
hlaskovani, pocitani, pojmenovavani predmétd, plnéni jednoduchych pfikazu,
zapamatovani si nékolika slov a podobné. Kazdy ukol je bodovan a stav pacienta je
hodnocen podle dosazeného skoére. Je nutné zduraznit, ze se jedna pouze
o orienta¢ni test. DalSim v praxi pouzivanym testem je Test hodin/CDT (z angl. clock
drawing test), kdy je pacient pozadan, aby na prazdny papir nakreslil cifernik hodin
s Cisly a ruciCkami a aby hodiny ukazovaly uréeny Cas. Test CDT je vhodnym
dopliujicim testem k MMSE. Mezi dalSi testy kognitivnich funkci patfi Rey-
Osterriethova komplexni figura, kdy pacient prekresluje strukturovany geometricky
obrazec. Jsou pouzivany také rizné hodnotici Skaly (napf. BCRS — brief cognitive
rating scale, GDS — global deterioration scale) a testy pro hodnoceni aktivit denniho
zivota (DAD - disability assessment for dementia, FAST — functional assessment

staging) (Ressner, 2004).

Pouzivana zobrazovaci vySetfeni nemaji velky vyznam, jelikoz jak jiz bylo
zminéno, mira atrofie nekoreluje se zavaznosti demence. Mezi vyuZivané
zobrazovaci metody patfi pocitatova tomografie, magneticka rezonance, pozitronova
emisni tomografie a jednofotonova emisni vypocetni tomografie. Posledni dvé

zminéné metody mohou zaznamenat zmény v mozkovém metabolismu, ale i tento
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vysledek je pfili§ nespecificky. Specialné upraveny typ pozitronové emisni tomografie
je schopnen zobrazit shluky amyloidnich plakd, je vSak finanéné naro¢ny, a proto se

ve vétsi mife neuplathuje. (Weller a Budson, 2018; Ressner, 2004).

Moznosti je také detegovat pfimo tau protein ¢i AR v mozkomiSnim moku. Toto
vySetfeni se ale rutinné nepouziva kvuli invazivnimu zpusobu odbéru vzorku (Weller
a Budson, 2018; Ressner, 2004).

Diagnostika AD vzdy pracuje pouze s mirou pravdépodobnosti. S jistotou se da

AD potvrdit az post mortem biopsii mozku.

2.4.4 Lécba

V souCasné dobé neexistuje kauzalni léCba a uplatiuje se pouze IéCba
symptomaticka. K terapii jsou schvaleny dvé skupiny IéCiv — inhibitory cholinesteraz
a antagonisté glutamatergnich NMDA-receptord. Do prvni skupiny patfi inhibitory
donepezil, rivastigmin a galantamin. Inhibice enzymu degradujicich ACH vede
ke zvySeni koncentrace ACH v synaptickych $térbinach a bojuje tak proti porusené
acetylcholinergni transmisi. Zaroven také ovliviuji tvorbu amyloidnich plak,
na jejichz vzniku se cholinesterazy podileji. Informace o jednotlivych IéCivech byly
podrobnéji rozvedeny v kapitole 2.3.1. Tato IéCiva jsou indikovana u lehkych
a stfedné tézkych forem AD (Jirak, 2009).

Ze skupiny antagonistd NMDA-receptord se pak vyuziva memantin. Jedna se
o nekompetitivniho antagonistu NMDA-receptori, chraniciho neurony pred
nadmérnou aktivitou glutamatu pulsobiciho excitotoxicky (Takahashi-lto, 2017).
Zaroven pravdépodobné podporuje dlouhodobou potenciaci (nezbytna pro schopnost
uceni se) a snizuje hyperfosforylaci tau proteinu (Tayeb et al., 2012). Memantin, pod

komerénim nazvem Ebixa, je indikovan u stfedné tézkych az tézkych forem AD.

Pfestoze kombinace inhibitord CHEs s memantinem ma dobré vysledky,
ZlepSuje kognitivni funkce a vyrazné zvySuje kvalitu Zivota, jedna se pouze
o symptomatické zlepSeni, progresi onemocnéni neni mozné zastavit (Tayeb et al.,
2012)

Mezi dal8i pouzivana farmaka mohou patfit antidepresiva, antipsychotika,
neuroleptika a dalSi. Jejich indikace je Cisté individualni a zavisi na konkrétnich
symptomech pacienta. Je nutné volit 1éCiva bez anticholinergni aktivity (Ressner,
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2004). Jako podpurna lécba, ktera vSak neni podlozena vysledky studii, se pouzivaji
extrakt ginkgo biloby, antioxidanty ve formé vitaminu E, B-karotenu, kys. lipoové,
Nicergolin (zlepSuje krevni cirkulaci), Cerebrolysin (hydrolyzat vepfovych mozkd,
ktery by mél slouzit jako prekurzor pro tvorbu nervovych rastovych faktord),
estrogeny (u Zen po klimakteriu), nesteroidni antirevmatika (potlacuji zanétlivou
reakci), koenzym Q10 a mnohé dalsi (Jirdk, 2009; Sheardova et al., 2007).

SoucCasné vyzkumy se upinaji k vyvoji léCiv, ktera by cilila na samotné
abnormalni proteiny a kaskadu jejich vzniku. Testovany byly monoklonalni protilatky
proti AB, zadné z vyvijenych |éCiv viak nepfineslo zlepSeni kognitivnich funkci, a to
ani pfi uziti ve velmi raném stadiu AD bez klinickych projevd. DalSi z cest vyzkumu je
cileni na B-sekretazu a vyvoj jejich inhibitord. Studie z roku 2014 prokazala, Ze
kombinace monoklonalnich protilatek a inhibitord B-sekretazy znacné redukuje
hromadéni AR (Weller a Budson, 2018).

Neuspéch pfi vyvoji konkrétnich u€innych léCiv vede k hypotéze, Ze primarnim
projevem AD sice jsou shluky abnormalnich proteind, ale k progresi onemocnéni
vede celkova dysfunkce komunikace mezi neurony. Nedavné studie na mysSich
prokazaly redukci shlukl AR a zlepSeni kognitivnich funkci po expozici gama vinénim
(vysokofrekvencni vinéni spojované s komunikaci mezi neurony). Nyni je studie

v pocatecni fazi testovani na lidech (Weller a Budson, 2018).

Metody stanoveni aktivity a inhibice cholinesteraz

Stanoveni aktivity cholinesteraz a inhibiéniho dcinku je  dulezité
pro neurobiologii, farmakologii a toxikologii, ale také napfiklad pro potravinarstvi,
zemeédélstvi, monitoring Zivotniho prostfedi a mnoho dalSich odvétvi. Existuje velké
mnozstvi metod, pfiCemz kazda je vhodna pro jinou aplikaci a je tfeba vzdy zvazit
faktory jako je puvod a Cistota enzymu, volba substratu, pufru, pH nebo metody
imobilizace. Oba enzymy — ACHE a BCHE — maji riznou substratovou specifitu.
ACHE neju€innéji hydrolyzuje acetylcholin, ale $tépi také acetylthiocholin,
propionylcholin ¢i acetyl-B-methylcholin. BCHE hydrolyzuje butyrylcholin, a také
butyrylthiocholin,  propionylcholin, acetylcholin, benzoylcholin, sukcinylcholin,
mivakurium a esterova anestetika. Pro stanoveni inhibi¢ni ucinnosti se nejCastéji
pouzivaji CHEs izolované z pauhofe elektrického (Electrophorus electricus) Ci

octomilky obecné (Drosophila melanogaster). Podstata stanoveni spociva
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v kvantifikaci vznikajiciho produktu nebo nezreagovaného substratu, a to pfedevsim
pomoci spektralnich nebo elektrochemickych metod. Trend miniaturizace vede takeé

k vyrobé biosenzoru a €ipt (Miao et al., 2010).

2.5.1 Spektrometrické metody

NejpouzivanéjSi spektralni metodou je pravdépodobné Ellmanova metoda.
Jedna se o spektrofotometrické stanoveni CHEs, které vroce 1961 predstavil
George L. Ellman. Metoda spociva v reakci acetylthiocholinu s ACHE, kdy vznikly
thiocholin spontanné reaguje s tzv. Ellmanovym cinidlem (kyselina 5,5‘-dithiobis-(2-
nitrobenzoova)) za vzniku konjugatu thiocholinu s kyselinou 5-thio-2-nitrobenzoovou
a volné Kkyseliny 5-thio-2-nitrobenzoové. Mechanismus reakce je znazornén
na obrazku 10. Volna kyselina, resp. jeji disociovana forma, je Zluta. Intenzita
zabarveni je méfena pfi vinové délce 412 nm a odpovida aktivité enzymu. Vyhodou
této metody je jeji jednoduchost, prfesnost, moznost automatizace a relativné nizka
cena, nevyhodou jsou pak mozné interference latek obsahujicich sulfanylovou Ci
oximovou funkéni skupinu &i interference hemoglobinu pfi dané vinové délce (Miao et
al., 2010; Komersova et al., 2005; Sinko et al., 2007).

i |

AChE
Nt )k — N*
//l\\///\\s //|\\“//\\SH+ CH;COOH

HOOC COOH

om@s—s@uoz

HOOC | COOH

O,N S . +
2 Ny | R HS-@NOz

Obrazek 10 Schéma mechanismu Ellmanovy metody (Pohanka, 2011b)
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Existuji také alternativni metody, které vyuZzivaji jinych CcCinidel (DTNA -
6,6'-dithionikotinova kyselina, 2-PDS — 2,2’-dithiodipyridin, ad.) pro vznik barevného
produktu nebo je vyuzito chromogennich estert, kterym je napfiklad indoxylacetat.
Ten po Stépeni CHE podléha spontanni oxidaci za pfemény v modré indigo
(Pohanka, 2013b). Zajimavé jsou nové metody s pouzitim kovovych polovodivych
nanocastic, kdy po hydrolyze ATCH vznikly thiocholin svymi redukujicimi ucinky
stimuluje katalytické zvétSeni zlatych nanocastic v pfitomnosti aniontu kyseliny

chlorozlatité (AuCls ), coz je spojeno se zménou absorbance (Miao et al., 2010).

Vyuziva se také fluorometrickych metod. Jako substrat se pouziva
nefluorescencni latka (napf. rusorufin, indoxylacetat), ktera je hydrolyzou CHE
pfeménéna ve vysoce fluorescencni produkt, jehoZz emise je zachycena detektorem.
Na zakladé fluorescence funguji také kvantové tecCky. Jedna se o polovodivé
nanokrystaly, jejichZ elektrony jsou po excitaci elektromagnetickym zarenim schopny
prejit na energeticky vysSSi hladinu a tuto energii po chvili uvolnit ve formé
elektromagnetického zareni o delSi vinové délce. Vyuziti maji hlavné pro stanoveni
ultra malych mnozstvi OP (Hlavacek a Skladal, 2011; Miao et al., 2010).

2.5.2 Elektrochemické metody

Elektrochemické metody jsou jednoduché, nenaroéné na pfipravu vzorku,

vysoce citlivé a finanéné méné narocné.

Zakladem elektrochemickych metod je fakt, Ze pfi hydrolyze acetyl(thio)cholinu
Ci butyryl(thio)cholinu vznika kyselina, ktera snizuje pH roztoku. Tato zména jde
sledovat pfimo pomoci indikacniho Cinidla, nebo je mozné proveést acidobazickou

titraci s kolorimetrickym nebo potenciometrickym vyhodnocenim (Pohanka, 2013b).

Oblibenou technikou je pH-stat. Je zalozen na Michelové metodé publikované
v poloviné 20. stoleti, kdy se ACH necha hodinu volné hydrolyzovat ACHE
a enzymaticka aktivita se pak posuzuje jako zména pH za hodinu. Metoda byla
oblibena pro stanoveni ACHE v krvi, ale neni tak citliva a pfesna jako metody titracni.
U pH-statu je vznikajici kyselina kontinualné titrovana standardnim alkalickym
roztokem a konstantni pH je monitorovano potenciometrem. Je zaznamenavana
zavislost spotfeby titracniho roztoku na Case, ktera je pak pfevedena na zavislost
koncentrace kyseliny na Case. Ta mlze byt nasledné upravena do podoby

kinetického modelu (Komersova et al., 2005; Miao et al., 2010).
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DalSi typ elektrochemickych metod je zalozeny na oxidaci vzniklého
thiocholinu pomoci napéti. Napéti mize byt aplikovano konstantné, pak se jedna
o0 amperometrii, nebo pulsné, potom jde o voltametrii. Zastupcem voltametrické
techniky je square wave voltametrie. Pfi ni dochazi k oxidaci thiocholinu na pracovni
platinové elektrodé pfi aplikovaném napéti 0-1 V. Jako referentni slouzi
argentchloridova elektroda. Méfi se proudova odezva na zménu napéti, ktera je poté
zpracovana elektrochemickym pfevodnikem a signal je zaznamenan potenciostatem.
Amperometrické stanoveni je zalozeno na oxidaci cholinu pomoci cholinoxidazy
za vzniku betainu a peroxidu vodiku, ktery muze byt amperometricky detegovan. Obé

dvé metody se hodi a vyuZzivaji pro tvorbu biosenzort (Miao et al., 2010).
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3 CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo ovéfeni inhibi¢niho uc€inku vybranych sulfonamidu
na aktivitu ACHE a BCHE. Pro stanoveni bylo pouzito celkem devét sulfonamidu,
které byly porovnany se tfemi standardnimi slouc¢eninami — galantaminem, takrinem
a rivastigminem. Prostfednictvim Ellmanovy metody byly ur€eny hodnoty /Cso,
tj. koncentrace inhibitoru, ktera zpusobi 50% pokles aktivity enzymu, dale byly
vypocteny hodnoty kinetickych parametrd Vmax, Km. Cilem prace bylo také urcit typ
inhibice u vybranych inhibitorli, stanovit hodnotu rozdélovaciho koeficientu

v soustavé n-oktanol:voda a vypocitat topologické polarni povrchy molekul {PSA.
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4.2

4 EXPERIMENTALNI CAST

Pristrojové vybaveni a pomtcky

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

kyvety plastové — mérna tloustka 1 cm

jednokanalové pipety (Eppendorf, Némecko; Sartorius Stedim Biotech,
Némecko)

centrifuga MPW-340 (Polsko)

tfepacka Heidolph Multi Reax

kadinky, odmérné bariky

centrifuga 5804/ 5804 R (Eppendorf, Némecko)

zkumavky s EDTA

Pouzité latky, roztoky a chemikalie

acetylthiocholin jodid (ATCH) (Sigma-Aldrich Praha, CR)
— 0,1M (rozpustén v PBS 0,1M, pH 7,4)

acetylcholinesteraza (ACHE) (Sigma-Aldrich Praha, CR)

— z pauhofe elektrického, rozpusténa v 0,1M fosfatovém pufru (PBS, pH 7,4)

butyrylcholinesteraza (BCHE) (Sigma-Aldrich Praha, CR)
— koriské sérum, rozpusténa v 0,1M fosfatovém pufru (PBS, pH 7,4)

— lidska plazma

Ellmanovo cCinidlo — kyselina 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova (DTNB) (Sigma-
Aldrich Praha, CR)
» 5:10*M vodny roztok

fosfatovy pufr (PBS)

-0,1M, pH 7,4

— pfipraven z 4 g NaCl, 0,1 g KH2PO4-2 H20, 1,45 g Na2HPO4-12 H2O a 0,1 g
KCI v 500 ml redestilované H20 (reagencie od Penta, CR)

dimethylsulfoxid (DSMO, Penta, CR)
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= n-oktanol (Sigma-Aldrich Praha, CR)
= deionizovana voda

= standardni inhibitory — galantamin, rivastigmin, takrin

— zasobni roztok 0,02M, v pfipadé potfeby fedén destilovanou vodou

= sulfonamidy (viz tabulka 1)
— zasobni roztok 0,01M (sulfonamidy rozpustény v DMSO), v pfipadé potreby

fedén destilovanou vodou

Tabulka 1 Prehled vybranych inhibitort

Oznaceni
R1 R2 Rs Obecna struktura
pro DP
1 H H H
2 H | CHs H HiC
3 H | CHs | NO2 N CH;
4 H |CHs| F /@ ) 3
o)
’ F s HN—\\S/
5 H H F
6 F H F Rs
7 H | CHs Cl
R} R,

8 H H Cl
9 Cl H Cl

Odbér krve pro stanoveni s pouzitim lidské plazmy

Krev byla odebrana zdravym darcim do odbérovych zkumavek s obsahem
EDTA. V centrifuze Eppendorf 5804/5804 R byla oddélena plazma od krevnich
bunék. Centrifugace byla provadéna pfi 3 000 otackach/minutu po dobu 15 min pfi
4 °C. Nasledné byla plazma odpipetovana do plastovych mikrozkumavek
a uchovavana v mrazaku pfi -80 °C. Blanka (tzv. ,buffy coat”) nad vrstvou erytrocytl

byla odstranéna do odpadu.
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4.4

K erytrocytlim byla pfidana redestilovana voda (v poméru 1:3). Takto nafedéné
erytrocyty byly znovu centrifugovany pfi 3 000 otackach/minutu po dobu 20 min
pfi 4 °C. Poté byly nafedéné erytrocyty rozpipetovany do plastovych mikrozkumavek

a uchovavany v mrazaku pfi -80 °C.

Stanoveni enzymové aktivity cholinesteraz

Pfi zkoumani enzymu nas v ramci biochemickych déji spiSe zajima jeho
aktivita, nez samotna koncentrace. Aktivita enzymu je definovana jako rychlost,
kterou enzym katalyzuje pfeménu substratu na produkt v daném ¢asovém intervalu.
Pokud je vhodné zvolena koncentrace substratu a metoda stanoveni rychlosti

pfemény, jde o citlivou, specifickou a pfesnou metodu.
Pracovni postup

Stanoveni aktivity enzymu bylo provadéno za pouziti Ellmanovy metody
(viz kapitola 2.5.1). Jako prvni byla ur€ena absorbance srovnavaciho roztoku
pro odecteni barevného pozadi. Srovnavaci roztok byl pipetovan do plastové kyvety

s optickou drahou 1 cm a objemem 3,5 ml a byl tvoren:

= 1,192 ml PBS (0,1M, pH 7,4),
= 0,8mIDTNB (5:10“M),
= 8l ATCH (0,1M).

Pro samotné méfeni aktivity enzymu bylo do kyvety napipetovano:

= 1,184 ml PBS (0,1M, pH 7,4),
= 0,8 ml DTNB (5-10“M),

= 8 pl ATCH (0,1M),

= 8 pl ACHE/BCHE.

Reakce byla odstartovana pfidanim enzymu. Celkovy reakéni objem smési byl
vzdy 2 ml. Béhem reakce byla spektrofotometrem s diodovym polem méfena
absorbance pfi vinové délce 412 nm po dobu 70 s. Zavislost absorbance A na Case t
byla poté vynesena do bodového grafu, body byly proloZzeny regresni pfimkou
a zrovnice pfimky byla vypocCtena hodnota y, a to tak, Ze za x byla dosazena
hodnota 60 (t = 60 s vyplyva z definice jednotky enzymové aktivity). Ziskana hodnota
y byla nasledné vynasobena prepocitavacim faktorem 17,67, ve kterém je zahrnut
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molarni absorpéni koeficient (14 150 mol-I"-cm™'), opticka draha kyvety (1 cm),
celkovy objem reak&ni smési (2 ml) a objem pfidaného enzymu (8 ul). Takto byla
vypoctena aktivita enzymu. Méfeni bylo provedeno vzdy 5x a vysledné hodnoty
zprumeérovany. Od prumérné hodnoty aktivity enzymu se pak odvijelo mnozstvi
enzymu Vv reakCni smési pro dalSi stanoveni tak, aby byla aktivita enzymu
ve vysledné reakéni smési 0,2 U. OdliSna situace byla v pfipadé BCHE, kdy
koncentrace BCHE v lidské plazmé byla velmi nizka a do reakcni smési bylo

pfidavano fixné 200 pl.

Stanoveni ICso testovanych sulfonamidi a standardu

Pro hodnoceni inhibiéniho ucinku sulfonamidt bylo vyuzito hodnoty /Cso, ktera

4.5 udava koncentraci inhibitoru, pfi které dojde k poklesu aktivity enzymu na polovinu.
Cim mensi tato hodnota je, tim je inhibitor G&inng&j$i. Pro stanoveni hodnoty /Cso Ize
pouzit zavislost mezi pomérem rychlosti neinhibované a inhibované reakce

a koncentraci inhibitoru.
Pracovni postup

Ke stanoveni byla vyuZzita Ellmanova spektrofotometricka metoda. Nejprve byl

pfipraven srovnavaci roztok pro odecteni pozadi smisenim:

= 1,520 ml PBS (0,1M, pH 7,4),
= 0,4 ml DTNB (5-10%M)
= 80 ul ATCH (0,001M)

V dal§im kroku bylo provedeno méreni neinhibované katalytické reakce, kdy

reakéni smés tvorilo:

= xmlPBS (0,1M, pH 7,4),
= 0,4 ml DTNB (5-104M),
= 80 ul ATCH (0,001M),
=y ul ACHE/BCHE.

MnozZstvi enzymu y bylo vypoc¢teno vzdy pfed samotnym méfenim, a to podle
aktualni aktivity daného enzymu tak, aby v celkovém objemu reakéni smési byla
enzymaticka aktivita 0,2 U a mnozstvi pufru x bylo dopocteno jako zbyvajici objem
do 2 ml. Pro stanoveni s BCHE z lidské plazmy byla hodnota y 200 ul. Reakce byla
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odstartovana pfidanim enzymu a absorbance byla méfena pfi vinové délce 412 nm
po dobu 70 s. Méfeni bylo provedeno vzdy 3x. Ze zmény absorbance v Case byla

vypoctena rychlost neinhibované reakce podle nasledujiciho vztahu:

AA
U0= E

Nasledovalo méreni reakce inhibované. Reakéni smés tvofrilo:

= xmlPBS (0,1M, pH 7,4),
= 0,4 mIDTNB (5:10*M),
= 80 yl ATCH (0,001M),

= y ul ACHE/BCHE,

=z ulinhibitoru (0,001M).

Pro stanoveni inhibicniho uc€inku bylo zvoleno 5 koncentraci inhibitoru tak, aby
celkova koncentrace inhibitoru v reakéni smési byla v rozmezi 5-10°M az 3,5-10°M
(objem ve vzorku byl 10, 20, 30, 50 a 70 pl), mnozstvi enzymu y bylo odvozeno
od stanovené enzymatické aktivity (v pfipadé stanoveni s BCHE z lidské plazmy bylo
pouzito 200 ul) a mnozstvi pufru x bylo dopocteno do celkového objemu 2 ml. Opét
bylo provedeno méfeni absorbance pfi vinové délce 412 nm po dobu 70 s (reakce
zahajena pfidanim enzymu) a pro kazdou koncentraci inhibitoru bylo provadéno
alespon 2x. Ze zmény absorbance v ase byla vypocétena rychlost reakce

inhibované, a to ze vztahu:

AA
v; = At

Poté byly vypocteny pomeéry vo/vi a byl vytvofen graf zavislosti poméru rychlosti
a molarnich koncentraci inhibitoru [/] s usekem rovnym 1 ([/];vo/vi = 0;1), body byly
prolozeny regresni pfimkou a z rovnice pfimky byla vypoc€tena molarni koncentrace
inhibitoru, potfebna pro 50% inhibici enzymu, a to dosazenim hodnoty 2 za y (podle
definice 1Csp). VypocCet byl proveden pro obé opakovani a hodnoty byly

zpramérovany.
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4.6

Stanoveni kinetickych parametr, inhibi¢ni konstanty a typu
inhibice
Jeden z nejpouzivanéjSich modelu kinetiky enzymu je model Michaelis-

Mentenové. Jedna se o matematické vyjadfeni vztahu mezi pocatecni rychlosti

reakce a koncentraci substratu. Rovnice popisujici tento vztah vypada takto:

Vmax [S]

" K +15]

Michaelisova konstanta K vyjadfuje miru afinity enzymu k substratu a je rovna
koncentraci substratu, ktera je pfi dané koncentraci enzymu nutna k dosazeni
poloviny mezni rychlosti Vmax. Hodnota K, se udava v jednotkach molarni
koncentrace a obvykle se pohybuje v rozmezi 10-'-10% M. Rychlost Vmax je mezni
rychlosti reakce, kdy je enzym zcela nasycen substratem, a tudiz uz nemuize vznikat

dalSi komplex enzym-substrat.

JelikozZ je uréeni Km a Vmax kvuli hyperbolickému prabéhu kfivky narocné, voli se
postup linearizace dat. NejCastéji pouzivanym zplsobem je pak transformace dat
podle Lineweavera a Burka, kdy pFfevracenim hodnot rychlosti reakce v
a koncentrace substratu S ziskame linearni zavislost:

K, 1 1

o
Vmax [S] Vmax

1_
=

Tato rovnice reprezentuje primku, kterou v praxi ziskame, pokud naméfené hodnoty
vyneseme do grafu jako zavislost 1/v na 1/[S] a prolozime je regresni pfimkou. Tato
pfimka pak protina osu y v bodé 1/Vmax, 0su x v bodé -1/Kn, a jeji smérnice odpovida

Kml/Vmax @ muzeme z ni kinetické parametry jednodu$e vypocitat (Murray, 2012).

Ze ziskanych kinetickych parametrl a charakteru Lineweaver-Burkova grafu
muzeme urCit typ inhibice, a to porovnanim hodnot Kn a Vmax neinhibované

a inhibované reakce.

Inhibicni konstanta K; vyjadfuje koncentraci inhibitoru, pfi které dochazi k 50%
inhibici enzymu, na rozdil od /Cso v8ak neposkytuje informace o samotné ucinnosti
inhibitoru, ale dava nam predstavu o afinité inhibitoru k enzymu. Hodnota K; udava

koncentraci inhibitoru, pfi které je 50 % enzymu pfitomného v reakéni smési vazano
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v komplexu enzyme-inhibitor a ¢im je hodnota nizsi, tim je afinita inhibitoru k danému
enzymu vysS8i. Hodnotu K; mizZzeme ziskat sestavenim zavislosti pfevracené rychlosti
reakce 1/v na hodnoté koncentrace inhibitoru [/] za pouZiti alespon dvou koncentraci
substratu (tzv. DixonuUv vynos). Zavislost vynesena do bodového grafu a prolozena
regresnimi pfimkami jiz polohou prasecCiku pfimek vypovida o typu inhibice, ze
souradnic pruseciku pak mizeme odecist hodnotu K. Pro kompetitivni inhibice plati,
Ze prusecik ma souradnice (-Ki; 1/Vmax), pro nekompetitivni jsou soufadnice (-K; ; 0),
pro akompetitivni inhibici se hodnota K; neda urcit, jelikoz jsou pfimky rovnobézné
atudiz se neprotinaji a uinhibice smiSené jsou vypolty pro ziskani K; velmi

komplikované.
Pracovni postup

Pro stanoveni typu inhibice bylo vyuZito Ellmanovy metody. Pribéh méfeni byl
v podstaté stejny jako u stanoveni /Cso s tim rozdilem, Zze kromé zmény koncentraci
inhibitoru dochazelo také ke zménam koncentrace substratu. Nejprve byl pfipraven

srovnavaci roztok pro odecteni pozadi smichanim:

= xmlPBS (0,1M, pH 7,4),
= 0,4 ml DTNB (5:10"M),
=y ul ATCH (0,001M),

kdy mnozZstvi substratu ATCH y bylo 40, 80, 120 ¢&i 160 pl. S tim se ménilo mnozstvi

pufru x tak, aby celkovy objem reakéni smési byl 2 ml.

V dalSim kroku probihalo méfeni neinhibované reakce ve smési:

= xml PBS (0,1M, pH 7,4),
= 0,4 ml DTNB (5-10“M),
=y ul ATCH (0,001M),

=z pl ACHE/BCHE,

pricemz mnozstvi substratu ATCH y bylo pro jednotliva méfeni 40, 80, 120 ¢i 160 l,
mnozstvi enzymu z vyplyvalo z dfive ur€ené aktualni aktivity enzymu (u stanoveni
z lidské plazmy pouzito opét fixnich 200 ul) a mnozstvi pufru x bylo dopocteno
do celkového objemu 2 ml. Pfidanim enzymu byla spusténa reakce. Absorbance byla

méFena pfi vinové délce 412 nm po dobu 70 s a méfeni byla provedena vzdy 3x.
Jako dalSi byla méfena reakce inhibovana. Reak¢ni smés byla tvofena:
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4.7

= xml PBS (0,1M, pH 7,4),
= 0,4 mIDTNB (5-104M),
=y ul ATCH (0,001M),

=z pl ACHE/BCHE,

= w Jl inhibitoru.

Mnozstvi substratu y bylo opét 40, 80, 120 nebo 160 pl, mnozstvi enzymu
z zaviselo na aktivité enzymu (u stanoveni z lidské plazmy fixné 200 pl), mnozstvi
inhibitoru w bylo voleno typicky 20, 30, 50 a 70 pl tak, aby jeho koncentrace v reakéni
smési byla v rozmezi 5:10° M az 2,5-10°°* M a mnozZstvi pufru x bylo dopoéteno do
celkového objemu 2 ml. Pfidanim enzymu byla spusténa reakce. Absorbance byla

mérena pfi vinové délce 412 nm po dobu 70 s a méfeni bylo provedeno vzdy 2x.

Pro vyhodnoceni byly nejprve vypocteny rychlosti jednotlivych reakci,
inhibovanych i neinhibovanych. Z pfevracenych hodnot rychlosti a prevracenych
hodnot koncentraci substratu byla sestrojena zavislost 1/v na 1/[S], ktera byla
vynesena do grafu. Body byly prolozeny regresni pfimkou a zrovnice pfimky
a vztahu linearizované rovnice Michaelis-Mentenové byly vypocCteny kinetické
parametry Km a Vmax. Nakonec byly hodnoty neinhibovanych a inhibovanych reakci

porovnany a byl stanoven typ inhibice.

Stanoveni rozdélovaciho koeficientu testovanych inhibitoru

v soustavé n-oktanol:voda

Rozdélovaci koeficient je definovan jako podil koncentraci rozpusténé latky
v systému dvou rozpoustédel — v nepolarni organické fazi n-oktanolu a v polarni
vodné fazi, a mulze poslouzit k odhadu lipofility latky. Vysledna hodnota je
bezrozmérna a Casto byva vyjadfena pomoci logaritmického tvaru /ogP. Hodnota
nezavisi pouze na charakteru latky, ale také na teploté, pH a iontové sile. Protoze
jsou inhibitory pouzivany jako léCiva, tak nas pravé tato hodnota zajima, jelikoz ¢im
je vétsi hodnota logP, tim vice je latka lipofilni a lepSi rozpustnosti Ié€Civa v tucich se
ZlepSuje i jeho prostupnost pres biologické membrany. Problematika rozpustnosti
léCiv je ovSem komplikovangjsi. Je tfeba, aby byla latka lipofilni kvali prdchodu skrz
membrany, ale zaroven jeji transport do mista ucinku je zprostfedkovan krvi, takze
musi byt zachovana i rozpustnost ve vodé, avsak pfili§ vysoka rozpustnost ve vodé

vede ke kratkodobé&;jsi ucinnosti l1éCiva. Touto problematikou se zabyval Christopher
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Lipinski, ktery se svymi kolegy zanalyzoval stovky IéCiv a doSel k zavéru, Ze latka
bude pravdépodobné schopna vyhovét obéma pozadavkim na rozpustnost
a zachovat si biologickou uc&innost, pokud vyhovi nasledujicim parametrim:
molekulova hmotnost je < 500, logP < 5, poCet skupin v molekule schopnych predat
atom vodiku do vazby (obvykle soucet hydroxylovych a aminovych skupin) je < 5
a pocet skupin schopnych prijimat vodikové atomy za tvorby vodikovych vazeb
(obvykle soucet atomu kysliku a dusiku) je < 10. Tento soubor pravidel je oznaCovan
jako tzv. Lipinského pravidlo péti, v cizojazyCnych zdrojich je pak pouzivana zkratka
ROS5 (z angl. rule of five) (Lipinski, 2004 ).

Pracovni postup

Nejdfive bylo k 1,5 ml n-oktanolu pfidano 10 pl roztoku inhibitoru o koncentraci
0,01M a smés byla 15 minut intenzivné protfepavana. Poté byl odpipetovan 1 ml této
smési do kiemenné kyvety a byla zméfena absorbance pfi vinové délce absorpéniho
maxima pro dany inhibitor (srovnavaci roztok byl n-oktanol). Timto zplsobem byla

ziskana hodnota absorbance, ktera odpovidala 100 % inhibitoru v n-oktanolu.

Nasledovala priprava smési n-oktanolu a demineralizované vody v poméru 1:1
(celkovy objem 3 ml) s pfidavkem 10 ul roztoku inhibitoru o koncentraci 0,01M. Smés
byla opét intenzivné protfepavana po dobu 15 minut a poté byla centrifugovana pfi
3 000 otackach/minutu po dobu 10 minut. Poté byl do kyvety odpipetovan 1 ml
oktanolové vrstvy a byla zméfena absorbance pfi vinové délce absorpéniho maxima
pro dany inhibitor. Jako srovnavaci roztok byl pouzit n-oktanol. Takto byl stanoven
procentudlni obsah inhibitoru v oktanolové vrstvé a dopoctem do 100 % byl uréen
obsah inhibitoru ve vrstvé vodné. Nakonec byly vypocteny rozdélovaci koeficienty
jednotlivych inhibitort v soustavé podle vztahu:

po Mo _ G
100 — (%), cw
kde co je koncentrace inhibitoru v n-oktanolu a cw je koncentrace daného inhibitoru

v demineralizované vodé.
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4.8

Stanoveni polarniho povrchu molekuly

DalSim dulezitym parametrem, ktery se tyka vyzkumu IéCiv, je polarni povrch
molekuly (PSA). PSA je definovan jako soucet povrchl polarnich atomd v molekule
(primarné& atomy dusiku a kysliku a na né vazané vodiky) a jednotkou je AZ2
(1A=10" m). Jedna se o daldi zfaktord dulezity pro lékafskou chemii
a farmakologii, jelikoz hodnota PSA vypovida o pravdépodobnosti prostupu latky
burfikami a hematoencefalickou bariérou a aby toho dosahla, méla by hodnota PSA
byt méné nez 60—70 A2 (Lipinski, 2004)

Jelikoz je vypoCet PSA zavisly na vytvoreni relativné pfesné 3D struktury,
a kvlli tomu je Casové naroCny, pfistoupilo se ktzv. topologickému polarnimu

povrchu molekuly (tPSA), ktery se da odhadnout ze strukturniho vzorce molekuly.

Hodnoty tPSA pro jednotlivé inhibitory byly stanoveny analyzou struktury

molekul pomoci pocitacového programu ChemDraw.
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5.1

5 VYSLEDKY
Stanoveni enzymové aktivity cholinesteraz

Stanoveni aktivity probihalo podle postupu uvedeného v kapitole 4.4 pomoci
Ellmanovy spektrofotometrické metody. Bylo pfipraveno a proméfeno vzdy alespon
pét vzorkl. Naméfené hodnoty byly vyneseny do grafu a byly proloZzeny regresni
pfimkou (viz graf 1). Ta graficky znazorfiuje zavislost absorbance A na Case t
a z rovnice spojnice trendu bylo vypoctena hodnota y a vynasobenim prepocitavacim
faktorem byla ziskana hodnota aktivity enzymu. Hodnoty aktivity jednotlivych méfeni
byly zprimérovany a tato primérna hodnota byla povazovana za aktualni aktivitu

daného enzymu.

2,5
2
1,5
<
1
y = 0,0587x + 0,1092
0,5 Rz = 0,999
0
0 5 10 15 20 25 30 35
t[s]

Graf 1 Zavislost zmény absorbance A na ¢ase t pro stanoveni aktivity enzymu

Se stejnym postupem se méfeni provadélo pro ACHE a pro BCHE z koriského
séra. Stanoveni aktivity enzymu pfedchazelo kazdému méfeni, jelikoZz vysledna
aktualni aktivita enzymu slouZzila k vypoCtu mnozstvi potfebného enzymu do smési
pro ureni inhibi¢niho ucinku inhibitord a kinetickych parametrl. Mnozstvi enzymu
bylo do reakéni smési pfidano tolik, aby vysledna aktivita ve smési byla 0,2 U.
Aktivita BCHE v lidské plazmé byla fadové nizSi a pro stanoveni s BCHE z lidské
plazmy byl do reakéni smési pfidavan objem 200 pl. Tento objem byl zvolen
s pfihlédnutim k tomu, aby byla dostateéna odezva pfi méfeni absorbance.
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5.2

Stanoveni ICso testovanych sulfonamidu

Stanoveni inhibi¢ni koncentrace vybranych sulfonamidi a standardd probihalo

pomoci Ellmanovy metody podle postupu popsaného v kapitole 4.5.

Nejprve byla méfena zména absorbance v Case neinhibované reakce, a to
alespon 3x. Z naméfenych hodnot byla ze vztahu v = AA/At byla vypoctena rychlost
reakce. Hodnoty rychlosti tfi reakci byly zprimérovany a dal se pracovalo pouze

s timto pramérem.

Poté byla méfena zavislost zmény absorbance A na Case f reakce inhibované
s pridavkem 10, 20, 30, 50 a 70 ul inhibitoru (typicky 0,001M; pro inhibici BCHE
koncentrace fadové nizsi) a to vzdy v duplikatu a z namérenych hodnot byly pomoci
vySe zminéného vzorce vypocteny rychlosti reakci. Byly vypoclteny poméry volvi
a nasledné byl vytvofen graf zavislosti vo/vi na koncentraci inhibitoru v reakéni smési
[] pro obé méfeni. Vysledkem byly dvé pfimky znazornujici rostouci hodnotu poméru

rychlosti se zvySujicim se pfidavkem inhibitoru (viz graf 2). ;

1,6
1,4 -
1,2
1 v
20,8
>
06 y = 13427x + 1,0013
’ R? = 0,9996
0,4 y = 13798x + 1,0149
2 =
0.2 R? = 0,9954
0
0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004
(1] [M]

Graf 2 Zavislost poméru rychlosti neinhibované a inhibované rychlosti vo/vi na koncentraci
inhibitoru €. 2 [I]

Do rovnice pfimky byla za y dosazena hodnota 2 (z definice ICsp) a vypocteno x
odpovidajici koncentraci inhibitoru ve smési, ktera je tfeba pro 50% snizeni aktivity

enzymu.
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Postup byl stejny pro vSechny testované inhibitory i pro rozdilné enzymy,
tj. ACHE, BCHE z korniského séra a BCHE z lidské plazmy. Ke zménam dochazelo
v pfipadé nedostatecné nebo pfiliSné odezvy, a to zejména upravou aplikovaného
objemu inhibitoru béhem stanoveni pro BCHE (zména koncentrace inhibitoru byla
vzdy zahrnuta v pfislusnych vypoctech). PFi stanoveni za pouziti BCHE z lidské
plazmy bylo poupraveno aplikované mnozstvi enzymu na fixnich 200 pl. Vysledné

hodnoty /Cso jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 Vyslednych hodnot ICso pro vybrané inhibitory a standardni slou¢eniny

Inhibitor &. ACHE p[i:mi elektricky BCHE[I;]OI;IS]ke sérum BCHE[:;;IT plazma

1 50,75 + 2,08 1,62 + 0,01 18,64 £ 0,13

2 72,89 + 1,49 4,54 + 0,07 36,15+ 0,16

3 24,92 + 0,88 15,32 + 0,50 53,15+ 0,19

4 23,06 + 0,09 7,43 £ 0,01 54,44 + 2,25

5 27,66 + 0,47 6,96 + 0,14 37,07 + 1,06

6 56,17 £ 2,97 14,04 £ 0,31 60,87 + 0,84

7 20,32 + 0,32 5,31 £ 0,09 66,84 + 4,28

8 139,30 + 6,80 7,26 £ 0,04 89,04 + 1,20

9 69,92 + 0,52 3,05 + 0,01 56,38 + 0,27
rivastigmin 98,43 +4,23 63,12 £ 0,33 15,31 +0,18
galantamin 1,58 £ 0,05 3,19 £ 0,06 0,95 + 0,01

5.3 takrin 0,03593 + 0,00021 0,0109 + 0,00012 0,005 + 0,0001

Stanoveni kinetickych parametrd, inhibi€ni konstanty a typu

inhibice

Stanoveni probihalo pomoci Ellmanovy metody podle postupu popsaného
v kapitole 4.6. Abychom ziskali hodnoty kinetickych parametrt neinhibovanych reakci
byla méfena zména absorbance A v ase t ve vzorcich se Ctyfmi vybranymi
koncentracemi substratu — 40, 80, 120 a 160 ul 0,001M ATCH, a to vzdy 3x.

Z hodnot byly podle vztahu v = AA/At vypocteny rychlosti dané reakce a ze tfi méreni

byla vzdy spoctena primérna hodnota. Jelikoz se vypocty kinetickych parametrd
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provadéji z linearizované rovnice Michaelise-Mentenové podle Lineweavera a Burka,
je potfeba pracovat s pfevracenymi hodnotami vSech dat. Do grafu tedy byla
vynesena zavislost prevracené hodnoty rychlosti reakce na prevracené hodnoté
koncentrace substratu. Stanoveni kinetickych parametri neinhibované reakce bylo
provedeno pro vSechny pouzité enzymy, tj. ACHE, BCHE z koriského séra a BCHE
z lidské plazmy. Zavislost pfevracené hodnoty reakéni rychlosti 1/v na pfevracené
hodnoté koncentrace substratu 1/[S] pro substrat ATCH za pouZiti ACHE je
zobrazena na grafu 3, za pouziti BCHE z koniského séra je zobrazena na grafu 4
a za pouziti BCHE z lidské plazmy je na grafu 5. Body byly proloZeny regresni
pfimkou, jejiz rovnice odpovida linearizované rovnici Michaelis-Mentenové podle

Lineweavera a Burka a Ize z ni dopo ist kinetické parametry Km a Vmax.

200

150

100

50 y = 0,0027x + 7,8183

R? =0,9997

1V [s]

-2,00E+04 0,00E+00 2,00E+04 4,00E+04 6,00E+04
-50

-100 1/[S] [M]

Graf 3 Zavislost pfevracenych hodnot reakcni rychlosti 1/v na koncentraci substratu
1/[S] neinhibované reakce ACHE
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Graf 4 Zavislost prevracenych hodnot reakéni rychlosti 1/v na koncentraci substratu
1/[S] neinhibované reakce BCHE z koriského séra

350
300
250
200
150

1V [s]

100
y = 0,0052x + 27,628

50 R? = 0,9955
5
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-100
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Graf 5 Zavislost pfevracenych hodnot reakcni rychlosti 1/v na koncentraci substratu
1/[S] neinhibované reakce BCHE z lidské plazmy

Priklad vypoctu kinetickych parametri neinhibované reakce (viz graf 3):

Km 1 1

Vmax [S] Vmax

1—
- =

y =0,0027x + 7,8183

= 0,0027 - [—;] +7,8183
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=7,8183

Vmax
Vimax = L = 0.1279 sl
7,8183
Km = 10,0027
Vmax

Km = 0,0027 * Vmax= 3 45-104M

Vysledky vypoctenych kinetickych parametrt pro neinhibované reakce jsou uvedeny
v tabulce 3.

Tabulka 3 Kinetické parametry neinhibovanych reakci

ACHE pauhor elektricky BCHE konské sérum BCHE lidska plazma
Km [M] 3,45-104 3,26-10* 1,88-10*
Vmax [s7] 1,28-10" 8,82:102 3,62:102

Pro stanoveni kinetickych parametri inhibovanych reakci a typu inhibice byl
pouzit inhibitor €. 7. Do grafu byla vynesena zavislost pfevracené hodnoty rychlosti
reakce 1/v na pfevracené hodnoté koncentrace substratu 1/[S] pro ruzné
koncentrace inhibitoru [/]. Body byly prolozeny regresni pfimkou, z jejiz rovnice byly
dopocteny kinetické parametry Km a Vmax (viz vypoCet parametrd neinhibované
reakce). Zavislost pfevracené hodnoty reakéni rychlosti 1/v na prevracené hodnoté
koncentrace substratu 1/[S] pro rizné koncentrace inhibitoru za pouziti ACHE je
zobrazena na grafu 6, za pouziti BCHE z konského séra je zobrazena na grafu 7
a za pouziti BCHE z lidské plazmy je na grafu 8. Kinetické parametry Km a Vmax pro
jednotlivé enzymy jsou pak v tabulkach 4—6. Byly vypocteny také poméry Kn/Vmax pro

usnadnéni ur€eni typu inhibice.
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Graf 6 Zavislost prevracenych hodnot reakcni rychlosti 1/v na koncentraci substratu 1/[S]

inhibované reakce ACHE pro jednotlivé koncentrace inhibitoru ¢. 7

Tabulka 4 Hodnoty kinetickych parametrt inhibované reakce pro ACHE s inhibitorem ¢. 7

[ [uM] | Km [M] | Vemax [s] | Km/Vimax
0 |3,4510%|1,28:10" | 2,80-10°
5 |3,24:10%|1,12:10" | 2,90-10°
10 |3,36-10%| 1,02:10"" | 3,30-10°
15 |3,28:10% | 9,10-102 | 3,60-10"
20 | 3,08-10%| 7,89-102 | 3,90-10°3
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Graf 6 Zavislost pfevracenych hodnot reakéni rychlosti 1/v na koncentraci substratu 1/[S] inhibované
reakce BCHE z koriského séra pro jednotlivé koncentrace inhibitoru ¢. 7

Tabulka 5 Hodnoty kinetickych parametrt inhibované reakce pro BCHE z koriského séra s inhibitorem ¢. 7

[1] [uM] | Km [UM] | Vimax [s*] | Km/Vmax
0 |3,26-10%|8,82:102 | 2,80-10°3
0,5 |3,29-10“|8,04-102 | 4,10-10°
1 |2,99-10* | 6,65-102 | 4,50-10°
1,5 |2,89-10|6,03:102 | 4,80-10°3
2 |2,93-10*| 565102 | 5,20-10°3

59



450
400
350
300
250
200

1/v [s]

150
100
50

0O
-2,00E+041 +04,00
-50

-100

E+001,00E+042,00E+043,00E+044,00E+045,00E+046,00E+04

1/[S] [M-1]

M
o0 uM
® 10 uM
15 uM
20 uM

Graf 7 Zavislost pfevracenych hodnot reakéni rychlosti 1/v na koncentraci substratu 1/[S] inhibované

reakce BCHE z lidské plazmy pro jednotlivé koncentrace inhibitoru &. 7

Tabulka 6 Hodnoty kinetickych parametrti inhibované reakce pro BCHE z lidské plazmy s inhibitorem ¢. 7

[1] [uM] | K [UM] | Vimax [s*] | Km/Vimax
0 |1,88-10%|3,62:102 |2,80-103
10 |1,72:10* | 3,01:102 | 5,70-10°
15 | 1,60-10% | 2,54-102 | 6,30-10°
20 | 1,51-10| 2,25-102 | 6,70-10°3
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Stanoveni rozdélovaciho koeficientu testovanych inhibitort

v soustavé n-oktanol:voda

Stanoveni rozdélovaciho koeficientu vybranych sulfonamidd a standardi mezi

fazemi n-oktanol:voda probihalo podle postupu v kapitole 4.7. Kazdé méfeni

3.4 probéhlo v duplikatu a v nasledujici tabulce jsou vysledky vypogitané z naméfenych
hodnot experimentu ve srovnani s hodnotami vypocCtenymi pocitaCovymi programy
Chemdraw a Chemsketch. Hodnoty vypocCteného i experimentalné zméreného logP

jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7 Hodnoty rozdeélovaciho koeficientu vybranych sulfonamid( a standard(

Inhibitor ¢. explgr?rient chelrgglfetch chclacr)nng:aw
1 4,62 + 0,67 4,58 4,03
2 4,83 £ 0,69 5,04 4,53
3 5,03+0,78 5,26 4,84
4 5,55+ 0,69 5,46 4,98
5 4,49 £ 0,38 5,00 4,48
6 5,22+ 0,74 5,46 4,73
7 6,10 + 0,67 6,00 5,65
8 4,96 + 0,33 5,54 5,05
9 6,16 £ 0,64 6,52 5,87
rivastigmin 1,21 £ 0,21 2,14 1,40
galantamin 1,43+ 0,10 1,74 0,23
takrin 2,45+ 0,25 3,32 1,80
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Stanoveni polarniho povrchu molekuly

Hodnota tPSA Zzavisi na prostorové konformaci molekuly a Ize ji dopocitat
pomoci strukturni analyzy. V tabulce 8 jsou uvedeny hodnoty tPSA pro testované

sulfonamidy vypocitané pomoci programu Chemdraw.

5.3 Tabulka 8 Hodnoty tPSA pro vybrané sulfonamidy a standardy

Inhibitor &. tPSA [AY]

1 58,53

2 58,53

3 104,3

4 58,53

5 58,53

6 58,53

7 58,53

8 58,53

9 58,53
rivastigmin 32,78
galantamin 41,93

takrin 0*

* chybny vypodet; tabulkovy udaj 38,9 A2 (PubChem)
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6 DISKUZE

Uginnost inhibitord se v praxi posuzuje podle hodnoty /Csy, coz je hodnota,
pfi které dochazi ke snizeni aktivity enzymu na polovinu. Z definice tudiz vyplyva, Ze
¢im je hodnota ICsp menSi, tim je inhibitor ucinné&jSi. Inhibi€ni uc€innost byla
stanovovana na tfech enzymech — ACHE vyizolované z pauhore elektrického, BCHE
z koriského séra a BCHE z lidské plazmy. Pro ACHE se jako nejefektivnégjsi jevil
inhibitor ¢. 7 ((R)-3-chloro-N-(1-(6-fluorobenzo[d]thiazol-2-yl)-2-methylpropyl)-4-
methylbenzensulfonamid) s hodnotou /Cso 20,32 £+ 0,32 yM, coz je zhruba 5x méné
nez stanovené ICso standardniho rivastigminu. | ostatni inhibitory, kromé inhibitoru €.
8 ((R)-3-chloro-N-(1-(6-fluorobenzo[d]thiazol-2-yl)-2-methylpropyl)benzensulfonamid),
prokazaly ve srovnani s rivastigminem lepSi inhibi¢ni aktivitu. OvSem oproti

galantaminu a takrinu byly vysledky fadové horsi.

Pfi stanoveni inhibi¢ni uc€innosti na BCHE z koriského séra mély vSechny
testované inhibitory lepsi inhibiéni u&innost nez rivastigmin. Uginnéj$i nez galantamin
byly pouze dva inhibitory - ¢ 1 (S)-N-(1-(6-fluorobenzo[d]thiazol-2-yl)-2-
methylpropyl)benzensulfonamid) a C. 9 ((R)-3,5-dichloro-N-(1-(6-
fluorobenzo[d]thiazol-2-yl)-2-methylpropyl)benzensulfonamid). Inhibi¢ni ucinky
takrinu pak byly fadové vysSi a to i oproti ostatnim standardnim sloueninam.
NejlepSim inhibitorem BCHE je podle vysledku inhibitor €. 1 s ICs0 1,62 + 0,01 uM.

Konecné stanoveni inhibiéni UCinnosti na BCHE z lidské plazmy nebylo tak
Uspé&sné. Zadna z testovanych latek neprevysila inhibiéni aktivitu standard(. Nejlepsi
vysledek mél inhibitor &. 1 s ICs0 18,64 £ 0,13 uM, ktery se alespon pfiblizil hodnoté
IC50 rivastigminu.

Pro ucely terapie AD je vhodné, aby inhibitor u€inkoval na ACHE i BCHE

a pokud bychom brali v potaz pouze hodnoty pro ACHE a BCHE z korniského séra,
vSechny testované sulfonamidy, kromé inhibitoru €. 8, projevily lepsi inhibiéni u€inky
nez ma pouzivané Iécivo rivastigmin a inhibuji oba enzymy. Mezi ty nejucinngjsi
patfi:

= inhibitor €. 7 (ICso pro ACHE 20,32 + 0,32 uM, pro BCHE 5,31 £ 0,09 uM),

= inhibitor €. 4 (/Cso pro ACHE 23,06 + 0,09 uM, pro BCHE 7,43 £ 0,01 pM),

= inhibitor €. 5 (ICso pro ACHE 27,66 £ 0,47 uM, pro BCHE 6,96 £+ 0,14 uM) a
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* inhibitor €. 3 (ICs0 pro ACHE 24,92 + 0,88 pM, pro BCHE 15,32 + 0,50 pM).

Pro srovnani hodnota /Cso rivastigminu je za danych reakénich podminek pro ACHE
98,43 £ 4,23 uM a pro BCHE 63,12 £ 0,33 pM.

Pokud bychom méli hodnotit ucinky v terapii standardné pouzivanych latek,
nejucinnéjSim je rozhodné takrin (ten se v soucasnosti kvali hepatotoxickym ucinkim
nepouziva, ale vyuziva se pro syntézu novych slou€enin s potencialem pro vyvoj
ucinnych léciv AD). Za nim nasleduje galantamin s hodnotami /Cso v jednotkach uM.

Poslednim je pak rivastigmin,

Jako dalSi byly stanoveny kinetické parametry neinhibovanych a inhibovanych
reakci Km a Vmax, které se dale pouzily pro urCeni typu inhibice. Pro stanoveni byl
vybran inhibitor €. 7 ((R)-3-chloro-N-(1-(6-fluorobenzo[d]thiazol-2-yl)-2-methylpropyl)-
4-methylbenzensulfonamid). U inhibované reakce s enzymem ACHE si muZeme
s pfibyvajici koncentraci inhibitoru vSimnout vyrazné klesajicich hodnot reakcni
rychlosti. Hodnota Michaelisovy konstanty také klesa, ale pouze mirné. Pokud by se
jednalo o akompetitivni typ inhibice, hodnoty by klesaly ve stejném poméru, coz se
v tomto pfipadé podle poméru Km/Vmax rozhodné nedéje. Jedna se tedy o inhibici
smiSeného typu. Tomu ostatné nasvédcuje i samotny graf prabéhu reakci, kde se
jednotlivé regresni pfimky protinaji ve tfetim kvadrantu®. U inhibice enzymu BCHE
z konského séra dochazelo opét k poklesu reakeni rychlosti i hodnoty Michaelisovy
konstanty a pomér jejich snizeni nebyl stejny, tudiz se také jedna o smiSeny typ
inhibice a napovida tomu i graf. U inhibice enzymu BCHE z lidské plazmy také
dochazelo k mirnému snizeni obou kinetickych parametri bez znamky zachovani
poméru Km/Vmax a proto i tato reakce méla charakter smiSené inhibice. Prisecik
grafu také odpovidal charakteru smiSené inhibice. Mizeme tedy fici, Zze inhibitor €. 7

pusobil inhibici smiSeného charakteru pro vSechny pouzité enzymy.

V praci méla byt feSena také inhibi¢ni konstanta K; jednotlivych sulfonamidd.
Inhibi¢ni konstanta udava koncentraci inhibitoru, pfi niz je dosazeno 50% inhibice
enzymu, ov8em na rozdil od /ICso popisuje koncentraci inhibitoru, pfi niz je 50 %

enzymu vazano v komplexu enzym-inhibitor. Nepopisuje tedy pfimo ucinnost

4 Pro kompetitivni typ inhibice je typické, Ze se pfimky protinaji na ose y, u nekompetitivniho typu
inhibice se pfimky protinaji v po¢atku a prusecik lezi na ose x a pro akompetitivni typ inhibice plati,
Ze jsou pfimky rovnobézné, tudiZ se neprotinaji. U smiSeného typu inhibice se pfimky protinaji a to
ve 2. nebo 3. kvadrantu grafu
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inhibitoru, ale jedna se o disociaéni konstantu komplexu enzym-inhibitor. Cim mensi
je hodnota Kj, tim vétSi je vazebna afinita inhibitoru k enzymu a je ho tfeba menSsi
mnozstvi, aby doSlo k jeho navazani na enzym. Hodnotu K; Ize ziskat sestrojenim
grafu zavislosti pfevracené hodnoty reakéni rychlosti 1/v na koncentraci [/]
(tzv. Dixonliv vynos), pfipadné pfepoctem z ICso. OvSem pro smiSeny typ inhibice je
typické, Ze ma inhibitor afinitu jak k enzymu, tak ke komplexu enzym-substrat
a stanoveni K; by bylo velmi obtizné. Proto se v praxi pro smiSenou inhibici pouziva

pouze hodnota /Cso.

DalSi stanovovanou vlastnosti novych sulfonamidd byl rozdélovaci koeficient
v soustavé rozpoustédel n-oktanol:voda. Stanoveni hodnot JogP probéhlo
experimentalné, ale pro srovnani byly porovnany také s hodnotami vypoctenymi
pomoci programu Chemsketch a Chemdraw. Hodnoty ziskané ruznymi zplUsoby se
od sebe nepatrné liSi. Pokud budeme brat v potaz pouze experimentalni hodnoty,
vyhovély Lipinskému pravidlu hodnoty /ogP inhibitort €. 1, 2, 5 a 8. U inhibitoru &. 3,
4 a 6 byla hodnota logP jen mirné nad Zadanymi 5. Hodnoty inhibitort €. 7 a 9 byly jiz

vySSi nez 6. NejnizSi hodnoty logP mély standardni slouCeniny.

Jako dal8i z parametrd Lipinského pravidla 5 byla pomoci strukturni analyzy
v programu Chemdraw vypocCtena hodnota topologického polarniho povrchu
molekuly. Pozadavku nevyhovuje pouze inhibitor €. 3. Jedna se o inhibitor, ktery jako
jediny obsahuje nitroskupinu —NOz2. V8echny ostatni sulfonamidy pak mély stejnou
hodnotu tPSA, coz je pravdépodobné zpusobeno jejich témeéF shodnou strukturou.
Hodnota tPSA pro tyto sulfonamidy byla 58,53 A2, coz znamena, Zze by pozadavku
vyhovély. Hodnoty {PSA rivastigminu a galantaminu byly o néco nizSi. U vypoctu

hodnoty /ogP pro takrin doslo pravdépodobné k chybé.

Pokud bychom brali v potaz pouze tyto dva parametry Lipinského pravidla 5,
hypoteticky by sulfonamidy €. 1, 2, 5 a 8 mély byt schopny prostupovat buné&nymi
membranami a hematoencefalitickou bariérou a zaroven jsou také dostatecné

rozpustné ve vodeé.

65



7 ZAVER
Hlavnim cilem této prace bylo ovéfeni inhibiéniho uc€inku vybranych

sulfonamidd na aktivitu ACHE a BCHE. Inhibi¢ni ucinek se podafilo prokazat u vSech

testovanych sulfonamidu.

NejucinnéjSim inhibitorem vi¢i ACHE byl inhibitor &. 7 ((R)-3-chloro-N-(1-(6-
fluorobenzo[d]thiazol-2-yl)-2-methylpropyl)-4-methylbenzensulfonamid) s hodnotou
ICs0 20,32 + 0,32 pyM. Neju€innéjsim vuci obéma BCHE byl inhibitor €. 1 ((S)-N-(1-(6-
fluorobenzo[d]thiazol-2-yl)-2-methylpropyl)benzensulfonamid) s hodnotou ICs0
1,62 £ 0,01 uM pro BCHE z koriského séra a ICs0 18,64 + 0,13 yM pro BCHE z lidské
plazmy. Pro teoretickou prichodnost mezi membranami a  prostup
hematoencefalitickou bariérou se podle dvou stanovovanych parametri - logP
a tPSA — nejvice hodi inhibitor €. 1, 2, 5 a 8.

Nové syntetizované sulfonamidy se zdaji byti slibnymi inhibitory cholinesteraz
a jisté by bylo vhodné pokracovat ve vyzkumu téch, které projevily svilj potencional

a mohly by se v budoucnu uplatnit pfi léCbé AD.
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