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ANOTACE

Teoreticka Cast se tyka cholinesteraz, jejich struktury, funkce, stanoveni
inhibice i aktivity a také vyuZiti inhibitord cholinesteraz pfi 1éEbé Alzheimerovy
choroby. Experimentalni ¢ast se zaméfuje na spektrofotometrické stanoveni aktivity
cholinesteraz s vyuzitim chromogenu dithiopyridinu. Obsahuje zpracovani krve,
testovani reak¢nich podminek, stanoveni inhibi¢ni ucinnosti, typu inhibice

a stanoveni rozdélovaciho koeficientu spolu s polarni povrchovou plochou molekuly.

KLICOVA SLOVA

Cholinesteraza, dithiodipyridin, Alzheimerova choroba, spektrofotometrie,

aktivita a inhibice enzymu.

ANNOTATION

The theoretical part deals with cholinesterases, their structure, function,
determination of inhibitory efficiency and activity of enzyme, and also using
of cholinesterase inhibitors in the treatment of Alzheimer's disease. The experimental
part is focused on spectrophotometric determination of cholinesterase activity.
It contains blood processing, testing of reaction conditions, determination
of inhibitory activity, type of inhibition and determination of partition coefficient

together with polar surface area of the molecule.

KEYWORDS

Cholinesterase, dithiodipyridine, Alzheimer's disease, spectrophotometry,

activity and inhibition of enzyme.
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IL-1 interleukin

Kwm Michaelisova konstanta

logP rozdélovaci koeficient

MAO monoaminooxidaza

NGF nervovy rustovy faktor

NMDA N-methyl-D-aspartat

PDS dithiodipyridin

QDs kvantové tecky

QCM kfemenné krystalové mikrovazky
SAChE slinna acetylcholinesteraza

SBChE slinna butyrylcholinesteraza

TNB kyselina 5-thio-2-nitrobenzoova

TNF tumor nekrotizujici faktor

tPSA topologicka molekularni polarni povrchova plocha

Vmax mezni rychlost
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UvoD

Acetylcholinesteraza (AChE) je enzym, ktery ukonCuje pfenos nervového
signalu uvnitf neuronu hydrolyzou acetylcholinu. [1] Pfevazna Cast se vyskytuje
v axonech. V motorickych neuronech dosahuje vySSich hodnot aktivity nez
v neuronech senzorickych. [2] AChE hraje duleZitou roli i pfi dalSich procesech, jako
je napfiklad agregace B-amyloidu u Alzheimerovy choroby (AD). Proto se hledaji

noveé typy inhibitort cholinesteraz. [3]

Inhibitory cholinesteraz jsou latky, které blokuji AChE v misté jejich pusobeni
a tim zabrafnuji odbouravani acetylcholinu. Diky tomu dochazi ke zlepSeni

kognitivnich funkci u pacientd s neurodegenerativnim onemocnénim. [4]

Za ucCelem sledovani aktivity cholinesteraz bylo vyvinuto mnoho metod.
Vyhodnoceni muze probihat vizualné nebo pomoci optickych  nebo
elektrochemickych technik. [5] NejznaméjSim postupem je spektrofotometricka
Ellmanova metoda. V sou€asné dobé dochazi k zavadéni novych technik, jako jsou

biosenzory, mikroCipy a dalsi. [6]

Alzheimerova choroba se Fadi k nevyléCitelnym onemocnénim. Jedna
se 0 neurodegenerativni chorobu, ktera postihuje zejména pacienty starsi 65 let. [7]
Dochazi k poSkozeni cholinergniho systému a ke snizenému uvolfovani
acetylcholinu. [8] Nej¢astéji vyuzivanymi Iéky u AD jsou inhibitory cholinesteraz, které
zlepSuji acetylcholinergni transmisi. [9] V souCasné dobé dokaze lécba pouze

zpomalit prabéh onemocnéni a ulevit pacientovi od pfiznaku. [10]
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Enzymy

Enzymy jsou latky, které pusobi jako biokatalyzatory rdznych reakci. Svym
pusobenim zvySuji rychlost chemické reakce, ale chemickou rovnovahu neméni.
Molekula enzymu se pfi reakci nespotrebuje. Diky nim Ize proveést reakce za snadno

nastavitelnych podminek. [11]

1.1.1 Struktura enzymu

Enzymy se dle své struktury déli na jednoduché a slozené. Jednoduché
enzymy obsahuji jen bilkovinnou Cast. Patfi mezi né napfiklad hydrolazy. Jedna se
o apoenzym. Pokud se spoji s kofaktorem (nebilkovinna Cast), vznikne molekula
holoenzymu. Enzym muze obsahovat nékolik peptidovych Fetézcu a vytvaret tak

multienzymovy komplex. [11]

1.1.2 l1zoenzymy

Tyto enzymy maji rozdilnou primarni strukturu, protoze vznikaji expresi
riznych genu a proto se liSi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a mistem vyskytu.
Nicméné katalyzuji stejnou reakci. Diky tomu Ize regulovat, za jakych podminek bude
reakce probihat. Existuji i izoformy enzymu, které jsou v primarni struktufre DNA
stejné, ale liSi se posttranslacnimi modifikacemi. Takové izoformy dokazi katalyzovat

rizné reakce. [11]

1.1.3 Mechanismus ucinku

Principem pusobeni enzymu je, stejné jako u vSech katalyzator(i, snizeni
aktivacni energie. V prvnim kroku vytvofi enzym se substratem komplex. Jedna se
o rekci reverzibilni a rychlou. V dalSim kroku je substrat preménén na produkt za
katalyzy enzymem. Dojde k rozpadu komplexu. Tato reakce je jiz ireverzibilni. Diky
tomu, Ze ma reakce nékolik krokd, je aktivaéni energie nizsi, nez kdyby vSe probihalo
v jednom kroku. Misto, ve kterém enzym interaguje se substratem, se nazyva aktivni
centrum. Je tvofeno nékolika aminokyselinovymi zbytky, které jsou z hlediska

primarni struktury od sebe vzdalené. Proto i mala zména struktury enzymu muze
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vrwvse

i k denaturaci enzymu. [11, 12]

1.1.4 Faktory enzymové aktivity
a) Koncentrace substratu
Ve vétsiné pfipadu je latkova koncentrace substratu vy$Si nez koncentrace
enzymu. Zmeénou koncentrace substratu Ize ovlivnit rychlost reakce. Pokud je ale
veskery enzym jiz nasyceny substratem, k dalSimu zrychleni nedochazi. Zavislost

rychlosti reakce katalyzované enzymem na koncentraci substratu vyjadfuje také

rovnice Michaelis-Mentenové:

Vinax * [S ]

Y0 = K + 5]

Kde:
Vo = (pocatecni) rychlost reakce

Vmax = maximalni rychlost reakce

[S] = koncentrace substratu

Km

rychlost rovna poloviné maximalni rychlosti). [11, 13]

Michaelisova konstanta (koncentrace substratu, pfi které se reakéni

b) pH

Pfi vysoké nebo nizké koncentraci H* mize dojit k denaturaci enzymu
nebo ionizaci bazickych i kyselych skupin u€astnicich se reakce.
c) Teplota

PFi vysokych teplotach mlize dojit k denaturaci proteinové Casti enzymu.
| nizké teploty mohou snizit aktivitu enzymu.
d) Struktura enzymu

e) Pfitomnost inhibitort (pfirozenych, nepfirozenych) [11, 13]
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1.1.5 Klasifikace enzym

Enzymy maji razné funkce. Podle toho, o jaky typ katalyzované reakce se

jedna, Ize enzymy rozdélit do nasledujicich sedmi tfid:

a) Oxidoreduktazy— ucCastni se oxidacné-reduké&nich reakci.

b) Transferazy — pfenasi chemické skupiny z donoru na akceptor.

c) Hydrolazy — stépi vazby pomoci H20.

d) Lyazy — katalyzuji eliminaci, kdy vznika dvojna vazba, nebo adici na dvojné
vazbé.

e) lsomerazy — katalyzuji izomeraci.

f) Ligazy — diky energii ze Stépeni ATP dojde ke spojeni dvou molekul.

g) Translokazy — zprostfedkovavaji transport pfes membranu. [14]

1.1.6 Typy inhibice enzymu

Podle vazby inhibitoru na cilovy enzym existuji Ctyfi hlavni typy inhibici:

a) Kompetitivni

Pfi kompetitivni inhibici se inhibitor vaze na volny enzym, a to hlavné na
aktivnim misté. Inhibitor pfitom o toto misto soutézi se substratem. Pfi tomto typu
inhibice dochazi ke zvySeni hodnoty Michaelisovy konstanty (Km). Hodnota mezni
rychlosti (Vmax) ale zustava stejna. Tento princip je ve farmaceutickém primyslu

nejvice vyuzivan.

b) Nekompetitivni

Inhibitor se mlze vazat bud na volny enzym, nebo na komplex enzym-
substrat. Vazba je zprostfedkovana mimo aktivni misto enzymu. Nekompetitivni

inhibitor snizuje hodnotu Vmax, pfi€emz na hodnotu Km nema zadny vliv.

c) Akompetitivni

U akompetitivni inhibice se inhibitor vaze pouze na komplex enzymu se
substratem. Vznika tak inaktivni komplex. Hodnoty Kwm i Vmax pfi tomto typu inhibice

klesaji.

16



d) Smisena

Jedna se o smés kompetitivnich a nekompetitivnich fenotypu u inhibitoru.
Afinita takového inhibitoru je nerovnomérna vac&i volnému enzymu a komplexu se
substratem. Hodnota Km se v pribé&hu reakce zvySuje, zatimco hodnota Vmax klesa.
[15, 16]

1.2 Cholinesterazy

Cholinesterazy (ChE) se fadi k dilezitym enzymdm, které maji vliv na lidské
zdravi. [17] Radi se do skupiny esteraz. Tyto enzymy hydrolyzuji cholinové estery

vySSi rychlosti nez jiné estery. [18]

1.2.1 Acetylcholinesteraza

Acetylcholinesteraza se nachazi predevsim v centralni nervové soustave, kde
je vazana na bunéCnou membranu tkani. Dale se vyskytuje na membranach
erytrocytll. [17] Tento enzym katalyzuje hydrolyzu acetylcholinu na cholin a kyselinu
octovou. Reakce je dulezita pro zprostfedkovani navratu cholinergniho neuronu zpét
do klidového stavu po pfedchozi aktivaci. [19] Enzym hydrolyzuje acetylcholin (ACh)
terapeutickym cilim pfi symptomatické 1é¢b& Alzheimerovy nemoci. [21] Cim je

obsah AChE v burice nizsi, tim je vétSi Sance, ze bude burika vice zranitelna. [22]

1.2.1.1 Struktura aktivniho mista acetylcholinu

Vazba substratu je zprostfedkovana dvéma molekulami fenylalaninu. Jejich
aromatické zbytky sméfuji do vazebného mista. [23] Aktivni centrum tvofi nejméné

pét vazebnych mist:

a) Oxyanionovy otvor vytvari stabilitu pro acetylové skupiny.

b) Esteratické misto se sklada z aminokyselin serinu, histidinu a kyseliny
glutamové (katalyticka triada).

c) Ve vazebném aniontovém misté se vaze amoniova ¢ast ACh s rdznymi
ligandy.

d) Selektivni aromatické vazebné misto vaze arylové substraty.
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Na acyl vazebné misto se pfipojuje acetylova skupina ACh. Kromé téchto
aktivnich center se v AChE nachazi periferni aniontové misto, na které se muze
navazat takrin a jeho pfibuzné sloucCeniny. [24] Struktura vazebného mista je

znazornéna na obrazku 1.

Katalytické tridda

Aspr2

- Aniontové misto
Acyl vazebné misto

Oxyanionovy otvor

Trps4

- Selektivni aromatické

vazebné misto I

Phe330

Tyr130
His440
Phe290 C 2 Glua27
(‘F Ser200
Alaz01

Obrazek 1 Struktura aktivniho mista AChE [25]

1.2.1.2 Syntéza a hydrolyza acetylcholinu

Syntéza ACh probiha v pre-synaptickych neuronech z cholinu a acetyl-CoA.
Je zprostfedkovana enzymem cholin-acetyltransferazou. Do synaptické Stérbiny je
ACh wuvolnén exocytézou. Vazba na receptor post-synaptického neuronu je
reverzibilni. Pokud se acetylcholin nenavaze na receptor, zachyti jej AChE, ktera jej

hydrolyzuje zpét na cholin. [26]

1.2.2 Butyrylcholinesteraza

Butyrylcholinesteraza (BChE) je znama jako pseudocholinesteraza. Vyskytuje
se v plazmé, tkanich svalu nebo v jatrech. Molekularni struktura je podobna AChE,

avSak tento enzym ma odliSné spektrum substratovych specifit. Zatimco AChE
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hydrolyzuje nejprve acetylcholin, BChE pfednostné hydrolyzuje butyrylcholin. [19, 27]

VyS&Ssi aktivitu vykazuje v jatrech, srdci, stfevé, plicich a ledvinach. [28]

Substrat se vaze pomoci menSich aminokyselin, kterymi jsou valin a leucin.
Tato konformace ma za nasledek ziskani vétSiho prostoru ve vazebném misté. Proto
muze BChE vazat vétSi substraty a inhibitory. [29] Jedna se o tetramericky
glykoprotein. Je slozen ze C¢&tyf podjednotek, které jsou identické. Obsahuji
574 aminokyselin. Molekulova hmotnost se bliZzi 85 kDa. [30, 31]

| kdyZz je aktivita BChE v lidském téle prevladajici, jeji deficit se vétSinou
neprojevi znamkami onemocnéni. [32] Nicméné test na stanoveni aktivity BChE
muUze byt vyuZit jako ukazatel funkce jater. Vykazuje vS8ak nizSi citlivost, a pokud

doslo k intoxikaci nékterymi latkami, muze se objevit faleSné pozitivni vysledek. [33]

BChE télo vyuziva k detoxikaci toxickych latek. [34] Za normalnich podminek
nepfispiva svou aktivitou k hydrolyze acetylcholinu. Pouze v krizovych situacich, kdy

je naruSena fyziologicka funkce AChE. [32]

1.3 Inhibitory cholinesteraz

Jedna se o chemické slouceniny, které maji schopnost inhibovat hydrolytickou
aktivitu cholinesteraz. Inhibitory se mohou [iSit v mechanismu inhibice nebo
selektivité vac&i substratu. Pravé tato inhibice se stala hlavnim cilem pro vyrobu lécCiv
u Alzheimerovy choroby. [35] Ta pUsobi na cholinergni systém a tim zmirfiuji projevy
nemoci. Tyto Iéky jsou z vétSi Casti selektivnimi inhibitory AChE. [36] Jejich uginek

zahrnuje symptomatickou ulevu, nejedna se o kauzalni 1éCbu. [37]

Cholinesterazy mohou také inhibovat pfirodni toxiny, nékteré drogy, pesticidy

i chemické bojové latky. [38]

Jejich ucinek spodiva v nartstu trvani ucinku a koncentrace acetylcholinu,
ktery se nachazi v synaptické stérbiné. Tim dochazi k zesileni aktivace cholinergnich

receptord. [39]
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Znamé inhibitory se li§i chemickou strukturou:

a) Alkaloidy — huperzin

b) Karbamaty — rivastigmin, eptastigmin fyzostigmin

c) Derivaty piperidinu — galantamin, huperzin, donepezil
d) Akridiny — takrin

e) Organofosfaty - metrifonat [40]

Mezi reverzibilni inhibitory patfi takrin a donepezil. Tyto latky se vazi na enzym
v blizkosti katalytického mista. Pro vazbu vyuZivaji slabé interakce, které se sice
vytvaFi rychle, ale daji se snadno porusit. Proto je doba pUsobeni kratka a neni

docileno trvalé inhibice enzymu. [41]

Pseudo-ireverzibilni inhibitory vytvari s enzymem kovalentni vazby. Enzym se

vSak po chvili stava opét dostupnym. [35]

Ireverzibilni inhibitory maji dlouhodoby ucinek. Inhibice je zalozena na
fosforylaci nebo fosfonylaci serinové hydroxylové skupiny, ktera se nachazi na
esterovém misté aktivnihno mista na enzymu. [42] Tvofi se silné kovalentni vazby
a deaktivace enzymu je trvala. Vazby se ale tvofi pomaleji, nez je tomu
u reverzibilnich inhibitord. Mira inhibice stoupa s dobou, po kterou je inhibitor

v kontaktu s danym enzymem. [41, 43]
Podle reakéniho mechanismu Ize inhibitory dale délit:

a) Kompetitivni — inhibitor se substratem soutézi o obsazeni vazebného
mista.

b) Nekompetitivni — inhibitor se navaze na misto liSici se od katalytického
mista. Substrat se sice navaze na enzym, ale kvuli konformaénim zménam
nedojde ke zméné na produkt.

c) Akompetitivni — vznikd komplex enzym — substrat — inhibitor, pfiCemz
vazba inhibitoru je reverzibilni.

d) SmiSené — v pfipadé, Ze nejsou splnény pfesné predpoklady predchozich
typu. [40]
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Déle Ize inhibitory délit podle afinity k BChE. Zatimco galantamin a donepezil

inhibuji pouze AChE, rivastigmin inhibuje oba enzymy. [44]
1.3.1 Priklady inhibitort cholinesteraz

Takrin

Takrin je chemicka sloucenina 1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin. Jedna se
o prvni léCivo, které bylo schvalené pro IéEbu mirnéjSiho stupné Alzheimerovy
choroby. Objevili se u né&j ale hepatotoxické ucinky. [45] Struktura takrinu je

znazornéna na obrazku 2.

Obrazek 2 Chemicka struktura takrinu [46]

Donepezil

Jedna se o slou€eninu snazvem 2-[(1-benzyl-4-piperidyl)methyl]-5,6-
dimethoxy-2,3-dihydroinden-1-on a jeho chemicka struktura je znazornéna na
obrazku 3. Nepfimo stimuluje i nikotinové a muskarinoveé receptory, a to diky zvySeni
koncentrace acetylcholinu v synapsich. PFfi tomto jevu dochazi také ke zvySeni

hladiny noradrenalinu a dopaminu. [47, 48]
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Obrazek 3 Chemicka struktura donepezilu [49]

Rivastigmin

Rivastigmin je ((S)-N-ethyl-N-methyl-3-[1-(dimethylamino)ethyl] fenylkarbamat
hydrogen-(2R, 3R)-tartarat. Jeho ucCinek trva déle nez u predchozich zastupca.

[50, 51] Na obrazku 4 je jeho chemicka struktura.

Obrazek 4 Chemicka struktura rivastigminu [52]

Galantamin

Sloucenina ((4aS, 6R, 8aS)-5,6,9,10,11,12-hexahydro-3-methoxy-11-methyl-
4aH-[1]benzofuro[3a, 3,2-ef][2]benzazepin-6-0l) byla izolovana z rostliny Galanthus
nivalis. Selektivita pro AChE je vic nez desetinasobna oproti BChE. [41, 53]

Chemicka struktura galantaminu je znazornéna na obrazku 5.
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Obrazek 5 Chemicka struktura galantaminu [54]

Fyzostigmin
Chemicky nazev této latky je ([(3aR, 8bS)-3,4,8b-trimethyl-2,3a-dihydro-1H-
pyrrolo[2,3-b]indol-7-yl[N-methylkarbamat. U skupiny pacientd s AD ma pouze maly

priznivy ucinek. [55]
Huperzin

Izolaci z rostliny Huperzia serrata Ize ziskat slou€eninu ((1 R, 9S, 13E)-1-
amino-13-ethyliden-11-methyl-6-azatricyklo[7.3.1.0%"]trideca-2(7),3,10-trien-5-on,
neboli Huperzin. Existuje typ A, ktery byl v Ciné schvalen jako 1é&ivo u AD, a typ B.
[56]

Eptastigmin

Jednd se o derivat fyzostigminu. Eptastigmin (heptylfyzostigmin) je
selektivnéjsi pro BChE. U pacientd s AD ma vyznamné funkéni a kognitivni vyhody.
[57, 58]

Metrifonat

Tento neaktivni prekurzor se neenzymaticky transformuje na aktivni formu
2,2-dichlorvinyldimethylfosfat. | pfesto, Zze se jedna o inhibitor s nejdelSi dobou
ucinku, byla jeho zadost o pouziti jako IéCiva stazena. Objevily se totiz u malého

procenta pacientl vyznamné svalové a respiracni problémy. [35]
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Dalsi nové inhibitory
Sushant K. a kol. navrhli nové derivaty kyseliny p-aminobenzoové, které mély

za cil inhibovat cholinesterazy a prispét tak k 1é€bé Alzheimerovy choroby. Nékteré

jejich slouceniny vykazovaly inhibici srovnatelnou s donepezilem. [59]

Dihydropyrimidin a jeho derivaty maji mnoho terapeutickych i farmaceutickych
vlastnosti. Mezi nimi je i inhibice AChE. [60] Elumalai K. a kol. pouZzili derivaty
1,2,3,4,-tetrahydropyrimidinu. VétSina slou€enin vykazovala dobrou az stfedni inhibici
ChE a byla selektivnéjsi pro AChE. [61]

1.4 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je ve vyspélych zemich &tvrta nejcastéjsi pficina umrti.
Diky sou€asnému zvySovani primérné délky Zivota roste pocet lidi, ktefi touto
chorobou trpi. Jedna se o nejCastéjSi formu demence. Jde o komplexni
neurodegenerativni poruchu, ktera se vyznaCuje mnohostrannou patogenezi. [62]

Tato forma poruchy mozku znemozrfiuje osobam vykonavat kazdodenni ¢innosti. [63]

Tézké ztraty cholinergnich neurontd vedou az k 90% snizeni aktivity
acetylcholintransferazy, coz je enzym potfebny pro syntézu acetylcholinu jako

neurotransmiteru. [64, 65]

Je charakterizovana agregaci peptidu B-amyloidu v placich, které se nachazi
v extracelularnim prostoru, a agregovanym hyperfosforylovanym tau proteinem, ktery
tvofi neurofibrilarni vlakna. Dale se vyskytuje ztrata cholinergnich neurond,
synaptické zmény a mulze dojit az k chronickému zanétu. [66] Kromé genetickych
predispozic mohou nastartovat vznik onemocnéni i faktory Zivotniho stylu, jako je

koufeni, cukrovka, dieta, deprese, Casté zanéty a jiné. [67, 68]

1.4.1 Pfiznaky

Onemocnéni je charakterizovano ztratou paméti, zhorSenou schopnosti
uvazovat a mluvit. Objevuje se neschopnost rozpoznavat obliceje, socialni stranéni
nebo stavy uzkosti. [69] Jde o komplexni onemocnéni, které zahrnuje zanét,

dysfunkci mitochondrii a s tim spojeny oxidaéni stres, tvorbu reaktivnich forem
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kysliku a dusiku. Patologicky proces zagina mnoho let dfive, nez se projevi prvni

symptomy. [70]

Prvni pfiznaky se zacinaji projevovat nékolik let pfed diagnostikovanym
onemocnénim. V Casnych stadiich se zacCina objevovat apatie, stavy deprese
a uzkosti. V pozdéjSim stadiu dochazi ke zhorseni usudku, dezorientaci, zmatenosti.
Mulze se objevit agresivita, agitace, halucinace a dalSi neuropsychiatrické poruchy.
Lékaf musi pocitat i s tim, Ze takovy pacient nemusi dodrzovat Iékafska doporuceni.
[71]

1.4.2 Diagndza

Diagndza je zavisla na individualnim pfistupu k anamnéze pacienta a k dalSim
vySetfenim. Cely diagnosticky postup vyZaduje hodnoceni pfiznakd a uréeni stupné
postizeni. Kromé& biochemického vySetfeni krve a genetickych testll se vyuziva
i neuropsychologické vySetfeni a zobrazovaci techniky, jako je napfiklad magneticka
rezonance, pozitronova emisni tomografie, pocitaCova tomografie nebo

jedno-fotonova emisni tomografie. [71]

1.4.3 Lécba

Jako prvni volbou byva vétSinou nefarmakologicka I|éCba souvisejici
s problémovym chovanim a neuropsychiatrickymi obtizemi. [71] Dale se eliminuji
léky, které by mohli zpusobit kontraindikaci s Ié€bou. Jsou to nékteré Iéky pro ulevu

od bolesti, sedativni hypnotika, Iéky na uzkost a dalsi. [72, 73]

S velkou opatrnosti Ize zaradit do IeéCby antipsychotika. Pacient vS8ak musi byt
pribézné sledovan a splhovat pfisné podminky. Uzivani téchto latek muze zpUsobit
pokles kognitivnich funkci. VétSinou se pouzivaji jako posledni moznost pro tézké

v v

kratkou dobu. [74, 75]

Ackoli se na nalezeni zplUsobu lécby této choroby podili uz fadu let mnoho
vyzkumniku, stale nedoSlo k zavedeni ucinného Iéku. Soucasné farmakologické

pFipravky pouze snizuji progres klinickych symptoma a poruch. [76]
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Nové Iéky by méli cilit na latky, které maji na svédomi zacCatek primarni
kaskady patogeneze. Pro nékteré védce je to beta-amyloidni peptid, pro druhé tau
protein. [77] Amyloidni hypotéza se stala pfevliadajicim typem. [78] Objevil se také
dlkaz, ze roli v patogenezi AD hraje dysfunkce mitochondrii. [79] U pacientd s AD
byla nalezena porucha tfi kliCovych enzymd, které se podileji na respiraénim Fetézci.
Navic se zjistilo, ze nékteré mitochondrie podléhaji autofagické degradaci. [80]
Mitochondrie mohou byt vystaveny oxidacnimu stresu. Tento jev zmirfuji
antioxidanty. Proto byly vytvofeny antioxidanty, které cilily na mitochondrie.

Pfedpokladalo se, Ze by tento krok mohl byt prospésny pro IéCbu AD. [81]

Jednim takovym antioxidantem je oralné uzivany MitoQ, ktery pfi proniknuti
do mitochondrie neutralizuje volné radikaly u jejich zdroje. Rychlost procesu

nékolikanasobné prevysSuje pfirozené antioxidanty. [82, 83]

Vytvoreni takového systémového IéCiva, které by bylo schopné rozpoznat
rizné cile u kaskady multifaktorialniho onemocnéni, nemusi byt snadné. Existuje zde
riziko vedlejSich ucinkd, jako dusledek vazby na cile, které nejsou spojené

S onemocnénim. [84]

Jednim ze schvalenych |éCiv pro 1éEbu Alzheimerovy choroby je memantin.
Plsobi jako antagonista N-methyl-D-aspartatu (NMDA). Memantin ovliviiuje
glutamatergni transmisi. Jedna se o nizko- az stfedné afinitni blokator NMDA-
receptorl s otevienym kanalem. Ma jen nékolik mirnych a pfechodnych vedlejSich
ucinkd. Doporucuje se podavat dvakrat denné davku 10 mg memantinu s okamzitym
uvolnovanim nebo jednou denné 28 mg memantinu s prodlouzenym uvolfiovanim.
Pokud pacient trpi vaznou renalni poruchou, snizuje se davka na 5 mg dvakrat

denné nebo 14 mg jednou denné. [71]

V pozdnich fazich onemocnéni je léCba zaméfena pfedevSim na podporu
zakladnich psychomotorickych funkci, chovani, pohybu, stravovani, komunikace
a podobné. V terminalnim stadiu, kdy dochazi k rozpadu osobnosti, dostavaji

pacienti péci, ktera poskytuje zmirnéni bolesti a pohodli. [85]
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1.4.3.1 Inhibitory cholinesteraz

Mezi nejslibnéjSi moznosti 1éCby Alzheimerovy choroby patfi zvySeni hladiny
acetylcholinu v mozku za pouziti AChE inhibitort. Dfive se pouzival takrin. Dnes je to
napfiklad donepezil, rivastigmin a galantamin. Tyto latky jsou schvaleny pro [éCbu
mirnych az stfedné tézkych symptomu AD. V dneSni dobé je snaha najit dalSi
vhodné inhibitory. Bohatym zdrojem inhibitord mize byt pfiroda. Pomoci
kolorimetrické Ellmanovy metody bylo analyzovano 32 rostlin, které se pouzivaji
v tradi¢ni thajské mediciné. Extrakty z rostlin byly testovany na AChE inhibi¢ni
aktivitu. [63, 86]

Pfidani memantinu k 1é¢bé inhibitory urychli nastup zadoucich ucinkd. Pokud
pacient dostava pfipravky s inhibitory cholinesteraz, neméla by se tato Ié¢ba prerusit.
| doCasné preruseni zpusobuje nevratné zhorSeni stavu. [71] U vétSiny pacientu jsou
inhibitory dobfe snaseny a nemaiji zavazné vedlejsi ucinky. [87] Negativni ucinky na
gastrointestinalni trakt Ize zmirnit podavanim Iéka po jidle nebo v kombinaci
s memantinem. [71] LécCbu inhibitory Ize zahajit u jakéhokoli stadia AD, na rozdil od
memantinu, ktery se prfedepisuje predevsim u stfedné tézkého a téZzkého stadia. [88,
89]

Kai-Xin Dou a kol. publikovali vroce 2018 svou studii, kde se zabyvali
metaanalyzou dostupnych inhibitord cholinesteraz. Z vysledkd vyplyva, Ze denni
davka 24 mg galantaminu vykazuje rovnovahu mezi pfiznivymi ucinky a snasenlivosti
u osob s mirnou az stfedné tézkou AD. Pro pacienty s tézSi formou AD byla
nejucinnéjSi kombinovana lé€ba 10 mg donepezilu s 20 mg memantinu. VySSi davky
donepezilu vykazovaly nizZSi bezpecnostni profil. U tobolek s 12 mg rivastigminu se
objevil vysoky vyskyt nezadoucich ucinkd. LepSi snasenlivosti a ucinnosti dosahla
transdermalni naplast s rivastigminem (15 cm?). Pouzitim naplasti je dosazeno
rovnovazné plazmatické koncentrace v kratSim Case a také snizeni nezadoucich

ucinkd gastrointestinalniho traktu. [90]

Takrin se prestal pouzivat kvuli zjisténi, Ze iniciuje produkci reaktivnich forem
kysliku a snizuje hladinu glutathionu v jatrech. Uvedené jevy vedou az

k hepatotoxicité. Bylo vSak zjiSténo, ze lze zlepSit jeho ucinnost i snizit vedlejSi

27



ucinky, a to jeho homo- nebo heterodimery. [91] Nové multifunk&ni merkaptoakrinové
derivaty snizuji hepatotoxicitu a zlepsSuji kognitivni i pamétové schopnosti. DalSi
derivaty takrin-propargylaminu navic inhibovaly AChE i BChE. [92] Hybridy takrin-
hydroxyfenylbenzimidazolu jsou schopny inhibovat neurotoxicitu, ktera vznika

pritomnosti amyloidu v neuralnich bunikach. [93]

Ladostigil byl vytvofen slou€enim rivastigminu, rasagilinu a inhibitoru
monoaminooxidazy (MAO). Diky tomu Ize inhibovat AChE i BChE. Je také snizena
tvorba peroxidu vodiku, proto nevznika tolik volnych radikald. Inhibice MAO ma navic
potencialni antidepresivni aktivitu. Ladostigil v prabéhu vyzkumu vykazoval

i neuroprotektivni u€inky. [94, 95]

Alieza Atri a kol. zjiStovali, jestli nova slou€enina idalopirdin (antagonista
selektivniho 5-hydroxytryptamin-6 receptoru) je ucinna pro symptomatickou lécbu
mirné az stfedni AD. Ve vyzkumu pfidavali rizné koncentrace této latky nebo
placeba k inhibitorm cholinesteraz. Ukazalo se, ze béhem 24 tydnu |éCby nedoslo
ke zlepSeni ucinku ve srovnani s placebem. Proto nebyl idalopirdin doporucen pro

léCbu Alzheimerovy choroby. [96]

1.4.3.2 Inhibitory monoaminooxidazy

Monoaminoxidaza hraje klicovou roli pfi tvorbé amyloidnich plaka. [97] Stejné
jako inhibitory cholinesteraz mohou tyto latky zlepsit pamét’ a zmirnit dalSi symptomy.
Patfi mezi né napfiklad derivat homoisoflavonoidu spojeny s pyridinovou skupinou
[98] nebo neuroprotektivni slou¢enina s nazvem M30, ktera vykazuje mnoho
pozitivnich ucinkd. Zabranuje ztraté neuronu, podporuje neuralni diferenciaci
a priznivé ovliviuje signalni drahy a mechanismy. Diky tomu, Ze sniZuje akumulaci

Zeleza v mozku, dochazi k redukci amyloidnich plakd. M30 silné inhibuje MAO. [99]

1.4.3.3 Inhibitory B-sekretazy

Enzym [(3-sekretazy (BACE-1) katalyzuje Stépeni amyloidniho prekurzorového
proteinu, ktery produkuje peptidy B-amyloidu po proteolyze. Inhibitory BACE-1 se jevi
jako vyznamna léCiva, avSak zatim bylo v klinickych studiich potvrzeno mnoho
vedlejSich ucinkd. [100] Jako mozné feSeni se ukazuje vyuzit dualni inhibici AChE
a BACE-1. [99]
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1.4.3.4 Imunomodulace

Imunomodulaéni latky, které by mohly zpomalit imunitni a zanétlivé procesy
u pacientl, byly testovany na mySich a krysich modelech. Patologické znaky u téchto
zvirat Uuzce napodobuji procesy u lidi. Pficina AD nejpravdépodobnéji vyplyva ze
zanétlivé reakce, kterou vyvolavaji amyloidni agregaty a pozdéji hromadéni tau
proteinu. Zanétlivou reakci fidi aktivovana mikroglie. Proto terapie, ktera cili na
zanét, se jevi jako slibna k l1écbé AD. Bridget Martinez a Philip V. Peplow shrnuli

ucinky nékolika imunomodulacnich latek: [101]

e Fasudil — zlepSeni paméti, sniZzeni vzniku amyloidnich plaku a fosforylace tau

e Kurkumin — zlepSeni kratkodobé paméti, schopnosti rozpoznavani.

e Rozpustny inhibitor tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF) SProl595 — snizeni
vékové zavislého narustu aktivovanych imunitnich bunék, snizeni poc¢tu plaku.

e Antagonista receptoru interleukinu IL-1 (IL-1RA) — zlepSeni poruchy hustoty
patere.

e Pioglitazon — zlepSeni prostorové orientace, snizeni hyperfosforylace tau
proteinu a zanétu.

¢ Rosiglitazon — snizeni hyperfosforylace tau proteinu.

e Kvercetin — zlepSeni uceni a prostorové paméti, snizeni B-amyloidu, tau
proteinu a mikrogliozy.

e Nadmeérna exprese IL-1 B — zlepSeni patologie amyloidu, indukce perifernich
bunék imunitniho systému do oblasti mozku.

¢ Memantin — lé¢ba branila rozvoji neurodegenerativnich poruch a depresi.

o Makrofagy M2 — transplantaci doSlo ke zmirnéni zanétu nervového sytému
a zlepSeni kognitivhiho poskozeni mozku.

e CD4+, CD5+, Foxp3, Treg bunky — zlepSeni kognitivnich funkci, snizeni
depozice amyloidnich plaka.

e Th1 T burky s anti-CD3 — podporuji neurogenezi.

e Apolipoprotein 3 a bunky kostni dfené — zmirnéni behavioralnich

a neuropatologickych zmén.
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e Amniotické kmenové bunky — zlepSeni prostorové orientace, snizeni poctu

s &t Fy

cytokinu IL-10 a transformacniho rustového faktoru 3. [101]

1.4.3.5 Tumor nekrotizujici faktor

Jeden z nejvice studovanych proinflamatornich cytokinu je tumor nekrotizujici
faktor. Signalizuje prostfednictvim receptoru tumor nekrotizujiciho faktoru
(TNFR-1 a 2). VAD hraje vyznamnou roli pfi synaptické funkci, tvorb& paméti
a amyloidogenezi. Byl identifikovan jako hlavni aktivovany cytokin v choroidnim plexu
pacientl. [102] Choroidni plexus slouzi jako selektivni brana mozku pro imunitni
buriky. U pacientd s AD jsou jeho funkce a morfologie naruseny. [103] Zmény
v morfologii mohou podpofit zvyseni prostupu leukocytl do parenchymu mozku. Tim

by doslo k vét§imu zanétu nervového systému. [104]

Sophie Steeland a kol. ve své studii uvedli, Ze inhibice TNFR1 ma Siroké
terapeutické uCinky u Alzheimerovy choroby. Brani vzniku zanétu, chrani integritu
bariery a také sniZzuje amyloidogenezi. Test provedli na mySich modelech.
Vyhodnocovali pamét’ rozpoznavanim novych objektl. LepSich vysledkd dosahovaly
mySi s nedostatkem TNFR1. [105]

1.4.3.6 Genova terapie virovym vektorem

Pouzitim adeno-asociovaného viru (AAV) Ize pfinést terapeutické geny pfimo
do centralniho nervového systému. [106] AAV obsahuje jednu jednovlaknovou DNA
s obracenou terminalni repetici (jako virovy genom) a proteinovou kapsidu. [107]
Pfi dlouhodobé expozici vykazuje nizkou imunogenicitu i patogenitu. Nékteré

sérotypy snadno prochazi hematoencefalickou bariérou. [108]

AAV byl pouzit k testovani Ié€by neurodegenerativnich onemocnéni kvali jeho
dlouhodobé expresi a minimu nezadoucich imunitnich reakci. [109] U téchto
onemocnéni je povazovan za regulator zanétu interleukin-2. Ten maze byt viozen do
AAV vektoru a aplikovan pacientim s AD. [110] AAV-interleukin-2 je schopen
pfemodelovat hipokampus a zlepSit synaptickou plasticitu. Tim dochazi k obnoveni

paméti. VedlejSi ucinky jsou vzacné. [111]
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Raikwar a kol. pouzili terapii AAV pro snizeni exprese genu maturaéniho
faktoru glia v reaktivni mikroglialni linii bunék. Po upravé genomu doSlo k regulaci
zanétu. [112]

Zanét u AD vyvolava také amyloid-. Kiyota a kol. zjistili, ze znak CD74 se
muUze navazat na prekurzorovy protein amyloidu. Uvedli, Zze AAV-zprostfedkovana
exprese tohoto znaku inhibovala produkci B-amyloidu. Déale se zlepSila mozkova

funkce u mysSich modeld. [113]

Pozitivnich vysledkd dosahly kombinaci s AAV i nékteré terapeutické enzymy.
Mezi né patfi napfiklad asparagin endopeptidaza a neprilysin 2. Pfedpoklada se, ze
tyto latky mohou zamezit ztraté synaptickych funkci a degradovat amyloidni plaky.
[114]

DalSi moznosti je vyuZiti alel apolipoproteinu E (APOE). Jedna z alel APOE,
konkrétné  APOE4, vyrazné pfispiva kakumulaci B-amyloidu, zvySuje
pravdépodobnost vzniku onemocnéni a snizuje vék nastupu. Oproti tomu ma APOE2
pfiznivy uc€inek v AD. Na mySim modelu bylo popsano zmirnéni symptomu
onemocnéni po podavani AAV-APOE. [115]

1.4.3.7 Nervovy rastovy faktor

U pacientl s AD je naruSsen metabolismus nervového rustového faktoru
(NGF), na kterém jsou zavislé cholinergni neurony. Jednou z moznosti [éCby je
lokalni podani NGF do cholinergniho bazalniho mozku. Také je mozné vyuzit kratSi
chemické slou€eniny, které se podobaji epitopim NGF a dokazi reagovat

s prislusnymi receptory. [116]

1.4.3.8 Vyuziti 3D tisku

V soucasné dobé je mozné diky 3D tisku konstruovat pokrocilé mikrostruktury,
které slouzi k podavani léCiv. [117] Napfiklad Lindvall a Wahlberg vytvorili tobolku,
kterou tvofi biokompatibilni vnéjSi membrana na bazi polymeru. Ta chrani vnitfni
obsah proti imunitnimu systému a zaroven umozrniuje vyménu Zivin, kysliku a dalSich
latek. Uvnitf se nachazeji buriky, které jsou schopné vyluCovat terapeutické latky.
Kapsle mohou byt implantovany do potfebnych ¢asti mozku a aktivovany fizenou
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regulaci. Nova technologie je vyhodna pro latky, které se samy nemohou dostat pres

biologické membrany do potfebného mista v mozku. [118, 119]

1.5 Substraty pro testy cholinesteraz

Existuje mnoho pfirodnich substrati a také prirodnich i syntetickych esteru.
Nejznaméjsi jsou estery thiocholinu, jako je acetylthiocholin (ATCh), butyrylthiocholin
(BTCh). [120, 121] Dale mezi thiocholinové alkanoylové estery patfi isobutyrylchlorid
a cyklohexan-karboxylovy ester. [122] DalSim velmi vhodnym substratem
je propionylthiocholin. [123] Sukcinylcholin slouzi jako substrat v metodach, kde se
k méfeni cholinu uvolnéného po reakci s cholinesterazou vyuziva cholinoxidaza.

[124]

PFi stanoveni aktivity cholinesteraz existuji tfi zpUsoby pouziti substrata.
Pokud se pouzije pfirozeny substrat, mize byt aktivita méfena pomoci pH. Umély
substrat se vyuziva pro metody s Cinidly, ktera poskytuji barevnou reakci a takeé pfi
voltametrii. U scintilanich technik se také pouzZiva umély substrat. Ten je ale navic

oznacen radioaktivni znackou. [125]

1.6 Stanoveni aktivity a inhibice enzymu

Hodnotu aktivity cholinesteraz ma kazdy jedinec jinou. Je to zplUsobeno
fyziologickymi i genetickymi dispozicemi a také expozici Skodlivych latek z okoli.
[126] Kvuli tomu neexistuje referenéni rozmezi AChE, které by limitovalo jejich
normaini hladinu. Proto byva aktivita sledovana v del§im Casovém rozmezi

a porovnana v prubéhu €asu. [127, 128]

Testy aktivity (ale i inhibice) maiji Siroké vyuziti v nékolika oblastech, jako
napfiklad ve farmaceutickém a potravinaiském pramyslu, v odvétvi Zivotniho
prostfedi a dalSich. Vysledky testd mohou byt sledovany vizualné nebo pomoci
optickych a elektrochemickych technik. [129, 130]

Stanoveni aktivity cholinesteraz se také vyuziva ke sledovani expozice
pesticidl, toxickych latek nebo 1éka. Pokud se krevni vzorky pacientd ponechaji pfi
pokojové teploté, reakce mezi latkami budou pokraCovat a mize dojit k faleSnym

vysledkim. Proto se doporucuje vzorky okamzité zfedit ledovou destilovanou vodou
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a uchovat v mrazaku. Takto upravené vzorky mohou byt skladovany nékolik mésicu.
[131, 132]

BChE neni inhibovana nadbytkem substratu, jako je tomu u AChE. Oba
enzymy jsou ale inhibovany napfiklad cholinem, neostigminem, ethionamidem,
amonnymi solemi a dalSimi. Inhibitory mohou byt rozdéleny na reverzibilni
a ireverzibilni. [133] Cholinesterazy se navzajem liSi v citlivosti na rizné inhibitory.
[134]

1.6.1 Spektrometrické testy

Dodnes zustava tento typ testd jednim z nejpouzivanéjSich technik pro

stanoveni aktivity nebo inhibice enzymu. [5]

1.6.1.1 UV-VIS testy

Asi nejpouzivanéjSi metodou pro stanoveni aktivity a inhibice cholinesteraz
je Ellmanova metoda. V tomto testu jsou pouzivany thiolové estery, jako je ATCh
nebo BTCh. Cholinesterazy hydrolyzuji substrat za vzniku thiocholinu, ktery nasledné
reaguje s dithiobisnitrobenzoatem (DTNB). Vznika tak kyselina 5-thio-2-
nitrobenzoova (TNB). Absorbance vysledného produktu se méfi pfi vinové délce 412
nm. Tato hodnota je umérna enzymatické aktivité. Metoda je oblibena zejména pro
svou jednoduchost, pfesnost a nizké naklady. [133] Muze byt také pfizplsobena pro
méfeni mimo laboratof, pomoci kolorimetru, ktery je pohanén bateriemi. Zdrojem

emitujiciho svétla je v tomto pfipadé karbid kiemiku. [135]

Nevyhoda Ellmanovy metody pro stanoveni aktivity cholinesteraz v krvi
spocCiva v absorbanci hemoglobinu, ktery interferuje s reakénim produktem pfi
410 nm. Kvuli této skutecnosti byla pouzita reakce s myelarnim chromoforem. [136]
Alternativou je pouziti kyseliny 6,6 -dithionikotinové (DTNA) misto DTNB. DalSi
moznosti je 2,2-dithiopyridin (2-PDS), jehoz produkt se méfi pfi 343 nm a tak
nedochazi k interferenci hemoglobinu. [137]

Ellmanovu kolorimetrii Ize vyuzit i u C&teCky mikrotitracnich desticek,

pfi chromatografii na tenké vrstvé, u vysokouc&inné kapalinové chromatografie nebo
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pfi identifikaci inhibitord pomoci kolon monolitickych enzymovych reaktor(d v nano

kapalinové chromatografii. [138—141]

Bissbort a kol. navrhli jednoduchou kinetickou metodu pro stanoveni AChE
v erytrocytech. Princip je zaloZzen na enzymatické redukci 2,6-diflorfenolindofenolu.
V oxidované formé se jedna o modrou latku, ktera se redukci méni na bezbarvou.
Zmeéna barvy je sledovana pfi 606 nm. Diky tomu, jsou vylou€eny interakce s jinymi
barevnymi latkami. Metoda vyfeSila problémy s vysokymi koncentracemi
hemoglobinu, kdy absorp€ni hodnoty pfekraCovaly stanovenou mez. V této metodé
se totiz absorpce nezvySuje a hodnoti se odbouravani barvy. Test je mozné vyuzit
k identifikaci neznamych latek, které mohou inhibovat AChE. Je mozné i

zautomatizovat. [142]

Derivaty benzoylcholinu vykazuji silnéjSi absorbanci UV nez jejich produkty
po hydrolyze. Pokud se benzoyl cholin pouZije jako umély substrat, méfi se jeho
ubytek béhem reakce pfi 235 nm. [143]

Dale je mozné jako substrat pouzit indoxylacetat. Stanovuje se jeho indigovy
reakéni produkt. Méfi se ve vinové délce 420 — 450 nm nebo fluorimetricky. Lze jej

vyuzit i pro stanoveni plazmatické BChE. [144]

1.6.1.2 Fluorometrické testy

Fluorimetrickymi testy se dosahuje vysSi citlivosti. Maji také nizSi mez
detekce. Fluorescencni latky maji vysokou intenzitu fluorescence a také dlouhou
zivotnost. Jako substrat mohou byt pouzity latky jako napfiklad resorufin butyrat
a indoxylacetat. [144] Cholinesterazy tyto latky hydrolyzuji na vysoce fluorescenéni

materialy, pfi€emz hydrolyza indoxylacetatu ma mnohem rychlejSi pribéh. [145]

Parvari a kol. vyvinuli vysoce citlivy mikrofluorimetricky test pro cholinesterazy.
Hydrolyzou vznikly thiocholin reaguje se slouceninou N-[4-(7-diethylamino-4-
methylkumarin-3-yl)fenyljmaleimid. Vznika modry fluorescenéni produkt s emisi pfi
473 nm. [146]

JedineCné fluorescencni vlastnosti maji i polovodiCové nanoclastice, tzv.

kvantové teCky (QDs). Cholinoxidaza v reakéni smési oxiduje cholin za vzniku
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betainu a peroxidu vodiku. To zpUsobuje luminiscenci QDs. Pokud se zvysi
koncentrace inhibitoru, snizi se obsah generovaného enzymu a klesne rychlost
zhaSeni QDs. [147]

1.6.2 Potenciometrie

Metoda vyuziva rozklad pfirozeného substratu - ACh. V systému pufru fosfat-
hydrogenuhliCitan se méfi pokles pH v Case. Vyuziva se pfi méfeni biologickych
vzorkl, je levna a jednoducha. Hlavni nevyhoda spociva v tom, ze pH muze byt

negativné ovlivnéno vedlejSimi procesy v pribéhu reakce. [148-150]

1.6.3 Titrimetrie

Kyselina octova, ktera se uvolnhuje pfi enzymatické reakci, je neutralizovana
alkalickym roztokem pfi konstantnim pH. K rozpoznani bodu ekvivalence Ize pouzit

barevny indikator nebo potenciometr. [151]

1.6.4 Radioizotopové metody

Acetylcholin Ize znacit *H nebo #C. Méfi se znaceny nehydrolyzovany ACh
nebo znaceny uvolnény acetat. Radiometrie je vhodna pro velmi nizkou aktivitu
enzymu. Naklady na provoz jsou ale velmi vysoké. Je zde i riziko spojené

s manipulaci s radioaktivnimi latkami. [152]

1.6.5 Kapalinova chromatografie

Mé&reni uvolnéného cholinu muze byt negativnhé ovlivnéno jeho zvySovanim
v plazmé, nezavisle na aktivitt ChE. [153] Proto se ukazalo jako vyhodné méfit
spotfebu substratu. To vyuziva napfiklad metoda, kterd ve vzorcich séra méFi

soucasné substrat sukcinylcholin a sukcinylmonocholin. [154]

Spencer a kol. vyvinuli rychlou metodu pro stanoveni hydrolyzy
sukcinylcholinu cholinesterazou ve vzorku séra. Pouzili kapalinovou chromatografii
spojenou s tandemovou hmotnostni spektrometrii a iontoméni€ovou kolonu s pfimym
vstfikovanim. Navic porovnavali dva substraty: sukcinylcholin a propionylthiocholin.
Tato technika je dulezita pro identifikaci pacientu, ktefi jsou citlivi k sukcinylcholinu.
[155]
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1.6.6 Hmotnostni spektrometrie

Aktivita AChE ve vzorku se sleduje pomoci postkolonového biochemického
testu. Ten je zalozen na miseni AChE a acetylcholinu s eluatem vysokoucinné
kapalinové chromatografie. Inhibitory se detekuji méfenim poklesu tvorby produktu.
Vyuziva se elektrosprejovy hmotnostni spektrometr. Metoda byla vyuZita pro
stanoveni rivastigminu. [156] Vysledky vyzkumu ukazuji, Ze lze pfesné stanovit

koncentraci rivastigminu, ktery se nachazi v lidské plasmé s EDTA. [157]

1.6.7 Polarografie

Metodou se stanovuje zvy$eni tvorby thiocholinu. Udaje jsou k dispozici velmi
rychle. Nevyhodou je pouZivani rtuti, ktera je toxicka. Rychlost hydrolyzy je
zkoumana aplikaci konstantniho napéni mezi nasycenou kalomelovou elektrodou
a kapkou rtutové elektrody umisténé v polarografické cele. Zaznamenava se zvyseni

oxida¢niho proudu jako funkce €asu. [158, 159]

1.6.8 Biosenzory

Biosenzory jsou vétSinou snadno pouzitelné a cenové dostupnéjsi ve srovnani
s jinymi analytickymi metodami. [160] Nejvice rozSifené jsou biosenzory, které jako
rozpoznavaci biologicky prvek vyuZivaji enzymy. Jsou zaloZzeny na metodé

elektrochemické transdukce. [161]

1.6.8.1 Elektrochemické biosenzory

a) Konduktometrické

Vyuzivaji méfeni malé zmény vodivosti, které jsou zplsobeny enzymatickou reakci.

Metoda nevyzaduje pouziti referencni elektrody. [162]
b) Potenciometrické

Detekuje se rychlost zmény pH. Byla navrzena membrana z polyvinylchloridu,
v kombinaci s plazmovym zafenim. Na povrchu membrany se nachazi film obsahuijici
aminoskupiny.

[163, 164]
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c) Amperometrické

Jedna se o nepfimou detekci cholinesteraz pomoci oxidacniho proudu peroxidu
vodiku. Biosenzor muze byt zaloZzeny na elektrodepozici bimetalovych nanocastic
zlata a platiny na elektrodé ze sklenéného uhliku. Povrch elektrody tvofi 3-

aminopropyltriethoxy silan. [165, 166]
d) Square-Wave voltametrické

Vyuzivaji impulsni pribéh. Opakovanou oxidaci a redukci analytu stejného druhu se

zvySuje detekce. Jedna se o velmi rychlou metodu. [167]

1.6.8.2 Optické biosenzory

Tyto senzory se daji vyuzit i pro dalkové méreni, jelikoZz vyuZivaji opticka
vlakna. Nejsou ruSeny elektrickym polem, proto je snadné vytvofit vice senzor(.
Vétsina pfistroju je prfenosnych, proto je lze pouzit rovnou v terénu. Velka cast
optickych biosenzorl obsahuje barevné indikatory, které jsou zaméfeny na zménu
pH. [167]

1.6.8.3 Fototermické biosenzory

Spolec¢nosti Pogacnik a Franko vyvinuli foto¢lankovy biosenzor pro AChE,
ktery dosahuje nizkych detekénich limitd. Do kolony z polyetheretherketonu byly
vloZeny sklenéné kulicky s AChE, které mély kontrolované velikosti poru. Detekuje se

zména indexu lomu vzorku po zvySeni teploty. [168]

1.6.8.4 Biosenzory QCM (kfemenné krystalové mikrovazky)

Citlivost senzoru je zesilena diky srazeni enzymatickych produktd. Enzymy se
nachazi na povrchu elektrod ze zlata, nebo zlato-kfemicitych krystalech. Aktivitu
enzymu je mozné sledovat vrealném Case, a to méfenim zmén hmotnosti na

krystalovém povrchu. [169, 170]

1.6.9 Mikrocipy

Reagencie jsou smichavany v mikroCipovych  kanalech,  pomoci

elektrokinetického transportu, ktery je fizen pocitaCem. Produkt je detekovan
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laserovou fluorescenci. Fluorescenéni signal je snizovan diky inhibitorm. Cipy mé&fi
nékolik ¢tvereCnich milimetrd az centimetrl a umoznuji mnoho laboratornich funkci

S extrémné malym objemem kapalin. [167, 171]

1.6.10 Metoda suché kapky krve

Pomoci aktivity acetylcholinesterazy se snadno méfi napfiklad expozice
organofosfatd. U déti je vSak problém s odbérem Zilni krve a také se skladovanim
vzorkd. Zkumavky s tekutou krvi jsou vSak nachylné na okolni podminky, proto maze
byt transport do vzdalené laboratofe spojen s urcitymi problémy. Proto se da pouzit
krevni skvrna na specialnim filtracnim papife. Krevni skvrna se vysusi, vykroji se jeji
prislusna ¢ast a viozi do pufru. Dale se postupuje podle Ellmanovy metody. Hilborn
E. a Padilla S. srovnavaly metodu suché kapky krve s Zilnim odbérem. V jejich praci
byla aktivita ChE v krevni kapce o 40 % niz8i neZz naméfena hodnota ze zkumavky
s zilni krvi. Proto tyto hodnoty nelze spolu srovnavat. Nicméné metoda je vyhodna
pro méfeni expozice latek v terénnich podminkach u déti v pribéhu &asu, kdy je

mozné sledovat narust nebo pokles expozice. [172]

1.6.11 Aktivita cholinesteraz v lidskych slinach

Thiphom a kol. pouzili pro méfeni aktivity ChE lidské sliny pomoci upravené
Ellmanovy metody. MéFili nepfimo aktivitu slinné acetylcholinesterazy (SAChE)
a butyrylcholinesterazy (SBChE) pomoci iontl kyseliny 5-thio-2-nitrobenzoové. Tyto
ionty vznikly reakci thiolového Cinidla a thiocholinem. Jako substrat slouzili

acetylthiocholin a butyrylthiocholin. [173]

1.7 Aplikace test

Testy aktivity a inhibice cholinesteraz se vyuzivaji v mnoha oblastech, jako
napfiklad v klinické diagnostice nemoci, v hodnoceni zivotniho prostiedi nebo pfi
vyrobé léka. [174]

a) Klinicka diagnostika

V lidské plazmé se nachazi méné nez 2 % AChE. Lidska krev obsahuje
5 rdznych esteraz. Kazda z nich se podili na hydrolyze riznych substratu. [175]
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Napfiklad karbamatové pesticidy a organofosfaty nevratné inhibuji aktivitu
ChE. Acetylcholin se diky tomu hromadi a midze dojit az ke zvySenému slinéni,
bolestem hlavy, kie€im nebo Spatnému dychani. Proto jsou tyto testy zafazeny do

diagnostiky pro posouzeni expozice latek pro Clovéka. [176]

Stanoveni BChE v plazmé nebo séru se provadi Castéji nez stanoveni AChE
v erytrocytech. Zatim neexistuje pravidlo, které by rozliSilo, jaky enzym bude vice
inhibovan danou slou€eninou. Proto se nejCastéji méfi aktivita obou enzymu v plné
krvi. Tento postup mimo jiné eliminuje potfebu separace jednotlivych slozek krve.
[177]

b) Hodnoceni zZivotniho prostredi
Vy8e zminéné pesticidy a karbamaty se bézné pouzivaji v zemédélstvi.
Mohou se tedy snadno dostat do ovzdus$i, vody nebo kontaminovat potraviny. Svym

toxickym uc€inkem inhibuji ChE u bezobratlych i obratlovcd. Tyto pesticidy jsou

pomérné tékaveé, ale jejich inhibujici u€inky mohou pretrvavat déle. [178, 179]
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2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zavést spektrofotometrickou metodu
s vyuzitim dithiodipyridinu jako chromogenu, aby ji bylo mozné pouzit pro testovani

inhibitord cholinesteraz s pouzitim erytrocytu jako zdroje AChE.

Dithiodipyridin byl testovan z dlvodu své absorp&ni vinové délky, pfi které
nebyl vysledek ovlivnén absorpci hemoglobinu. Diky tomu Ize pouzit vice

koncentrované vzorky krve nez pfi pouziti DTNB a docilit tim lepSi pfesnosti detekce.

DalSim ukolem bylo stanoveni inhibicni ucinnosti u deseti bis(pyridiniovych)
soli a jejich porovnani se standardy (galantamin, rivastigmin, takrin). Dale stanovit
typ inhibice a rozdélovaci koeficient spolu s topologickou molekularni polarni

povrchovou plochou.
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3 EXPERIMENTALNi CAST

3.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Acetylthiocholin jodid (Sigma Aldrich s.r.o., Ceska republika)

- Navazka 28,92 mg ATCh byla rozpusténa v 1 ml fosfatového pufru (0,1M,
pH 7,4). Takto pfipraveny roztok (0,1M) byl podle potfeby méfeni dale
fedén fosfatovy pufrem.

Demineralizovana voda

Dimethylsulfoxid — DMSO (Penta, Ceska republika)

- Organické rozpoustédlo pouzito pro rozpousténi vzorkd inhibitoru.

4.,4'-dithiodipyridin - PDS (Sigma Aldrich s.r.o., Ceska republika)

- Roztok PDS byl rozpustén v destilované vodé s pfidavkem etanolu (1%
etanol v RS) a vysledna koncentrace byla 1mM.

- Chemicka struktura PDS je uvedena na obrazku 6.

7 —
N \S—S \/N

Obrazek 6 Struktura PDS [180]

Erytrocyty od dobrovolnych darct

- Krev pro ziskani erytrocytd byla zpracovana dle postupu uvedeného
v kapitole 3.3.

- Pro analyzu byly pouzity erytrocyty fedéné v poméru 1:4.

Fosfatovy pufr (0,1M, pH 7,4)

- 11,49 g Na2HPO4 bylo rozpusténo v 810 ml destilované vody
- 3,4 g KH2PO4 rozpusténo v 250 ml destilované vody
- roztok KH2PO4 byl pomalu pfidavan k Na2HPO4az do pH 7,4

Inhibitory €. 1-10
Latky byly pfipraveny a jejich Cistota byla ovéfena na Farmaceutické
fakulté v Hradci Kralové pod vedenim doc. PharmDr. Martina Kratkého,
Ph.D.
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- Testované inhibitory byly rozpusténé v DMSO na koncentraci 0,01M
a nasledné fedény destilovanou vodou dle potfeby. Seznam testovanych
inhibitord je uveden v tabulce 1.

1-oktanol (Sigma-Aldrich Praha, CR)

Standardy:

Rivastigmin tartat, (Sigma Aldrich s.r.o., Ceska republika)

Takrin hydrochlorid, (Sigma Aldrich s.r.o., Ceska republika)

Galantamin hydrobromid, (Sigma Aldrich s.r.o., Ceska republika)

Standardy byli rozpousténé v destilované vodé na koncentraci 0,02M

a nasledné fedény dle potfeby méfeni.

Tabulka 1 Testované inhibitory, obecna struktura a pouZité substituenty.

Cislo inhibitoru R

(CH3)g
/®+/ \®\
R™ NF R

CH20H

OH

COOH

CN

Et

Me

COOMe

COMe

O© | 0| N OO0 |W|IDN|PF

CH2CeHs

[ERN
o

OMe

3.2 Pristroje a pomucky:

centrifuga (Eppendorf 5804/5804 R, Némecko)
centrifuga MPW-56 (Unimed, Praha)
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e spektrofotometr Agilent 8453, UV/VIS (Agilent Technologies, Némecko)
¢ vortex (Heidolph multi reax, Némecko)

e sklenéné kyvety — vnitfni primér 1 cm

e mikropipety (Eppendorf, Némecko)

e odmérné bariky, kadinky, plastové zkumavky

3.3 Zpracovani krve

Postup:

Cerstva krev byla odebrana zdravym dobrovolnym darcim do odbé&rovych

zkumavek s obsahem EDTA.

Pomoci centrifugy byly krevni bufky oddéleny od plazmy. Centrifugace byla
provadéna pfi 3000 otackach za minutu. Teplota byla nastavena na 4 °C a cyklus
trval 15 minut. Oddélena plazma byla odpipetovana do plastovych mikrozkumavek
a v mrazaku uchovavana pfi -80 °C. Blanka nad vrstvou erytrocytu, obsahujici

leukocyty a trombocyty, byla odstranéna do biologického odpadu.

Erytrocyty byly fedény redestilovanou vodou v poméru 1:3. Takto upravené
erytrocyty byly opét centrifugovany pfi 3000 otackach za minutu. Teplota byla
nastavena opét na 4 °C, ale doba centrifugace byla prodlouzena na 20 minut.
Nasledné byly erytrocyty dle potfeby analyzy nafedény a rozpipetovany do
plastovych mikrozkumavek. Byly uchovany v mrazaku pfi teploté -80 °C pro pozdé&jsi

analyzu.

3.4 Testovani reakénich podminek

V prvnim kroku se stanovovaly optimalni podminky, kdy byla sledovana rizna

koncentrace substratu, €inidla PDS a erytrocytu.

Tyto parametry byly testovany za ucCelem ziskani optimalnich podminek
pro spektrofotometrické méfeni aktivity cholinesteraz. Jako chromogenni Cinidlo pfi

reakcich slouzil roztok PDS.
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Pro jednotlivd méfeni byly nastaveny nize uvedené podminky a byla méfena

zavislost absorbance (A) na Case (t):

e vinova délka 324 nm

e doba analyzy 150 s

e start time (odlozeny start) 5 s
e interval méfeni 5 s

e celkovy objem reakcni smési 1000 pl

3.4.1 Testovani rizné koncentrace substratu ATCh

Postup:

e Srovnavaci roztok:

Do sklenéné kyvety bylo napipetovano 50 yl PDS (1mM), 945 pl fosfatového
pufru (0,1M, pH 7,4) a 5 pl erytrocytl (fedéni 1:4). Smés byla inkubovana 2 minuty

pfi pokojové teploté a poté vliozena do spektrofotometru.

e \zorek:

Do kyvety bylo napipetovano 50 ul PDS (1mM), 845 ul fosfatového pufru
(0,1M, pH 7,4) a 5 pl erytrocytl (fedéni 1:4). Po dvou minutach inkubace byl vzorek
vloZen do spektrofotometru a pfi spusténi analyzy bylo rychle napipetovano 100 pl
prislusné koncentrace substratu (ATCh). Tim byla spusténa enzymaticka reakce.
Celkem bylo testovano 7 rliznych koncentraci substratu v rozmezi 3.10° az 2.10*M
a kazda koncentrace byla méfena alespon dvakrat. Nasledné byl sestrojen graf

zavislosti rychlosti na koncentraci substratu a koncentraci PDS (obrazek 8).

3.4.2 Testovani ruznych koncentraci ¢inidla PDS

Postup:

e Srovnavaci roztok:

Pfislusny objem PDS (1mM) byl pipetovan podle zvolené vysledné

koncentrace v celkové reakéni smeési. Knému bylo pfidano 5 pl erytrocytd
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(fedényl:4). Celkovy objem byl doplnén fosfatovym pufrem (0,1M, pH 7,4) na 1000
Ml. Inkubace probihala 2 minuty. Pro kazdou testovanou koncentraci PDS byl

pfipraven novy srovnavaci roztok.
e Vzorek:

K testovanému objemu PDS (1mM) bylo pfidano 5 pl erytrocytl (fedény 1:4).
Fosfatovym pufrem (0,1M, pH 7,4) byl objem doplnén na 900 pl. Po 2minutové
inkubaci bylo pfidano k reakéni smési 100 yl ATCh o pozZadované koncentraci
vrozmezi 3.10° az 2.10“M. Koncentrace PDS vreakéni smési byly zvoleny
v rozmezi od 2,5.10° do 7,5.10°°M. Celkem bylo testovanych 6 rliznych koncentraci
PDS, a to v duplikatu. Vyhodnoceni probihalo spole¢né s testovanim koncentrace
ATCh (obrazek 8).

3.4.3 Testovani riznych koncentraci erytrocytu

Postup:

e Srovnavaci roztok:

Do kyvety bylo napipetovano 50 ul PDS (1mM) a testovany objem erytrocytu
(fedény 1:4). Objem byl doplnén fosfatovym pufrem (0,1M, pH 7,4) na 1000 pl. Pro

kazdy testovany objem erytrocytl byl pfipraven novy srovnavaci roztok.
e Vzorek:

K 50 ul roztoku PDS (1mM) byl pfidan pfislusny objem erytrocytu (fedény 1:4).
Fosfatovym pufrem (0,1M, pH 7,4) byl objem dopInén na 900 pl. Po spusténi analyzy
bylo k reakéni smési napipetovano 100 pl ATCh vrozmezi koncentraci 3.10°
az 2.10M.

Testovany byly 4 objemy erytrocyt, a to 5, 7, 10 a 15 ul. Byla sestrojena
zavislost rychlosti reakce na koncentraci substratu a objemu erytrocytl (obrazek 9).
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3.5 Testovani inhibi¢ni G¢innosti vybranych inhibitorl a standardu

Priprava standardu a testovanych inhibitoru:

Jednotlivé standardy a vzorky inhibitord (1-10) byly pro potfeby analyzy

nafedény destilovanou vodou na pozadovanou koncentraci.
Postup:

e Srovnavaci roztok:

K50 pl PDS (1mM) bylo pfidano 940 ul fosfatového pufru (0,1M, pH 7,4)
a 10 ul erytrocytu (fedény 1:4). Inkubace probihala 2 minuty. Srovnavaci roztok byl

pro vSechny testované inhibitory stejny.

e Neinhibovana reakce:

Do kyvety bylo napipetovano 50 yl PDS (I1mM), 840 ul fosfatového pufru
(0,1M, pH 7,4) a 10 pl erytrocytl (fedény 1:4). Smés byla inkubovana 2 minuty. Po
spusténi analyzy bylo pfidano 100 ul substratu (2.10-3M). Neinhibovana reakce byla

zmeérena 3X.

e |nhibovana reakce:

Bylo pipetovano 50 ul PDS (1mM) a 10 ul erytrocytd (fedény 1:4). Nasledné
byl ke smési pfidan roztok standardu nebo testovaného inhibitoru 1-10 dle testované
koncentrace. Koncentraéni rozmezi je uvedeno v tabulce 2. Objem byl doplnén na
900 pl fosfatovym pufrem (0,1M, pH 7,4). Inkubace trvala 2 minuty. Na zacatku
analyzy bylo pfidano 100 yl ATCh (2.103M). Bylo testovano 5 riznych koncentraci
od kazdého standardu a inhibitoru. Kazda koncentrace inhibitoru/standardu byla

proméfena 3X.

Ze ziskanych hodnot absorbanci byla vypocitana reakéni rychlost, jako zména
absorbance za urcity Cas. Nasledné byl vypocitan pomér reakCnich rychlosti
neinhibované reakce (Vo) k inhibované reakci (vi). Byl sestrojen graf zavislosti poméru

reakénich rychlosti na koncentraci inhibitoru v reakéni smési. Z rovnice regrese byla
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vypocitana 50% inhibi¢ni koncentrace (ICso). Jeji hodnota se rovna koncentraci

inhibitoru, ktera snizi rychlost enzymatické reakce na 50 %. [181]

Tabulka 2 Koncentracni rozmezi standardyd a vzork( inhibitort

Inhibitor Koncentra¢ni rozmezi (M)
1 1,5.10%-10.108
2 4.107-2.10°
3 1.107-1,5.10°
4 6.108-1,5.107
5 1,5.108-4.10%
6 1.108-1.107
7 1,5.10%-2,5.107
8 3.106-1.10°
9 1,5.10°-2.10®
10 2.107-2,5.10°
Takrin 1.108-5.108
Galantamin 3.10%-1,5.107
Rivastigmin 1.10°-5.10°

3.6 Stanoveni typu inhibice

Typ inhibice byl stanoven u vzorku &islo 1. Pro analyzu byly pouzity 4 rizné
koncentrace ATCh: 1.10%4, 1,5.10%, 2.10* a 3.10*M. Pfi kazdé koncentraci ATCh
bylo testovano 5 rlznych koncentraci inhibitoru v koncentraénim rozmezi od 1,5.108
do 9,8.108M. K reakéni smési bylo pfidano vzdy 5 pl erytrocytl (1:4) Z vypoditanych
hodnot rychlosti neinhibované reakce vo a inhibované reakce vi, byly ur€eny jejich
pfevracené hodnoty 1/vo a 1/vi. Byla sestrojena graficka zavislost prevracené
hodnoty rychlosti reakce na pFevracené hodnoté koncentrace substratu 1/[S]

(tj. vynos podle Lineweavera a Burka), jak je znazornéno na obrazku 10.

Podle vysledného grafu a vypocitanych hodnot Michaelisovy konstanty Kwm
a mezni rychlosti Vmax byl ur€en typ inhibice.
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Postup:

Postup méreni byl stejny jako u testovani inhibiCni u€innosti. Podrobny popis

je uveden v kapitole 3.5.

3.7 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu v systému n-oktanol:voda

Rozdélovaci koeficient (logP) predstavuje pomér koncentraci latek
rozpusténych v systému dvou nemisitelnych rozpoustédel. Popisuje lipofilitu latky.

v v

v organické fazi. [182]

Rozdélovaci koeficient je bezrozmérna veli€ina. VétSinou je vyjadiena
Vv logaritmickém tvaru. Jeho hodnota zavisi na okolnich podminkach a urCuje
schopnost prostupu pfes biologické membrany. Rozpustnost ve vodé je vSak take
dulezita vlastnost, protoze dopravu IéCiva na misto potfeby zprostfedkovava krev.

Pokud je vSak léCivo velmi rozpustné ve vodé, sniZuje se jeho doba ucinku. [183]

Lipinski a kol. definovali tzv. Lipinského pravidlo 5. To znamena, Ze aby byla

latka hodnocena jako ucinna, méla by splfiovat nasledujici kritéria:

e molekulova hmotnost < 500
e logP<5
e <5 skupin v molekule, které jsou schopné pfedat atom vodiku

e <10 skupin, které pfijmou vodikové atomy a vytvofi vodikoveé vazby. [183]
Postup:

e Srovnavaci roztok:

Pro spektrofotometrické stanoveni absorbance byl pouzit jako srovnavaci roztok

1 ml n-oktanolu.

e Stanoveni koncentrace inhibitoru v oktanolové fazi:

K 1,5 ml n-oktanolu bylo pfidano 10 ul daného inhibitoru, ktery byl nafedén
na koncentraci 1.10°M roztokem DMSO. Zkumavky byly intenzivné protfepavany po
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dobu 15 minut. Ze smési byl nasledné odpipetovan 1 ml do kyvety. Byla zméfena
absorbance A1, ktera odpovida 100 % inhibitoru v organické fazi. Vinova délka byla

nastavena podle absorpcniho maxima inhibitoru. Kazdy vzorek byl vyhodnocen 2x.

e Stanoveni koncentrace inhibitoru ve vodné fazi:

Do kazdé zkumavky Dbyly pfipraveny 3 ml smési n-oktanolu
a demineralizované vody v poméru 1:1. Ke smési bylo pipetovano 10 ul roztoku
inhibitord o koncentraci 1.102M. Zkumavky byly 15 minut intenzivné protfepavany.
Nasledovala 10minutova centrifugace pfi 3000 otaCek za minutu. Do pfipravenych
kyvet byl odpipetovan 1 ml vrchni oktanolové vrstvy a byla zméfena jeji absorbance
A2. Hodnota absorbance odpovidala procentualnimu obsahu inhibitoru v organické
fazi. Obsah inhibitoru ve vodné fazi byl uren  dopocitanim
do 100 %. Dale byla vypocitana hodnota logP pro jednotlivé inhibitory jako pomér

koncentrace inhibitoru v organické fazi ke koncentraci ve vodné fazi.

Stanoveni rozdélovaciho koeficientu bylo provedeno pro vSechny standardy

a testované inhibitory.

3.8 Stanoveni topologické molekularni polarni povrchové plochy

Topologicka molekularni polarni povrchova plocha (tPSA) pfedstavuje vedle
lipofility jednu z vyznamnych vlastnosti oralné podavaného léCiva, aby bylo dosazeno
co nejvice spravného ucinku. Vypocet vychazi z 2D struktury molekuly. Lze jim zjistit,
zda ma molekula schopnost vytvaret vodikové mustky, které umoznuji absorpci ve
stfevech a prostup pfes hematoencefalickou bariéru. Polarni povrch molekuly
oznacuje soucet povrchu polarnich atomu v molekule. Rozmér je udavan v jednotce
A2 pficemz 1 A = 1010 m. Latky se zvySenou propustnosti pfes biologické membrany
maji hodnotu tPSA mensi nebo rovnu 70 A2, [183]

VypocCet tPSA pro dané inhibitory byl proveden spole¢né s rozdélovacim

koeficientem pomoci programu ChemDraw (kapitola 3.7).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Testovani reakénich podminek

Jak je uvedeno v kapitole 3.4, byly testovany rizné podminky pro stanoveni
aktivity a inhibice AChE zlidskych erytrocytu. Méfeni probihalo pomoci
spektrofotometrické metody, kde jako chromogen slouzil roztok PDS. Absorbance
byla méfena pfi vinové délce 324 nm. Byly testovany rdzné koncentrace ATCh, PDS
a erytrocytd. Vhodnost testovanych podminek byla posuzovana dle reakénich

rychlosti. Zavislost zmény absorbance na Case reakce je znazornéna na obrazku 7.
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Obrazek 7 Zavislost absorbance na case reakce

V tomto pfFipadé bylo testovano 50 pyl PDS (1mM), 5 ul erytrocytl (fedéni 1:4)
a ruzné koncentrace ATCh. Podle prubéhu reakce bylo poté vybrano nékolik
koncentraci ATCh pro dal$i testovani. Se zvySujici se koncentraci substratu dochazi

pfi stejnych podminkach k nardstu hodnot absorbance.

4.1.1 Testovani raznych koncentraci substratu a PDS

Podrobny postup méfeni je uveden v kapitole 3.4.1 a 3.4.2. Pfi analyze byl

pouzivan objem 5 pl erytrocytll (fedény 1:4).
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Z hlediska toho, Ze se zvySujicim se objemem erytrocytl byla odezva méreni
témeér stejna, byl pro dalSi testovani zvolen objem 5 pl. Vysledny graf je znazornén

na obrazku 8.
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Obrazek 8 Zavislost rychlosti reakce na koncentraci ATCh a PDS

Z grafu je patrné, Ze pokud roste koncentrace substratu, zvySuje se u vétSiny
pfipadl i rychlost reakce. NejvysSich hodnot rychlosti je dosazeno pfi koncentraci
ATCh 2.10*M spole¢né s koncentracemi PDS 5.10°, 6.10° a 7,5.10°M. Proto byla

tato koncentrace substratu vyuzivana v dalSich méfenich této prace.

Néktefi autofi ve svych pracich uvadi koncentraci PDS 8.10°M [184, 185]

Nam se podafilo ziskat relevantni vysledky pfi niz8i koncentraci PDS, konkrétné
5.10°M. P¥i pouziti této koncentrace dosahovala rychlost reakce ve vétSiné pfipadu
pfi pouziti riznych koncentraci ATCh nejvys$Sich hodnot vuci ostatnim koncentracim

PDS a proto byla vybrana pro dalSi testovani.
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4.1.2 Testovani riznych koncentraci erytrocytu

Pro ur€eni optimalni koncentrace erytrocytu byly testovany celkem 4 ruzné
objemy podle postupu v kapitole 3.4.3. Pfi reakcich byl pouzZivan roztok PDS

o koncentraci 5.10°M, ktera vysla z predchoziho testovani jako optimaini.

Kazdé mérfeni bylo provedeno vzdy 3x. Z hodnot absorbanci byly vypocitany
rychlosti reakci. Z jejich primérnych hodnot byl sestrojen graf zavislosti rychlosti

reakce na koncentraci ATCh a objemu erytrocytl (obrazek 9).

Rychlost reakce

¢ (ATCh) [M]

Obrazek 9 Zavislost rychlosti reakce na objemu erytrocytt a koncentraci ATCh

Z grafu na obrazku 9 lze vycCist, Zze pfi pouziti 5, 7 a 10 yl erytrocythd byly
rychlosti reakci pfi dané koncentraci substratu pfiblizné stejné. U objemu 15 pl
erytrocytll vSak doslo K jejich vyraznému poklesu. Tenhle pokles reakéni rychlosti
muze byt zpusoben skute€nosti, Ze pfi tomto objemu erytrocytd dochazelo pfi méreni
k ¢astecné nelinearnimu prubéhu reakce. Tato skute¢nost mohla byt zpUsobena

vy$Si koncentraci hemoglobinu. Proto se jako vhodné mnozstvi erytrocytd pro dalSi
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méreni vybral objem 5 pl, a to hlavné z dlivodu, Ze odezva u jinych objemu erytrocytu

se vyznamneé neliSila. Proto byl vybran co nejnizsi objem erytrocyta.

V pfedchozim méfeni, kdy byla testovana optimalni koncentrace substratu,
byla pro méfeni vybrana koncentrace 2.10*M. U objemu 5 pl erytrocytll dosahuje

tato koncentrace ATCh nejvyssi hodnoty rychlosti reakce.

Dale je mozné si vSimnout, Ze nejvySsi pouzita koncentrace ATCh s hodnotou
8.10M, zpusobila snizeni reakéni rychlosti u vSech testovanych objemu erytrocytl
oproti predchozi nizSi koncentraci. Je tedy mozné zhodnotit, Zze u vySSich
koncentraci ATCh nez je 5.10“*M dochazi k substratové inhibici. Tenhle jev je ¢asto
diskutovan i v literature. [186—189]

4.2 Testovani inhibic¢ni ucinnosti

Celkem byla spektrofotometrickou metodou méfena zména absorbance
v Case pro ruzné koncentrace 10 bispyridiniovych soli a 3 standardd. Ze zavislosti
A vs. tneinhibovanych a inhibovanych reakci byl vypolten pomér reakénich
rychlosti, ktery slouZil pro sestrojeni grafické zavislosti, a nasledné byla vypoctena

inhibiéni koncentrace vSech testovanych latek. Detailni popis stanoveni ICso je

uveden v kapitole 3.5.

Jednotlivé grafy vyhodnoceni standardl jsou znazornény na obrazcich 10

(galantamin), 11 (rivastigmin) a 12 (takrin).
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1,6
14
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

y = 5E+06x + 1,023
R? =0,9949

y = 5E+06x + 1,0106
R? =0,9942

0

2E-08  4E-08 6E-08 8E-08 0,0000001 1,2E-07 1,4E-07
¢ (inhibitoru) [M]

Obrazek 10 Zavislost poméru reakc¢nich rychlosti na koncentraci galantaminu

Volv,

1,8
1,6
14
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

y = 2E+07x + 0,998

| 2=0,97
y = 2E+07x + 1,0011

1 R2 = 0,9639

0 1E-08 2E-08 3E-08 4E-08 5E-08 6E-08

¢ (inhibitoru) [M]

Obrazek 11 Zavislost poméru reakénich rychlosti na koncentraci rivastigminu
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1,8 -

1,6

14 -
y = 13166x + 1,0148
12 - : R?=0,9975

1
y = 13061x + 1,0251

0,8 - R? = 0,9846

VolV;

0,6 -
0,4

0,2 -

0 T T T T T 1
0,00E+00 1,00E-05 2,00E-05 3,00E-05 4,00E-05 5,00E-05 6,00E-05

c (inhibitoru) [M]

Obrazek 12 Zavislost poméru reakcénich rychlosti na koncentraci takrinu

Z rovnic regrese pFimkové zavislosti jednotlivych grafd byla vypocitana
hodnota ICso jako X, kdy y = 2 (podle definice ICso). Pomoci Excelu byla vypocitana

i smérodatna odchylka.

Zde je uveden pfiklad vypoctu ICso pro rivastigmin:

a)
y = 13166x + 1,0148
2 =13166x + 1,0148
x=748.10""M
b)

y = 13061x + 1,0251
2 = 13061x + 1,0251
x=746.10"°M

Priamér ICey = 7.47.10°° M
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Stejnym zpusobem byly vyhodnoceny i vSechny dalSi standardy a testované
inhibitory s Cislem 1-10. Na obrazku 13 je znazornéna zavislost poméru rychlosti

reakci na koncentraci inhibitoru &islo 10.

2,5

15 -

= y = 473624x + 1,0521
>, R? = 0,9923
y = 473532x + 1,047
0,5 - R? = 0,9833
O T T T T 1

0 0,0000005 0,000001 0,0000015 0,000002 0,0000025
c (inhibitoru) [M]

Obrazek 13 Zavislost poméru reakcnich rychlosti na koncentraci inhibitoru ¢. 10

Vysledné hodnoty inhibi¢nich koncentraci ICso pro vSechny vzorky a standardy

vCetné smérodatnych odchylek jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3 Vysledné hodnoty ICso

Inhibitor ICs0 (MM) = STD

0,09 + 0,01
1,27 + 0,06
1,10 £ 0,03
0,25 + 0,01
0,05 + 0,01
0,10 £ 0,01
0,30 + 0,001
19,03 + 0,41

0 INO | O~ WIN|RF
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Tabulka 3 (pokracovani) Vysledné hodnoty ICso

Inhibitor ICs0 (M) £ STD
9 0,01 + 0,001
10 2,01 £ 0,01
Galantamin 0,20 + 0,01
Rivastigmin 74,74 £ 0,13
Takrin 0,05 + 0,001

VSechny testované latky, které byly pouzity v experimentu, zpusobovali inhibici

AChE. Reakéni rychlost se snizovala s rostouci koncentraci jednotlivych inhibitoru.

Cim mensi je hodnota ICso, tim je inhibitor uginn&jsi. Z 10 testovanych
inhibitord ma podle vysledku nejlepsi inhibi¢ni uc€innost vzorek &islo 9 (1,1'-(nonan-
1,9-diyl)bis(4-benzylpyridin-1-ium)). Za dalSi velmi dobré inhibitory lze povazovat
vzorky s Cislem 1, 5 a 6. Vzorek 5 ma stejnou inhibi¢ni uc€innost jako takrin. Naproti
tomu vzorek C¢cislo 8 (1,1'-(nonan-1,9-diyl)bis(4-acetylpyridin-1-ium)) vykazoval
nejnizsi inhibici ze vSech testovanych vzorkd. Ani jeden inhibitor vSak nebyl méné

ucinny nez Rivastigmin.

V porovnani se standardy vykazuji testované latky pfiznivé hodnoty ICso. Proto
Ize Fici, ze jsou ucinnymi inhibitory a Ize je povazovat za potencialni |&Civa, ktera by
se mohla vyuZzit pfi 1éEbé Alzheimerovy choroby. Nicméné je potfeba provést dalSi
testovani téchto latek, at uz na karcinogennost nebo dalSi faktory, které by mohly mit

vliv na lidské zdravi.

4.3 Stanoveni typu inhibice

Pro urceni typu inhibice byl pouZit inhibitor €islo 1 (1,1'(nonan-1,9-diyl)bis(4-
methoxypyridin-1-ium)). Celkem bylo testovano 5 rlznych koncentraci inhibitoru pfi
4 rlznych koncentracich ATCh. Pfi stanoveni reakénich rychlosti bylo postupovano

stejné jako pfi urCeni inhibicni koncentrace. Podrobny popis je uveden v kapitole 3.6.

Vysledna zavislost pfevracené hodnoty rychlosti na pfevracené hodnoté

koncentrace substratu pro inhibitor €. 1 je znazornén na obrazku 14.
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400 +

1iv
350 - [1] 7,80.108 M
=" [1]5,85.108 M
4 [113,90.108M
250 - 0 [1]1,95.108 M

.......... 4 Bez inhibitoru

D

-1,25E+04 -7,50E+03 -2,50E+03 2,50E+03 7,50E+03 1,25E+04

1/[S]

Obrazek 14 Priklad vyhodnoceni typu inhibice pro inhibitor €. 1

Podle mista, kde se setkavaji spojnice bodu, Ize ur€it, o jaky typ inhibice se
jedna. V tomto pfipadé jde o smiSenou inhibici, protoze se pfimky protinaji mimo osy
x ay.[190]

Z rovnic regrese pro jednotlivé zavislosti byly vypocitany kinetické parametry
Kvm a Vmax, které mimo grafického vyhodnoceni také slouzi pro vyhodnoceni typu

inhibice. Vypocitané hodnoty kinetickych parametri jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 Kinetické parametry

Koncentrace inhibitoru K (M) Vmax (s71)
(M)

7,80.10-8 6,99.10° 5,03.103

5,85.10-8 6,70.10° 5,36.10°

3,90.10-8 5,84.10° 5,78.10°

1,95.10-8 5,73.10° 6,03.10°%

0 5,03.10° 6,54.10°
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Z tabulky 4 lze vycCist, Ze pokud se zvySuje koncentrace inhibitoru v reakéni
smési, zvySuji se i hodnoty Km. Naopak parametr Vmax se snizuje. Proto je hodnota
Vmax U neinhibované reakce nejvysSi. Pomér Km a Vmax se méni s koncentraci
inhibitoru. Z obecnych znalosti o typu inhibice lze usoudit, Ze se opravdu jedna

o smiSeny inhibitor. [190]

Jelikoz jsou vSechny testované inhibitory strukturné velmi podobné, da se

predpokladat, Ze vSechny tyto latky pusobi na principu smiSené inhibice.

Inhibitory, které zpusobuji smiSenou inhibici, vykazuji odliSnou afinitu
k volnému enzymu a ke komplexu enzym-substrat. Ve vétSiné pfipadd se takovyto
inhibitor vaze do alosterického mista. Hodnota Ku se zvySuje kvuli tomu, Ze inhibitor
naruSuje vazbu mezi substratem a enzymem. Inhibitor navic zabrarnuje katalyze,

proto hodnota Vmax klesa s rostouci koncentraci inhibitoru v reakéni smési. [189]

4.4 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu

Rozdélovaci koeficient logP byl stanoven u vSech standardui i testovanych
inhibitord. Postup je uveden v kapitole 3.7. Stanoveni probihalo jak experimentalné,
tak pomoci pocitaCovych programi ChemDraw a ChemSketch. U experimentalnich

dat byla také vypocitana smérodatna odchylka.

Vysledné hodnoty rozdélovaciho koeficientu vyjadfené pomoci logaritmického

tvaru pro tfi standardy a 10 testovanych inhibitor(i jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5 Rozdélovaci koeficient pro testované latky a standardy

Inhibitor explgr?rFr:ent Che:sgietch Ch(la(r)r?graw
1 -6,92 + 0,59 -7,31 -6,57
2 -4,85 + 0,48 -6,41 -3,97
3 -5,22 + 0,63 -5,59 -4,99
4 -5,99 + 0,47 -6,06 -6,52
5 -3,48 £ 0,31 -2,95 -3,33
6 -4,30 + 0,30 -4,02 -4,39
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Tabulka 5 (pokracovani) Rozdélovaci koeficient pro testované latky a standardy

Inhibitor explgr?rI:lent che:sgietch Ché(r)r?graw

7 -5,13+ 1,18 -4,98 -5,45

8 -5,69 £ 0,52 -6,04 -5,81

9 -1,21 £ 0,009 -0,96 -1,26

10 -4,83 £ 0,36 -5,11 -4,25
Galantamin 1,43+ 0,10 1,74 0,23
Rivastigmin 1,21 +£0,21 2,14 1,40
Takrin 2,45+ 0,25 3,32 1,80

Z tabulky 5 je zfejmé, Ze experiment byl proveden spravné, protoze

experimentalni hodnoty jsou pfiblizné stejné, jako vysledky z pocitacovych programu.

Vysledné zaporné hodnoty u jednotlivych inhibitorl prokazuji, ze se jedna
o velmi hydrofilni latky. Nékteré z nich byly specialné navrzeny tak, aby dosahly
urcité hydrofility a byly dobfe rozpustné ve vodném prostfedi. To naznacuje i fakt, ze
se strukturné jedna o soli. VSechny testované inhibitory jsou vice hydrofilni nez

standardy.

Ze vzorkl vykazuje nevySsi hydrofilitu inhibitor &islo 1. Také vzorky 4 (1,1'-
(1,1'-(nonan-1,9-diyl)bis(4-
acetylpyridin-1-ium)) jsou velmi hydrofilni. Z toho vyplyva, Zze vSechny inhibitory byly

(nonan-1,9-diyl)bis(4-kyanopyridin-1-ium)) a 8

vice rozpustné ve vodné fazi nez v n-oktanolu.

4.5 Stanoveni topologické molekularni polarni povrchové plochy

Jak jiz bylo napsano v kapitole 3.8, tPSA urcuje propustnost pres biologické
membrany. Je to dulezita vlastnost léCivych latek. Proto byl u standardd a vSech

testovanych inhibitor stanoven tento parametr.

Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu ChemDraw, spolu

s rozdélovacim koeficientem. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6 Topologicka molekularni polarni povrchova plocha

tPSA (A2
ChemDraw

46,48
46,48
80,62
53,60
6,02
6,02
58,62
40,16
6,02

10 24,48
Galantamin 41,93

Inhibitor

© | 0| N ||~ W |DN|PF

Rivastigmin 32,78
Takrin 0

Latka, ktera ma hodnotu tPSA nizsi nez 70 A2, jak je uvedeno v kapitole 3.8, je
dobfe propustna pFes biologickou membranu. Tuto podminku splfuji standardy
i v8echny testované inhibitory, s vyjimkou latky Ccislo 3, ktera ma sniZenou

propustnost.

Velmi zvySenou propustnost pres biologické membrany maji latky s Cislem 5,

6 a 9. Ostatni latky maji podobnou miru prostupnosti jako standardy.
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5 ZAVER

Cilem prace bylo nastavit optimalni reakéni podminky pro stanoveni inhibice
AChE z lidskych erytrocytu. Jako optimalni byla vybrana koncentrace substratu
ATCh 2.10* M a koncentrace PDS 5.10°° M pfi objemu 5 pl erytrocytd.

Byly porovnany inhibiéni ucinnosti deseti bispyridiniovych soli se standardy.
Pouzité standardy, konkrétné galantamin a rivastigmin, se pouzivaji pfi |écbé
Alzheimerovy choroby. NejlepSi inhibi¢ni ucinek vykazoval vzorek cCislo 9 (1,1'-
(nonan-1,9-diyl)bis(4-benzylpyridin-1-ium)), jehoz hodnota 1Cs0 0,01 + 0,001 uM byla

v v

v v,

vzorkt méla podobné hodnoty ICso jako takrin a galantamin.

Grafickym vyhodnocenim a uréenim kinetickych parametrd bylo prokazano, ze

testované inhibitory vykazovaly smiSeny typ inhibice.

Pomoci rozdélovaciho koeficientu bylo prokazano, Ze vSechny testované
inhibitory jsou vice hydrofilni nez standardy. Nejvice hydrofilni byl vzorek 1

(1,1'(nonan-1,9-diyl)bis(4-methoxypyridin-1-ium)), jehoz hodnota logP byla -6,92.

Inhibitory byly také testovany na prostupnost biologickymi membranami.

Kromé vzorku €islo 3, vykazuji inhibitory dobrou prostupnost.

Zavérem lze fici, ze testovana metoda se ukazala jako vhodna pro stanoveni
aktivity cholinesteraz. VSechny testované inhibitory zpUsobovaly dobrou inhibici
lidské acetylcholinesterazy. Proto mohou byt dale testovany jako potencialni IéCiva

pro néktera neurodegenerativni onemocnéni.
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