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ANOTACE

Teoreticka Cast se tyka cholinesteraz, jejich struktury, funkce, inhibitor, metod stanoveni a
také uplatnéni inhibitord cholinesteraz pii 16¢bé Alzheimerovy choroby. Experimentalni ¢ast je
vénovana optimalizaci podminek pro stanoveni inhibice a nésledné¢ samotnému stanoveni
inhibi¢ni G¢innosti, toto vSe s pouzitim dvou riznych substrati — acetylthiocholinu a
indoxylacetatu. Prace obsahuje také stanoveni rozd€lovaciho koeficientu spolu s polarni

povrchovou plochou molekuly.
KLICOVA SLOVA

Cholinesteraza, inhibitory cholinesteraz, Alzheimerova choroba, Ellmanova metoda,

indoxylacetat
ANNOTATION

The theoretical part deals with cholinesterases, their structure, function, inhibitors, methods of
determination and also using of cholinesterase inhibitors in the treatment of Alzheimer's
disease. The experimental part is devoted to the optimization of conditions for the determination
of inhibition and subsequently to the determination of the inhibitory efficacy, all with the
possibility of two different substrates — acetylthiocholine and indoxylacetate. It also includes

the determination of the partition coefficient along with the polar surface area of the molecule.
KEYWORDS

Cholinesterase, inhibitors of cholinesterases, Alzheimer's disease, Ellman’s method,

indoxylacetate
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UvVoD
Do skupiny cholinesteraz se fadi acetylcholinesteraza (ACHE) a butyrylcholinesteraza
(BCHE). Butyrylcholinesteraza je plazmovy enzym, ktery nema zadny vyznam v nervovém
systému. Naproti tomu ACHE hraje dulezitou roli pfi pfenosu nervového vzruchu. Rozklada
totiz acetylcholin (ACH) v synapsich a nervosvalovych ploténkach, ktery funguje jako

neurotransmiter a tim ukonc¢uje pienos nervového signalu [1, 2].

Existuje fada pfirodnich i syntetickych latek, které inhibuji cholinesterdzy v misté jejich
pusobeni a zabraiuji tak rozkladu ACH. Tyto latky se proto velmi ¢asto pouzivaji pro 1écbu

neurodegenerativnich onemocnéni, jako je napi. Alzheimerova choroba (AD) [3].

Alzheimerova choroba je onemocnéni nervového systému, které se objevuje predev§im po
65. roce zivota. Dulezitym znakem je dysfunkce cholinergniho systému a snizena produkce
acetylcholinu. Tomu Ize ptedejit pasobenim inhibitort ACHE, coz vede ke zlepSeni
kognitivnich funkci jako je pamét’, uceni a orientace. Stéle je fe€ pouze o zmirnéni symptomu

a zpomaleni prib&hu onemocnéni, tplné vyléceni zatim neni mozné [3].

Pro stanoveni aktivity ACHE a jejich inhibitori se pouziva Siroké spektrum metod —
spektrofotometrické, fluorimetrické, zalozené na zméné pH, biosenzory a dalSi. Nejvice
pouzivanou metodou na spektrofotometrické bazi je vSak tzv. Ellmanova metoda. Metody
stanoveni aktivity a inhibice cholinesterdz maji vyuziti nejen v medicing, ale 1 farmakologii,

zeméd¢lstvi ¢i armadé [4].
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1 CHOLINESTERAZY

Acetylcholinesteraza a butyrylcholinesteraza jsou enzymy, které si jsou vzajemné piibuzné —
sdileji az 65% homologii v sekvenci aminokyselin. V lidském téle primarn¢ katalyzuji svalovou
kontrakci a pfenos vzruchu v nervové soustaveé, maji ale i dalsi funkce, jako je ovliviiovani

proliferace a diferenciace bunék nebo reakce na stresové situace [1, 2].

Oba tyto enzymy pochazeji z nadfazené rodiny karboxylesterdz. Vyssi obratlovci maji po

jednom genu ACHE a BCHE. Nizsi druhy v§ak mohou exprimovat vice geni téchto enzymu

[5]

1.1 Acetylcholinesteraza
Acetylcholinesteraza je primarné lokalizovana v cytoplazmé a na bunéénych membranach.
Nachazi se v cholinergnich nervovych builkach centralni nervové soustavy (CNS) a
nervosvalovych spojenich, ale i necholinergnich, motorickych i senzorickych vlaknech.
Motoricka vldkna se vyznacuji nékolikanasobné vyssi aktivitou ACHE nez senzoricka vlakna.

V malém mnoZstvi je obsazena také na membranach erytrocyta [2, 6].

1.1.1 Struktura
Molekula ACHE mé elipsoidni tvar a jeji molekulovd hmotnost ¢ini asi 60 000.
Acetylcholinesteraza je serinova hydrolaza typu alfa/beta. Sklada se ze 14 alfa-helixd, které
jsou navazany na 12 beta-skladanych listi. Ty obsahuji katalytickou doménu s katalytickou

triadou, ktera je kodovana riznym poctem exond [6-8].

Jadro ACHE sestava z 543 aminokyselin kodovanych exony E2, E3 a E4 (E1 je nekodujici
exon) genu ACHE, ktery je lokalizovan na chromozomu 7qg22 [3].

Aktivni misto ACHE leZi na dn& dlouhé izké prohlubné o hloubce 20 A. Vstup do aktivniho
mista skrze tuto prohluben zajistuje vyssi selektivitu pro ACH. Toto aktivni misto se sklada
z esteratického a anionického mista. Esteratické misto obsahuje vySe zminénou katalytickou
triadu s aminokyselinami serin203-histidin447-glutamat334 (pro sav¢i typ ACHE). Anionické
misto se nachazi blizko esteratické ¢asti a obsahuje aminokyseliny tryptofan86, tyrosin337 a
fenylalanin338. Funkci esteratického mista je hydrolyza esterovych vazeb, kdezto anionické
misto interaguje s ACH (konkrétné s jeho kvartérnim amoniovym atomem) a je zodpovédné za
jeho spravnou orientaci. Periferni anionicka ¢ast je navic zodpovédna i za nekatalytickou funkci
enzymu, ktera mimo jiné usnadnuje tvorbu beta-amyloidovych plakt [3, 7, 9]. Struktura

aktivniho mista je ukazéna na obr. 1.

14



Peripheral
binding site

Choline
binding
site

Catalytic
triad of
AChE

Obrdzek 1 Struktura aktivniho mista ACHE [3]

Prestoze je u savet ACHE koédovéna jedinym genem, dochdzi v dasledku alternativnich
sestfthi messengerové ribonukleové kyseliny (mRNA) a posttranslaénich modifikaci na
karboxylovém konci ke vzniku tfi riznych isoforem ACHE [2]. Jedna se o synaptickou,
erytrocytarni a tzv. read through isoformu. VSechny tfi isoformy se vyznacuji stejnymi
katalytickymi vlastnostmi, ale 1i$i se oligomernim sestavenim a zpisobem pfichycenim na

buiiku [3, 6].

Synapticka isoforma se nachazi v nervech a svalech a ptisobi jako hlavni transkript neuronti. Je
znama rozpustna i nerozpustna forma. Vznika spojenim exonu 4 s exonem 6, coZ poskytuje
transkript E1-E2-E3-E4-E6. Piekladem této mRNA dochazi k prodlouzeni jadra o C-koncovy
peptid (skladajici se ze 40 aminokyselinovych zbytki), jenz obsahuje cystein a mize diky nému
dojit k dimerizaci. Jsou znamy piipady polymerace synaptické isoformy — napt. C&tyfi
monomery ACHE agreguji s proteinem podobnym kolagenu a vytvafi tetramer. Konce tii

Z nich navic hybridizuji do trojSroubovice a vytvaii tak asymetricky dodekamer [3].

Isoforma erytrocytarni je dimer glykofosfatidylinositolového typu a je exprimovana primarné
v erytrocytech, kde asociuje s jejich membranami. Timto sestfihem vznika transkript E1-E2-
E3-E4-E5-E6, ktery koduje peptid na C-konci o 43 aminokyselinach [3].

Tteti varianta se objevuje v embryonalnich a nadorovych bunkach a vyvolava psychicky,

chemicky a fyzicky stres. Vznika zaclenénim normalné sestfizeného intronu 4, ¢imz vznikne
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transkript E1-E2-E3-E4-14-E5-E6. Prekladem tohoto transkriptu dojde ke kratSimu prodlouzeni
jadra (pouze 26 aminokyselinovych zbytkt) bez cysteinu, a proto se tento typ ACHE vyskytuje

pouze jako monomer [3, 10, 11].

1.1.2 Funkce

Hlavni ulohu hraje ACHE pfi nervovém a nervosvalovém pienosu. Nervovy pienos je
zprostfedkovan pomoci tzv. mediatord, pricemz jednim z nich je ACH. Ten vznika reakci
cholinu s acetatem a je uloZen v presynaptickych nervovych zakonéenich. Acetylcholinesteraza
je v cholinergni neurotransmisi dilezita pfedev§im v zavéru, protoze zakoncuje nervosvalovy

ptenos hydrolyzou ACH na acetyl a cholin [12, 13], jak mtzeme vidét na obr. 2.

0 / AChE + H,0 o /
+ N*.
)LO/\/N\\ > o + HO/\/ \\
Acetyicholine Acetate Choline

Obrdzek 2 Rozklad acetylcholinu [12]

Mimo to vSak byly objeveny vyssi hladiny ACHE v krevnich buiikidch, megakaryocytech a pii
vyvinu oocytt a spermii. Také v nékterych mistech v mozku (napf. cerebellum ¢i
hypothalamus) existuje malo cholinergnich synapsi, a ptesto zde byla namétena vysoka hladina
ACHE. To vse vedlo k nalezeni i vedlejsi necholinergni funkce ACHE, coz zahrnuje vylepSeni

rstu neurontl, adheze a proliferace bunék a zvyseni prenosu excitaéni aminokyseliny [3, 14].

1.2 Butyrylcholinesteraza
Butyrylcholinesterdza je zndmé také pod nazvem pseudocholinesterdza ¢i plazmova
cholinesteraza. To proto, Ze vznika v ribozomech jaternich bun€k a poté je vylu¢ovana do krve.
Lze ji lokalizovat v jatrech, plazmé a gliovych bunikach CNS a v porovnani s ACHE vykazuje

niz$i specifitu vaci acetylcholinu [2, 3, 6].

Aminokyselinova sekvence BCHE zahrnuje 28 aminokyselin v signalnim peptidu a 574
aminokyselinovych zbytkl ve zralém, sekventovaném proteinu. Stejné jako u ACHE zahrnuje
aktivni misto BCHE serin a jeji katalyza vyuziva katalytické triady: serin198, glutamin325 a
histidin438 (plati pro sav¢i typ BCHE). Navic obsahuje aktivni misto BCHE tzv. acylovou
kapsu, do které zapada acylova skupina substratu, a aniontové misto, které je tvofeno
aminokyselinou tryptofanem. Substraty jsou vedeny dol prohlubni aktivniho mista interakci
se zbytky kyseliny asparagové a tyrosinu, které se nachazeji na okrajich prohlubné. Ve srovnani
s aktivnim mistem ACHE je aktivni misto BCHE znaéné SirSi a umoziiuje tak vazbu 1 vétSich

substrati, jako je napt. kokain. [15-17]. BCHE katalyzuje hydrolyzu butyrylcholinu a nema
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zadnou dilezitou roli v nervovém systému. Pfedpokladd se, ze hraje hlavni tlohu v

metabolismu dietnich estert, ale nejspise pouze ve vybranych druzich [15].

Bylo dokézano, ze u nckterych jedinct nezptsobuje uplné absence BCHE Zadnou patologii
[15].
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2 INHIBITORY CHOLINESTERAZ

Inhibitory cholinesteraz jsou latky, které zpomaluji nebo Gplné zabranuji cholinesterazdm plnit
jejich funkci, tedy blokuji rozpad ACH, ¢imz dochazi ke zvySeni Grovné i doby trvani pasobeni
neurotransmiteru. Inaktivace enzymu indukovand jeho inhibitorem vede k nahromadéni
substratu hyperstimulaci nikotinovych a muskarinovych receptordi a naruSeni neurotransmise.
Podle zpiisobii u¢inku mizeme tyto inhibitory délit do dvou skupin: reverzibilni a ireverzibilni.
Reverzibilni inhibitory se Castéji pouzivaji pro terapeutické aplikace, kdezto ireverzibilni jsou

spojovany spiSe s toxickymi u¢inky [3, 18].

2.1 Reverzibilni inhibitory
Reverzibilni inhibitory zahrnuji slouceniny s riznymi funkénimi skupinami (karbamaty a
terciarni a kvartérni amoniové skupiny) a jak jiz bylo zminéno, reverzibilni inhibitory hraji
dilezitou roli ve farmakologickém ovliviiovani cholinesterdz. Jsou pouZzivany pii diagnostice 1
1é¢b¢ zavaznych chorob jako je napf. myasthenia gravis, glaukom a v neposledni fad¢ také

Alzheimerova choroba [3], které se budu vice vénovat v samostatné kapitole.

Dosti pouzivanym inhibitorem je donepezil (nebo také donepezil-hydrochlorid, obr. 3), ktery
patii mezi selektivni inhibitory s primarné nekompetitivni aktivitou. VaZe se na anionické misto
ACHE, ma velmi vysokou afinitu k tomuto enzymu (disocia¢ni konstanta popisujici interakci
mezi donepezilem a ACHE se pohybuje v rozmezi 4—13 nmol/l) a vysledky testl ukazuji, ze je
vysoce selektivni viici ACHE ve srovnani s BCHE. Donepezil inhibuje téméf stejné ACHE
ziskanou z pathott elektrickych, homogenati potkanich mozku a lidskych erytrocyti, coz vede
k mySlence, Ze inhibice nezavisi na zdroji enzymu. Pfesto ma donepezil, stejné jako jiné
inhibitory cholinesteraz, snizenou aktivitu pro ACHE, kterd je solubilizovana ze senilnich
plakt. Jelikoz je jeho vazba s enzymem béhem nékolika minut hydrolyzovéana, fadime
donepezil mezi inhibitory s kratkodobymi ucinky. Jeho hlavni terapeutické vyuziti je pravé pro

1ébu AD [3, 18, 19].

Galantamin (obr. 3) je alkaloid, ktery se ziskava z rostliny s nazvem Galanthus woronowii, a
pusobi jako selektivni, kompetitivni a kratkodob¢ plisobici reverzibilni inhibitor. Mechanismus
jeho plisobeni je zaloZen na interakci s anionickym mistem a aromatickou prohlubni enzymu.
Navic je alosterickym ligandem nikotinovych cholinergnich receptori. To znamend, zZe je
schopen reagovat s témi vazebnymi misty nikotinovych receptord, ktera jsou oddélena od
vazebnych mist pro ACHE, a zptsobuje tak zvySeni sensibilizace nikotinovych receptorli pro

ACHE v jeji ptitomnosti. Kromé& cholinergniho pfenosu ovliviiyje i jiné transmitery jako jsou
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monoaminy, glutamat a kyselina gama-aminomaselnd. Tyto schopnosti maji pozitivni G¢inky
pti 1écbé nejen AD, ale 1 schizofrenie, alkoholismu, bipolarni poruchy a v ptipad¢ velkych

depresi [3, 20, 21].

2.2 Pseudoreverzibilni inhibitory
Mezi pseudoreverzibilni inhibitory patii rivastigmin (obr. 3), ktery je nekompetitivni, ale
narozdil od donepezilu se vaze na esteratickou Cast aktivniho mista, a je klasifikovan jako
dlouhodob¢ plisobici inhibitor. Do skupiny pseudoreverzibilnich inhibitorti byl zafazen diky
jeho pomérné dlouhé dob¢ plisobenti, ktera se pohybuje kolem deseti hodin. Biochemické studie
ukdzaly, ze rivastigmin indukuje vétsi inhibici cholinesterdz v CNS nez v periferni nervové
soustavé. Inhibicni aktivita je vS§ak u ACHE podobna jako u BCHE. Stejné jako donepezil je v

soucasnosti pouzivan pro 1écbu AD, ale také demence s Lewyho télisek a Parkinsonovy choroby

3, 22].

Hy
HiC, ,L
E I

H;C

Donepezil Rivastigmine Galantamine

Obrazek 3 Strukturni vzorce vybranych inhibitori [23]

Vyznamnymi pseudoreverzibilnimi inhibitory ACHE jsou vedle rivastigminu také dalsi
karbamaty, tedy organické slouceniny odvozené od kyseliny karbamové. Kromé vyuziti v
mediciné (AD, Parkinsonova choroba, glaukom, demence s Lewyho télisky, myasthenia gravis)
maji své uplatnéni jako pesticidy, ve veterinarni medicin€ je lze vyuzit k 1é¢bé parazitarnich

infekcei a pii 16€bé otrav organofosfatovymi slouc¢eninami [24].

Karbamaty maji stejné¢ jako ireverzibilné¢ pulsobici organofosfaty (OF), které zminuji
Vv nasledujici kapitole, toxické ucinky pro ¢lovéka, a otrava t€mito slouceninami se projevuje |
podobnymi symptomy. Rozdil mezi nimi je ve stabilit¢ komplexu ACHE — karbamat/OF.
Organofostaty fosforyluji serinové zbytky ACHE nevratnym zpiisobem, a proto je fadime mezi
ireverzibilni inhibitory (viz niZe). Naopak karbamoylovany serinovy zbytek je mén¢ stabilni a

karbamoylova skupina mize byt z enzymu odtrzena spontanni hydrolyzou (béhem cca 30—40
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minut). Dal$im rozdilem je, ze karbamaty jsou na rozdil od OF schopné dealkylovat a nedochazi
tak k tzv. starnuti inhibovaného enzymu. Jinymi slovy lze fici, Ze karbamaty nejsou zpozdénymi
induktory neuropatie, kdezto OF ano. Bylo dokonce zjisténo, ze karbamaty mohou zabranit OF
indukované neuropatii. Neuropatické OF totiz nejsou schopné inhibovat cilovou esterazu, ktera
byla pfedtim reverzibilné inhibovana karbaméty. Na druhou stranu karbaméaty mohou
stimulovat zpozdénou neuropatii, nebo ji alespon zintenzivnit, pokud jsou podany po predchozi
davce neuropatickych OF. Na zaklad¢ tohoto jsou i karbamatové pesticidy pouzivané v

zemé&délstvi povazovany za méné nebezpecné nez pesticidy vyrobené z OF [3, 25, 26].

Otrava karbamaty miize zaviset na psychické kondici jedince. U zdravych lidi brani difazi
karbamati do mozku hematoencefalickd bariéra. Védecké studie vSak prokézaly, ze ve

stresovych stavech dochazi ke zvySenému pronikani karbamatt do CNS [27].

I ptesto, ze vykazuji pomérné vysokou toxicitu, patii karbamaty mezi vyznamné latky pii [écbe
a diagnostice zavaznych poruch. Naptiklad pfirodni karbamatovy derivat fysostigmin je Siroce
uzivan pii 1écbé onemocnéni myasthenia gravis. Jako ucinny inhibitor ACHE totiz snizuje
rychlost hydrolyzy ACH a zvySuje tak jeho hladinu v poSkozenych neurosynaptickych
Stérbinach a podporuje tak pienos nervovych impulzi [28].

Dale najdou v medicin€ uplatnéni i rivastigmin, ktery jsem jiz zminila vySe, a pyridostigmin.
Ten zabranuje ireverzibilni vazbé OF na cilovy enzym, a proto se aplikuje jako 1€k pii intoxikaci

témito slouceninami [29].

2.3 Ireverzibilni inhibitory — organofosfaty
Hlavni skupinu ireverzibilnich inhibitordi ACHE tvoii OF. Jedna se o estery nebo thioly
odvozené od kyseliny fosfore¢né, fosfonove, fosfinové nebo fosfoamidové. Mezi neurotoxické
OF, které inhibuji ACHE, patii napt. chlorpyrifos, diatinon, malathion, ethyl- a methylparathion
a trichlorfon. Konkrétné maji efektivni OF tyto strukturni rysy: terminélni kyslik pfipojeny k
fosforu dvojnou vazbou (tzv. oxo forma), dvé lipofilni skupiny R1 a Rz a odstupujici skupinu

X, to v8e vazané na fosfor [3, 30]. Obecny strukturni vzorec OF je uveden na obr. 4.

X
Rl\l/R2
P

0 (S)
Obrazek 4 Obecna struktura organofosfatu [21]
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Diky tomu mohou vstoupit jako aktivni substrat do aktivniho mista, kde jsou kovalentné vazany
na serinovou -OH skupinu. Dochazi tak k rozdéleni OF a fosforylaci enzymu. Fosforylovany
enzym pak ztraci schopnost hydrolyzy neurotransmiteru, coz vede k akumulaci ACH v
synaptické $térbin€, nadmérné stimulaci nikotinovych a muskarinovych receptorti a blokaci

nervového pienosu [3, 31].

Nevratna inhibice nastava ve dvou krocich. Prvnim z nich je reverzibilni inhibice, kterd je
rychld a je dominantni pfedevsim na pocatku procesu. Poté nasleduje druha, pomalejsi a jiz
ireverzibilni inhibice, ktera vede ke vzniku komplexu enzym-inhibitor (jinymi slovy vznika
fosforylovany enzym), pfi¢emz inhibitor je zde vazan kovalentnimi vazbami. Néasledné mtze
dojit ke tfem moznostem: reaktivaci, spontanni hydrolyze ¢i starnuti fosforylovaného enzymu

[30, 31]. Mechanismus celého procesu je znazornén na obr. 5.

(l)R
CH,—P=0
|
X
OR ?‘E
|
CH,~P=0O + EOH CH;—P=0 * EOH CHs—T’=O + ROH + H*
O—N=R OR o
covaion T

Obrazek 5 Mechanismus inhibice ACHE puisobenim OF [3]

Schopnost OF nevratné inhibovat ACHE vede k akutnim toxickym u¢inktim, které se projevuji
typickymi pfiznaky: agitace, svalova slabost a fascikulace, midza, hypersalivace a poceni.
Teézké otravy mohou navic vést k respira¢nimu selhdni, bezvédomi, zmatenosti, kie¢im a v

kone¢ném stadiu az ke smrti [3].

Neékteré OF mohou u lidi vyvolat opozdény neurotoxicky efekt, ktery je obecné oznacovan jako
opozdéna neuropatie indukovana OF. Dochazi zde opét k fosforylaci a nasledné starnuti tzv.
esterazy cilené na neuropatii, coz vede k syndromu, jehoZ ptiznaky jako paralyza a ataxie se

objevuji dva az Ctyti tydny po otraveé [32].

I ptes jejich vysokou toxicitu, 1ze OF v nékterych ptipadech vyuzit jako terapeuticka ¢inidla. V
oftalmologii se pouzivaji pii 1é¢bé chronického glaukomu — onemocnéni oka, které je spojené
se zvySenym tlakem tekutin v oku a mlze vést k jeho trvalému poskozeni.
Diisopropylfluorofosfat a echothiofat patii mezi parasympatomimetika a podavaji se za i¢elem

navozeni opozdéné periferni neuropatie. Lécba je lokélni a i€inky ptsobeni mohou trvat i déle
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nez tyden. Stejné jako ostatni ACHE inhibitory nasly OF uplatnéni pfi 1écbé zavaznych
neurologickych poruch jako je Parkinsonova choroba a AD [3, 33, 34]. Této problematice se

vsak budu vénovat v samostatné kapitole.

2.4 Detoxikace cholinesterazovych inhibitori
Karbamatové a OF otravy jsou zdvaznym problémem, a proto je diillezité zamétit se na moznosti
jejich detoxikace. Pouzivani OF jako insekticidii vyuziva toho, ze inhibuji ACHE v téle hmyzu,
zabranuji nervovému pienosu, cozZ nakonec vede az ke smrti. Tento mechanismus ovSem neni
selektivni pouze pro hmyz, ale i pro teplokrevné zivoCichy vcetné Cloveka, ktery mize byt
taktéz intoxikovan. Organofosfaty inhibuji ACHE v serinu203, coz vede k cholinergni krizi. Ta
se projevuje tzv. muskarinovymi (slzeni, slinéni, mi6za), nikotinovymi (nervosvalova blokace)
nebo centralnimi (dechova deprese) symptomy, které jsou v piipadé neléCené otravy OF

nasledovany smrti [3, 35].

Otravu OF lze 1éCit farmakologickou i nefarmakologickou cestou. Nefarmakologicka 1écba
zahrnuje resuscitaci, okysliCovani a dekontaminaci vstupnich ¢asti téla (napt. kiize, oko,
zaludek). Farmakologicka 1écba spociva v podavani symptomatickych a kauzalnich 1é€iv. Mezi
symptomaticka fadime parasympatolytika, z nichz nejpouzivanéj$im je atropin, ktera snizuji
ucinky akumulovaného ACH na cholinergni receptory, dale pak antikonvulziva jako napiiklad

diazepam, ktera snizuji nervosvalové zachvaty [36].

Kauzalni 1écba je zaloZena na podavani tzv. reaktivatorti, které dokazou regenerovat nativni
funkci enzymu St€penim OF skupiny z aktivniho mista ACHE serinu. Mechanismus této
reaktivace je zalozen na nukleofilnim plisobeni hydroxyiminomethylu (oximu) na OF skupinu
fosforylované ACHE. Dochazi tak ke Stépeni kovalentni vazby mezi OF a ACHE serinem,
reaktivator nahrazuje misto enzymu v komplexu a ACHE tak muize byt uvolnéna. V piipadé
inaktivovaného enzymu vSak mize dojit k dealkylaci, ale tento stary komplex jizZ nelze
regenerovat pomoci oximovych reaktivatorti. Je tfeba proto dbat na to, aby byly reaktivatory

podany co nejdiive po kontaktu s OF [3, 37, 38].

Existuje tada latek, které fadime mezi oximové reaktivatory. VétSina z nich byla vyvinuta
béhem 50. let 20. stoleti primdrné pro sniZeni intoxikace nervovymi latkami, pozdéji vSak bylo
zjiSténo, Ze nékteré z nich vykazuji dobré ucinky pfti reaktivaci inhibovanych cholinesteraz.
Vibec prvni syntetizovanou latkou z této skupiny byl pralidoxim, jehoZ regenerujici schopnosti

vSak nejsou dostatecné. Velmi dobte se ale ujaly biskvartérni oximy, trimedoxim a obidoxim.
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Obidoxim lze navic kombinovat s diazepamem a atropinem, coz pfineslo pozitivni vysledky v

fadé¢ klinickych studii [39, 40].

K odstranéni OF a karbamatii ze tkani lze vyuzit toho, Ze jsou to nepolarni slouceniny
kumulujici se v tukovych tkanich a lze je pfeménit na slouCeniny rozpustné ve vode.
Nejucinngjsi je hydrolyza na vice metaboliti rozpustnych ve vod¢, které t€lo mize vyloudit
moci. Oba typy insekticidii jsou sice schopny samovolné hydrolyzy (naptiklad pii zvySeném
pH), ovSem za pisobeni enzymii hydroldz vznikaji metabolity méné toxické. Karbamaty
muzeme nejlépe rozlozit karboxylesterazami, které hydrolyzuji karboxylové estery. Serinovy
zbytek v aktivnim misté proteinu je reverzibilné acylovan a dochazi k uvolnéni acylovaného
enzymu a alkoholové ¢asti esteru. Nasledné je acylovany meziprodukt nukleofilné rozlozen na
odpovidajici karboxylovou kyselinu a karboxylovy ester, ktery se pak ucastni dal§iho

katalytického cyklu. Hydrolyzy OF se ucastni karboxylesterazy, ale navic fosfotriesterazy
[3, 41].

U savcu existuje skupina tzv. B-esteraz (mezi které se fadi i ACHE a BCHE). Tyto esterazy
jsou schopny hydrolyzovat karboxylové estery a jsou inhibovany OF. Tim se liSi od A-esteraz,
které sice také hydrolyzuji karboxylové estery, ale OF je neinhibuji. B-esterazy tak mohou byt
zapojeny do procesu detoxikace OF a karbamatti. Mechanismus inhibice B-esteraz je podobny
mechanismu indukovaném karbamaty, ale 1isi se v poslednim kroku: fosforylovany enzym
nemuze byt reaktivovan vodou a nemlZe uvolnit volny aktivni enzym. Mnohem 0¢innéjsi je
vsak hydrolyza OF pomoci fosfotriesteraz, které §tépi vazbu mezi atomem fosforu a odstupujici

skupinou (-X) OF. Vzniklé¢ metabolity jsou mén¢ toxické nez samotné OF, nehromadi se v

tukové tkani a odchazeji moci ven z téla [3, 42].
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3 CHOLINESTERAZY A ALZHEIMEROVA CHOROBA

Celosvétove nejrozsitenéjsi formou demence je AD, kterd je charakterizovana predevsim
ztratou paméti a jinych kognitivnich funkci. Spole€nym znakem u vSech ptipada této nemoci
je kromé ptitomnosti beta-amyloidovych plakli a neurofibrilarnich spleti i nedostatek ACH

[43].

Béhem progrese AD se zhorSuje mnoho riiznych typti nervovych bunék. Dochazi k velké ztraté
cholinergnich neuronii predniho mozku se sou¢asnym ubytkem ACH z divodu ovlivnéni jak

ACH-syntetizujiciho enzymu cholinacetyltransferazy, tak ACHE [43].

3.1 Zmény VvV molekule acetylcholinesterazy pri Alzheimerové

chorobé

Jak jiz bylo zminéno vyse, ACHE mtize existovat v n¢kolika riznych molekularnich formach,
které maji specifické vzorce exprese v jednotlivych typech bun¢k. Hlavni isoformou v mozku
dospélych lidi bez AD je tetramer (G4), ktery je ukotven v bunééné membrané neurond a
predstavuje hlavni cholinergni druh. Dalsi minoritni isoformy piedstavuji monomer (G1) a
dimer (G2). Dtive se predpokladalo, ze lehké formy ACHE slouzi vylu¢né jako prekurzory pro
stavbu oligmert. Nékolik studii v§ak dokazalo, ze kazda forma odrazi jiné fyziologické funkce
[44].

V mozku pacientl postizenych AD pak dochazi k selektivnimu snizeni G4 formy, kdeZto oba
zvysit. Je zajimavé, Ze tento vzorec exprese se podoba spiSe embryonalnimu stadiu jedince, kdy
pfevazuje monomerni forma ACHE. Forma G4 se béhem zrani mozku postupné zvySuje a jeji
hladina je nejvyssi pfed 11. tydnem tchotenstvi. Postnatalné pak dochazi ke zménam, které
vedou k tomu, Ze pfevazuje monomerni forma ve vSech gesta¢nich obdobich. V ptipadé BCHE

nedochazi k vyraznym zménam ani béhem vyvoje plodu, ani v patogenezi AD [43, 45].

Fyziologicky vyznam casné exprese formy G1 neni pfesné znam, bylo vSak navrZeno, Ze ma
roli pfi vyvojové diferenciaci neurontl, regulaci riistu bun¢k a bunééné adhezi. Na tomto zakladé
vznikla teorie, ze v pfipad€ onemocnéni AD mize byt ACHE podobnd embryonalni ACHE a

odrazet aktivaci neuronalni opravy v postizeném mozku [43, 44, 46].

Bez ohledu na celkové snizeni aktivity ACHE u lidi s AD, je tento enzym trvale zvySovan
v okoli beta-amyloidu a neurofibrilarnich spleti, a to ve vSech stadiich nemoci [41].

Acetylcholinesteraza zde asociuje zejména s jadry zralych amyloidii za tvorby vysoce
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toxickych komplext a indukuje tak tvorbu amyloidovych vldken. Disledek neurotoxicity
komplexti je pfitom vy$$i nez u samotného beta-amyloidu, jak in vitro, tak in vivo.
Beta-amyloid vznika z amyloidového prekurzorového proteinu za piisobeni enzymt sekretaz.
V patogenezi AD maji roli zejména beta-sekretdza a gama-sekretaza. Aktivni proteolyticka
slozka gama-sekretazy presenilin 1 je schopny interagovat s ACHE, ¢imz dochazi ke zvySovani

hladiny presenilinu 1 a zrychlené depozici beta-amyloidu [47].

Zvyseny vyskyt ACHE v blizkosti neurofibrilarnich spleti zatim neni dokonale prozkouman,
vime vSak, Ze pravdépodobné souvisi s naruSenou fosforylaci tau-proteinu. Zasadni rozdil
oproti akumulaci ACHE v okoli beta-amyloidu je, Ze v pfitomnosti tau-proteinu dochazi ke
zvySeni vSech molekularnich forem ACHE, v¢etné tetramerni isoformy G4 [48, 49]. Znalost
této korelace zvySené hladiny ACHE v okoli beta-amyloidu a neurofibrilarnich spleti nabizi
moznost 1écby AD v podobé podédvani inhibitori ACHE, které maji mirné a ptrechodné

terapeutické uc¢inky [47, 49].

3.2 Inhibitory cholinesteraz pri terapii Alzheimerovy choroby
Jak jiz bylo zminéno vySe, n¢které inhibitory cholinesterdz se v soucasné dobé pouZzivaji k 1é€bé
AD. Mezi oficialné schvalené patii napf. takrinové derivaty, donepezil, rivastigmin a
galantamin. Tato lé¢iva jsou ucinna pti potlacovani symptoma AD, maji vSak pouze omezenou

uc¢innost [50].

3.2.1 Takrin a jeho derivaty
Takrin byl v roce 1993 viibec jako prvni schvalen k 16¢bé AD. Protoze v§ak vykazoval zavazné
vedlejsi ucinky, predevsim hepatotoxicitu, bylo nutné ho z trhu stahnout. Nékolik vyzkumnych
skupin se ale zabyvalo zménami v jeho struktufe za Gi¢elem zlepSeni jeho aktivity a eliminace
toxicity, coz vedlo k syntéze novych takrinovych derivatd. Bylo zjisténo, ze akridinova ¢ast
takrinu se vaze pouze na indolovy kruh tryptofanu84 aktivniho mista enzymu ACHE. Skupiné
vedené panem Pangem se podafilo zavést takové zmény, které umoznily vazbu i na jind mista

ACHE v¢etné periferniho anionického mista [50, 51].

Derivaty takrinu lze rozdélit do tfi skupin. Prvni z nich zahrnuje derivaty s modifikacemi v
kruhové struktufe takrinu, kdy se takrinovy kruh nahradi napf. pyrazolovym kruhem, ktery
obsahuje fenylovy substituent, nebo nahradou fenylového kruhu 4 pyridylovymi skupinami a
substituci 4 - pyridylového kruhu v poloze C2 za jiné substituenty jako je chlor ¢i brom.
Utinnost viech nové syntetizovanych slou¢enin byla viak mensi nez u takrinu. Pro srovnani —

nejucinnéjsi sloucenina s bromovym substituentem byla desetkrat méné aktivni [52, 53].
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Jedna se o dimery takrinu, které se vazou jak na aktivni, tak i na periferni mista ACHE a inhibuji
tak tvorbu amyloidu, ¢imz piispivaji k 1é€bé AD. Tyto slouCeniny maji az 250x vétsi t¢innost

nez samotny takrin [53].

Tteti skupina takrinovych derivata jsou latky, které maji navic néjaké aditivni vlastnosti, napf.
antioxida¢ni. Ty u pacienti s AD poskytuji ochranu pied oxidacnim poSkozenim

zprostfedkovaném amyloidem-beta [53, 54].

Piestoze jsou nékteré derivatu takrinu dostateéné ucinné, stale zde zistava problém s jejich

toxicitou [51].

3.2.2 Donepezil
Donepezil byl jako druhy schvalen pro 1écbu AD. Je potvrzeno, Ze jeho podavani zlepSuje
kognitivni funkce u nemocnych lidi a nebyly prokdzany hepatotoxické ucinky jako u
piedchoziho takrinu. Oproti nému navic donepezil vykazuje vyrazné vyssi stupen selektivity

pro neuronalni ACHE neZ pro BCHE [55].

Klinické vyzkumy prokazaly piiznivy farmakokineticky, farmakodynamicky i bezpecnostni
profil donepezilu. Vyznamné zlepSuje kognitivni a globalni funkce u lidi s mirnou a sttedni AD

a vedl si dobfe i u dlouhodobych studii, kdy jeho pozitivni ucinek trval az jeden rok [56].

Obecn¢ je dobie snasen, protoze vykazuje pouze mirné a piechodné nezadouci ucinky jako je
nauzea, zvraceni a prijmy. Vyhodou také je, Ze donepezil nevyvolavd zmény zadnych
laboratornich parametri a u starSich lidi nebo u pacientl se selhanim jater ¢i ledvin neni tfeba

upravovat podavanou davku [56].

3.2.3 Rivastigmin
Rivastigmin je 1éCivo Siroce rozSifené pii 1écbé AD. Jak ukézaly ptfedklinické i nasledné
klinické studie, jeho hlavnimi vyhodami je pomérné vysoka selektivita pro mozkovou ACHE
(cca 40 % celkové inhibice) a dlouhotrvajici G¢inek. Kromé toho ptednostné inhibuje G1 formu
ACHE, ktera ptevlada v mozcich u pacienti s AD, a navic piisobi pfedevSim v téch ¢astech

mozku, které jsou nejvice postizeny touto chorobou, tedy v mozkové kute a hipokampu [57].

Absorpce rivastigminu je vice nez 96 % podané davky, ma vSak rozsahly a saturovatelny
metabolismus, coz vede k biologické dostupnosti pouze 35 %. Hlavni cestou vyluovani
metabolitu rivastigminu jsou ledviny. Jeho koncentrace v plazmé u pacientd s AD je sice az o

50 % vyssi nez u zdravych lidi, neni vSak prokazano, ze by dochazelo k akumulaci [58].
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Inhibice v mozkomisnim moku je detekovatelna asi po 1,2 hodiny jak u zdravych, tak i
nemocnych lidi. Vrcholné aktivity se vSak u pacientd s AD (cca 6 hodin) dosahuje ponékud
pomaleji nez u zdravych jedinct (cca 2,4 hodin) a inhibi¢ni ucinky trvaji o necelé ¢tyfi hodiny

déle [58, 59].

V souladu s farmakologickou kinetikou i dynamikou prokazuji klinické studie, Ze je rivastigmin

dobfe tolerovanou a u¢innou latkou pro lécbu AD [59].

3.2.4 Galantamin
Galantamin je inhibitor ACHE s dvojitym u¢inkem. Kromé¢ reverzibilni inhibice ACHE zvySuje
odpovéd nikotinovych receptorti na ACH, coz je vyznamné i z klinického hlediska. Aktivaci
presynaptickych nikotinovych receptort totiz dochazi ke zvySenému uvoliiovani nejen ACH,

ale i jinych neurotransmitert, napf. glutamatu, kterého je v mozku pacientit s AD nedostatek

[60].

Jeho vyhodami jsou relativné kratky polocas, vysoka biologicka dostupnost a predvidatelna
linedrni farmakokinetika pfi dodrzovani doporucenych davek. Je metabolizovan mnoha

cestami, predevsim vSak Vv jatrech a mé nizky potencial pro klinicky vyznamné Iékové interakce

[60, 61].

Vétsina dlouhodobych studii uvadi, Ze pti podavani galantaminu lze udrzet kognitivni i funkéni
schopnost na zakladni urovni po dobu az jednoho roku [61]. S uzivanim galantaminu nejsou
spojeny zadné bezpecnostni obavy. Vyskyt neZzddoucich Uc¢inki, tykajicich se predev§im
traviciho traktu, je stejné jako u donepezilu obecné nizky a lze ho minimalizovat pomoci

pomalého zvySovani davky [60].

Galantamin je diky svym vlastnostem a schopnosti sniZit celkovou zatéz na pacienta dalsi

z nejperspektivnéjsich latek, které je mozné pouzivat pii AD a demenci obecné [61].
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4 METODY STANOVENI AKTIVITY CHOLINESTERAZ

Protoze jsou cholinesterdzy izce spjaty S mnoha chorobami, klade se diiraz na to, aby stanoveni
jejich aktivity i inhibice probihalo rychlym, jednoduchym a piesnym zptisobem. Principy
jednotlivych metod jsou rozmanité — vyuzivaji se napt. spektrofotometrické, na pH zavisleg,

histochemické, radiometrické, titraéni metody a v neposledni fadé i biosenzory [4].

4.1 Spektrofotometrické metody
Spektrofotometrické metody vzdy byly a dodnes zlistavaji jedny z nejpouzivanéjSich metod pro

stanoveni cholinesteraz a jejich inhibitora [4].

4.1.1 Ellmanova metoda
Vibec nejpouzivangj$i je metoda Ellmanova. Ta je zaloZzena na reakci mezi thioly a
chromogenni kyselinou 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoovou (DTNB), pfi niz vznika Zluty iont
kyseliny 5-thio-2-nitrobenzoové (TNB), jehoz absorbance je métena pii 412 nm. Aktivita

cholinesteraz je pak ptfimo umérna méfené absorbanci [62].

Vyhodou Ellmanovy metody je to, Ze spliiuje pozadované parametry jako je rychlost,
jednoduchost, pfesnost a také to, ze ji Ize provadét i mimo laboratof. V porovnani s jinymi
kolorimetrickymi metodami je Ellmanova metoda zaloZzena na méfeni vznikajiciho produktu
namisto zbyvajiciho substratu, coz ji ¢ini citlivéjsi. Dalsimi plusy jsou stalost pH, flexibilita,
kratké inkubacni periody a kontinualni zvySovani intenzity barev v zavislosti na inkubacni dobé

[62].

Reakéni produkt vSak interferuje s hemoglobinem pii 410 nm, coz je hlavnim problémem
aplikace této metody pfi méfeni aktivity cholinesteraz v krvi. ReSenim je pouziti alternativ

DTNB, napf. kyseliny 6,6 -dithionikotinové [62].

4.1.2 Fluorimetrie
Fluorimetrické testy maji oproti klasickym UV/VIS metodam jisté vyhody navic. Kromé toho,
ze maji fluorescencni latky vysokou zivotnost, dosahuji také mnohem vyssi citlivosti a maji

nizsi mez detekce. Jako substraty se pouzivaji resorufin butyrat ¢i indoxylacetat. [63].

Bylo zjisténo, Ze kombinace cholinesterazy a cholinoxiddzy podporuje degradaci
benzoylcholinu za vzniku peroxidu vodiku. Ten lze nasledné stanovit fluorimetricky reakci
kyseliny 3-(p-hydroxyfenyl)propionové v piitomnosti peroxidazy. Tento zpisob poskytl

zlepSeni selektivity a citlivosti oproti konvenénim metodam. Navic se test podafilo provést
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s dobrymi vysledky i v suSenych vzorcich krve na filtracnim papiru, coz ptineslo moznost jeho

praktického vyuziti jako hromadného screeningového testu [64].

4.2 Radiometrické metody

Mezi dalsi casto pouzivané metody patii metody radiometrické. Jejich prednosti je vysoka

citlivost, nelze je v§ak uspokojiveé pouzit mimo laboratof [65].

Za zminku stoji predev§im metoda Winteringham-Disneyova. Ta je zaloZena na inkubaci krve
s acetylcholinem, ktery mé acetylovou funk¢ni skupinu znacenou radionuklidem. Enzymova

reakce je nasledn¢ zastavena piidanim kyseliny a ptebytkem inhibitoru [65].

Také byl popsan ptimy test, kdy dochazi ke vzniku radioaktivni kyseliny octové vytvorené
cholinesterazovou aktivitou. Opét Se vyuziva acetylcholinu jako substratu s radioaktivnim

acetylem [65].

4.3 Metody zaloZené na formovani kyseliny
Do této skupiny metod lze zatadit napt. metody manometrické nebo zaloZzené na zméné pH

[65]. NizZe upiesnuji pouze n¢které z nich.

4.3.1 Warburgova manometricka technika
Manometrické metody se zacaly pouzivat pro stanoveni cholinesteraz velmi brzy. V prvnim
kroku vyuziva Warburgova technika enzymatické hydrolyzy, pfi které vznika kyselina octova.
Ta nésledné reaguje s hydrogenuhli¢itanovym pufrem a vznikajici oxid uhli¢ity se méfi

manometricky [66].

4.3.2 Michelova metoda
Michelova metoda je v praxi hojné pouzivana pro rutinni stanoveni cholinesteraz predevsim
diky jejimu jednoduchému principu: béhem daného casového obdobi nechavame puasobit
enzym cholinesterazu na ACH a zaznamenavame pH na zac¢atku a na konci méieni. K tomu Ize
pouzit pH metr nebo stanoveni provadét spektrofotometricky pomoci indikatoru. Miru

enzymatické aktivity vyjadiuje rychlost zmeény pH [65, 67].

Protoze je pH logaritmickou funkci koncentrace kyseliny, nema tato metoda tak vysokou
citlivost a presnost jako napt. Warburgova manometricka technika. Je vsak vhodna pro pouziti

v terénu a cenna je i moznost vyuziti automatickych analyzatora [67].
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4.3.3 Acholestova metoda

Acholest vynalezl screeningovou metodu velmi snadno proveditelnou v terénu. Sestava ze dvou
krokd, pticemz v prvnim se nejdiive impregnuje kousek filtracniho papiru cholinesterem a
bromthymolovou modii. Po vysuseni se pak piida sérum — cholinesteraza zde pritomna
hydrolyzuje substrat a vznika kyselina, ktera méni barvu indikatoru od tmavé modré po
zlutozelenou. Zmeéna barvy se porovnava se vzorovym papirem bez cholinesteru. Aktivita
enzymu pak odpovida rychlosti, kterou vzorek dosahne stejného odstinu jako kontrolni papir
[68].

Jedinou komplikaci této metody je to, ze ze séra musi byt odstranény cervené krvinky a nesmi
dojit k hemolyze. Pro tento tcel byla vsak vyvinuta specialni mikrocentrifuga, kterou Ize pouzit

i mimo laborator [65].

4.3.4 Titraéni stanoveni
Kyselina uvolnéna béhem hydrolyzy ACH mize byt stanovena titraci standardni alkalii pfi

konstantnim pH, pticemz lze vyuzit indikator nebo potenciometr [65].

Diky automatickym pH-statim je tato metoda jednim z nejpiesnéjsich a nejpohodIngjsich
zpusobu stanoveni cholinesteraz. Velkou vyhodou je, ze pH mize byt zaznamenavano

prabézné, nevyhodou zase nepouzitelnost v terénu [69].

4.4 Biosenzory
Biosenzorem se rozumi analytické zarizeni, které se sklada z pievodniku a biologické
rozeznavaci casti. Prevodnik méii jistou veli¢inu a pievadi ji na veli¢inu vystupni, Kterou lze
vyjadfit ¢iselné. Biologicka rozeznavaci jednotka (v piipadé cholinesterazovych biosenzoru jde

0 enzym) je v kontaktu se vzorkem a zajist'uje selektivitu vaci stanovovanému analytu [70].

Cholinesterazové biosenzory, které jsou zalozeny na inhibici enzymu, se pouzivaji pro

stanoveni mnoha toxickych latek, jako jsou napt. pesticidy [70].

4.4.1 Elektrochemické biosenzory
Principem elektrochemickych biosenzori je zména elektrickych vlastnosti roztoku v dasledku
pribyvani nebo naopak ubyvani iontd ¢&i elektronti. Ty vznikaji, nebo se spotiebovavaji
Vv pribéhu reakce enzymu se stanovovanym analytem. Délime je na nékolik typu, avsak v
piipadé  cholinesterazovych  biosenzori  jsou  nejvyznamnéjsi  potenciometrické,

amperometrické a konduktometrické [71].
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Samotné cholinesterazové elektrochemické biosenzory mazeme délit na monoenzymové, u
kterych je biologicka rozeznavaci jednotka tvorena pouze cholinesterazou, a bienzymové, kde

je na cholinesterazu vazana cholinoxidaza [72].

Potenciometrické biosenzory jsou zalozeny na detekci rychlosti zmény pH média. Piasobenim

cholinesterazy na pridany ACH dochazi k tvorbé kyseliny octové a tim okyseleni média [72].

Stanoveni pomoci amperometrie muze byt provedeno dvéma zptsoby. Prvni z nich je zalozen
na bienzymovém principu, kdy hydrolyzou ACH vznika cholin, ktery je nasledné oxidovan
cholinoxidazou a je tak mozné detekovat tvorbu kysliku nebo peroxidu vodiku. Druhy zpasob
spociva v nahrazeni ACH jakozto nativniho substratu za jeho alternativu acetylthiocholin,
pricemz jeho elektrochemicka oxidace se zahajuje vlozenim napéti [71, 72].

Enzymatickou reakci vznikaji vodikové ionty, které zptisobuji malou zménu vodivosti. Toho
vyuzivaji biosenzory konduktometrické. Velkym plusem téchto senzort je to, ze neni

vyzadovana referencni elektroda a prevodnik poskytuje moznost miniaturizace [71].

4.4.2 Optické biosenzory
V soucasné dobé vyuzivaji tyto senzory jak spektrofotometrickych, kolorimetrickych, tak i
fluorimetrickych detekci. V porovnani s elektrochemickymi biosenzory u nich lze pozorovat
prabéh reakce pouhym okem v pripadé poruchy zatizeni. Na druhé strané je zde nebezpeci

interference barevnych sloucenin, jako je hemoglobin nebo potravinaiska barviva [73].

4.4.3 Piezoelektrické a plasmonové rezonanéni biosenzory
Vedle jiz vyse zminénych biosenzort jsou piezoelektrické a plasmonové rezonan¢ni biosenzory

spise vzacné [73].

Piezoelektrické biosenzory pracuji s mikrovazkami a méti chemickou latku vazanou na jejich
povrch. Jsou citlivéjsi na latky s vysokou molekuldrni hmotnosti nez pro nizkomolekularni
latky. Nékterd zatizeni tohoto typu jsou vSak dostatené citlivd na to, aby zm¢éfila substraty

nebo inhibitory s molekulovou hmotnosti mensi nez 1 kDa [74].

Plasmonové rezonan¢ni biosenzory se ¢asto fadi mezi senzory optické. Protoze ale jako jediné
vyuzivaji magnetické viny, které se $ifi v kovové vrstvé a méfi afinitni interakce, zminuji je
v samostatné sekci. Nékolik studii potvrdilo, Ze jsou schopné méfit jak vysoko, tak 1

nizkomolekularni analyty [73, 74].
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5 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo testovani riznych reakénich podminek za ucelem stanovit
optimalni podminky pro méteni inhibi¢ni Gi€innosti, a to s pouzitim dvou riznych substratt —
indoxylacetatu a acetylthiocholinu. Nejdiive stanovuji vhodnou koncentraci substratu a aktivitu
enzymu V reakéni smeési tak, aby byla dostate¢nd odezva — tedy linedrni stoupani saturacni
kiivky. Dale se vénuji stanoveni ICso u jednotlivych standardi a vzorkd, nejprve
s acetylthiocholinem a poté indoxylacetatem jako substratem. Posledni cast této prace je

vénovana stanoveni rozdélovaciho koeficientu a polarni povrchové plochy molekuly.
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pouzité chemikalie a pristroje
Ellmanovo ¢inidlo (DTNB) (Sigma-Aldrich)

5.10% M 5,5°-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina — slouzi pro detekci vzniklého Zlutého
produktu pii reakci DTNB s —SH skupinami

0,1 M fosfatovy pufr (PBS)

4 g NaCl, 0,1 g KH2POg4, 1,45 g Na;HPO4.12H-0, 0,1 g KCI do 500 ml destilované vody, jehoz

hodnota byla upravena na pH 7,4 (vSechno Penta)

Acetylthiocholin jodid (ATCH) (Sigma-Aldrich)

0,1 M roztok ATCH v PBS — substrat pro stanoveni aktivity ACHE

1.10° M roztok ATCH v PBS — substrat pro stanoveni ICso a typu inhibice
Acetylcholinesteraza z pauhoie elektrického (Sigma-Aldrich)

ACHE rozpusténa v 0,1 M PBS

Dimethylsulfoxid (DMSOQO) (Penta)

Indoxylacetat (IA) (Sigma-Aldrich)

5.10° M indoxylacetat rozpustény v 5% etanolu

Inhibitory (Tab. 1) rozpusténé v DMSO na koncentraci 0,01 M

- testované latky byly poskytnuty Ustavem organické chemie a technologie (Fakulta

chemicko-technologicka, Univerzita Pardubice)
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Tabulka 1 Prehled testovanych inhibitorii

oznaceni R: | R2 | Rs | obecna struktura
SAG1 F CHs | H
SAG2 Cl CHs | H N
SAG3 F |[H [H \> o o
SAG4 Cl H H F S HN—\\S//
SAGS H H H
SAG6 H |CHs|H Ry
SAG7 F H F
R; R,
SAGS Cl H Cl
SAG9 CHs: | H CHs

Rivastigmin (Sigma-Aldrich)

rivastigmin tartarat rozpustény v demineralizovaé vodé na koncentraci 1.10° M

Galanthamin (Sigma-Aldrich)

galanthamin hydrobromid rozpustény v demineralizované vodé na koncentraci 2.10° M

Pristroje a pomiicky

Spektrofotometr Agilent 8453

6.2 Stanoveni aktivity acetylcholinesterazy

6.2.1 Postup stanoveni aktivity ACHE

Stanoveni aktivity ACHE bylo provadéno Ellmanovou metodou, jejiz princip je podrobnéji

popsan v kapitole 4.1.1.

Jako prvni byl prométen slepy vzorek, tzv. blank. Celkova reakéni smés o objemu 2 ml

obsahovala:

e 1,192 ml PBS (0,1 M, pH 7,4),
e 0,8mIDTNB (5.10* M),
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e 0,008 ml ATCH (0,1 M).

Déle byly pfipraveny 2 ml roztoky pro proméfeni aktivity jednotlivych vzorki ACHE
smichanim:

e 1184 mlPBS (0,1 M,pH74),

e 0,8mIDTNB (5.10* M),

e 0,008 ml ATCH (0,1 M),

e 0,008 ml ACHE.

K zahgjeni reakce dochazi v okamziku smichani enzymu se substratem, proto bylo nutné
pridavat enzym jako posledni a opatrn€¢, aby neSlo ke znehodnoceni reakce pred¢asnym

smichanim.
Stanoveni aktivity u kazdého vzorku bylo provedeno az tfikrat.

Zména absorbance A (pti vinové délce 412 nm) v Case t byla méfena v intervalech po 3 s,
pricemz celkova doba méfeni trvala 70 s. Ze ziskanych hodnot byla nasledné vynesena
zavislost absorbance na Case do grafu a pomoci rovnice regrese byla vypocitana aktivita
enzymu nasledujicim zptisobem: pro hodnotu t bylo dosazeno ¢islo 60 (plyne z definice 1 U) a
vypocitand hodnota absorbance byla vynasobena piepocitavacim faktorem 17,67, ktery

zahrnuje:

delku kyvety 1 cm,

celkovy objem reakéni smési 2 ml,

objem davkovaného enzymu 0,008 ml,

e molarni absorpéni koeficient 14 150 mol.It.cm™,

Jednotlivé hodnoty aktivit kazdého vzorku byly zprimérovéany a aktivita byla dale zohlednéna
pfi dalS$im méfeni. Tento postup stanoveni aktivity byl opakovan kazdy dalsi den pied zacatkem
méfeni.

6.2.2 Postup stanoveni rychlosti saturace enzymu

acetylthiocholinem

Pted kazdym métfenim byla nejdiive stanovena aktudlni aktivita ACHE podle postupu, ktery je
uveden v kapitole 6.1.2. Takto zméfené aktivity byly dale piepocitany, aby davkovany objem
odpovidal zvolenym aktivitam enzymu ve vysledné reakéni smési, tedy postupné 0,09; 0,2 a
0,5U.
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Jako prvni byl prométen slepy vzorek, tzv. blank. Celkova reakéni smés o objemu 2 ml

obsahovala:

0,4 ml DTNB (5.10%* M),
0,08 ml ATCH (.10 M),

objem ACHE vypocitany dle aktualni aktivity,

objem PBS dopo¢itany do celkového objemu 2 ml.

Dale byly ptipraveny 2 ml roztoky pro stanoveni reakcnich rychlosti neinhibovanych reakei pti

ruznych koncentracich ACHE a ATCH smichanim:

e 0,4mlIDTNB (5.10* M),

e postupné davkované objemy 1.10° M ATCH volené tak, aby koncentrace ATCH ve
vysledné reakéni smési byla v rozmezi 5.10° — 2,5.10™* M,

e objem ACHE vypocitany dle aktualni aktivity enzymu, aby aktivita ve vysledné reak¢éni
smési byla 0,09 U (resp. 0,2 nebo 0,5 U),

e objem PBS (0,1 M, pH 7,4) dopocitany do celkového objemu 2 ml.

K zah4jeni reakce dochazi v okamziku smichani enzymu se substratem, proto bylo nutné
pfiddvat enzym jako posledni a opatrn€, aby neSlo ke znehodnoceni reakce piedCasnym
smichanim.
Zména absorbance A (pii vinové délce 412 nm) v Case t byla méfena v intervalech po 3 s,
pricemz celkova doba méteni trvala 70 s. Pro kazdou koncentraci substratu a enzymu bylo
méfeni provedeno alespont dvakrat. Ze ziskanych zavislosti A vs. t byly vypocteny hodnoty
reak¢énich rychlosti (v = AA/At) a byly vyneseny grafy zavislosti reak¢ni rychlosti na
koncentraci substratu (ATCH) pfi dané koncentraci ACHE (tj. 0,09; 0,2; resp. 0,5 U) v reak¢ni
smési.

6.2.3 Postup stanoveni rychlosti saturace enzymu indoxylacetatem

Pted kazdym métenim byla nejdiive stanovena aktudlni aktivita ACHE podle postupu, ktery je
uveden v kapitole 6.1.2. Takto zméfené aktivity byly dale piepocitany, aby davkovany objem

odpovidal zvolenym aktivitdm enzymu, tedy bud’ 0,2; 0,5 nebo 0,8 U v reakcni smési.
Nasledné byl proméfen slepy vzorek, tzv. blank, ktery obsahoval:

e objem ACHE vypocitany dle aktudlni aktivity,

e 0,1 ml 5% etanolu,

e objem PBS dopocitany do celkového objemu 2 ml.
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Poté byly pfipraveny roztoky o celkovém objemu 2 ml s rostouci koncentraci indoxylactatu

jako substratu [75]:

e objem ACHE vypocitany dle aktualni aktivity,
e postupné davkované objemy 5.10° M IA volené tak, aby koncentrace IA ve vysledné
reakéni smési byla v rozmezi 2,5.10 — 1,25.10° M,

e objem PBS dopocitany do celkového objemu 2 ml.
Reakce byla vzdy odstartovéana pfidanim enzymu k ostatnim slozkdm smési.

Zména absorbance A (pfi vinové délce 670 nm) v Case t byla méfena v intervalech po 60 s,
pticemz celkova doba méteni trvala 1400 s [76]. Pro kaZzdou koncentraci substratu a enzymu
bylo méteni provedeno alespon dvakrat. Ze ziskanych zavislosti A vs. t byly vypoéteny hodnoty
reakénich rychlosti (v = AAJ/At) a byly vyneseny grafy zavislosti reak¢éni rychlosti na
koncentraci substratu (IA) pfi dané koncentraci ACHE (tj. 0,2 U; 0,5 U; resp. 0,8 U) v reakéni

smeési.
6.3 Stanoveni ICsg

ICso je takova koncentrace inhibitoru, ktera zptisobi pokles aktivity enzymu na 50 % a popisuje
tedy u¢innost daného inhibitoru. Casto se uvadi jako zaporny dekadicky logaritmus molarni

koncentrace inhibitoru, ktera zpusobi 50% inhibici enzymu, plso = -logICso.

Pro stanoveni hodnoty ICsg jednotlivych inhibitora byla pouzita zavislost, kterd plati mezi
pomérem rychlosti neinhibované (vo) a inhibované (vi) hydrolyzy (vo/vi) a koncentraci
inhibitoru [I]. Tato zavislost je totiZ pro vSechny typy uni-uni enzymatickych inhibovanych
reakci (kompetitivni, nekompetitivni, akompetitivni a smiSend) ptimkova s isekem rovnym 1.
Teoreticky tedy sta¢i na odhad jejiho pribéhu pouze jeden experimentalné stanoveny pomeér
Vo/Vi pro danou koncentraci [I] a z rovnice regrese lze dosazenim za hodnotu vo/Vvi = 2 vypocitat

ICs0, coz vyplyva z jeji definice.
6.3.1 Postup stanoveni I1Cso S acetylthicholinem jako substratem
Pro stanoveni hodnoty ICso danych inhibitort byla opét pouzita Ellmanova metoda.

Aktivita ACHE v celkové reakéni smési 2 ml byla zvolena 0,2 U, proto bylo nutné nejprve
ptepocitat objem pfidavaného enzymu na zakladé vysledki z pfedchozich méfeni aktivit podle

rovnice:

Cl*V1:C2*V2
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Pro vSechna méfeni byl uréen objem celkové reakéni 2 ml, proto bylo podle mnozstvi

pfidavaného enzymu piepocitavano dopliujici mnozstvi PBS.

Jako prvni byl prométen slepy vzorek, tzv. blank. Celkova reakéni smés o objemu 2 ml

obsahovala:

e 0,4mlDTNB (5.10% M),
e 0,08 ml ATCH (1.103 M),
e objem PBS (0,1 M, pH 7,4) dopocitany do celkového objemu 2 ml.

Dale byly ptipraveny roztoky bez inhibitoru pro ziskani vo smichanim:

0,4 ml DTNB (5.10* M),
0,08 ml ATCH (1.10°% M),

objem ACHE vypocitany dle aktualni aktivity,

objem PBS dopo¢itany do celkového objemu 2 ml.

K zah3jeni reakce dochédzi v okamziku smichani enzymu se substratem, proto bylo nutné
pridavat enzym jako posledni a opatrn¢, aby neSlo ke znehodnoceni reakce pred¢asnym

smichanim. Zavislost absorbance na ¢ase pti vinové délce 412 nm byla métena Ctyfikrat.

Roztoky pouzité pro méteni inhibovanych reakci obsahovaly navic pfidany inhibitor vV rozmezi
koncentraci 5.10°— 3,5.10° M. Koncentrace se volila vzdy tak, aby pomér Vo/vi byl vétsi nez

1. SlozZeni celkové smési bylo:

e 0,4mlDTNB (5.10* M),

e 0,08 ml ATCH (1.10° M),

e mnozstvi daného inhibitoru volené tak, aby bylo dosazeno vySe uvedenych koncentraci
V reak¢ni smesi,

e objem ACHE vypocitany dle aktualni aktivity,

e mnozstvi PBS dopocitané do celkového objemu 2 ml.

Enzym byl opét pfiddvan jako posledni a opatrn€, aby neSlo ke znehodnoceni reakce

pfedcasnym smichanim.

Zmeéna absorbance A (pfi vInové délce 412 nm) v Case t byla métena v intervalech po 3 s,
pfi¢emz celkova doba méfeni trvala 70 s. Pro kazdou koncentraci inhibitoru bylo méfeni
zavislosti A vs. t provedeno az tfikrat. Ze ziskanych hodnot byla nésledné pocitana rychlost
reakce (v = AA/At). Poté byl sestrojen graf zavislosti vo/vi na koncentraci inhibitoru [I] a z
rovnice regrese vypocitana hodnota ICsp.
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6.3.2 Postup stanoveni 1Cso S indoxylacetatem jako substratem

Pted kazdym métfenim byla nejdiive stanovena aktudlni aktivita ACHE podle postupu, ktery je
uveden v kapitole 6.2.1. Takto zméfené aktivity byly dale piepocitany, aby davkovany objem

odpovidal zvolené aktivité¢ enzymu 0,5 U v reakéni smési podle rovnice:
C1 * V1 = CZ * VZ
Nasledné byl prométen blank, ktery obsahoval:

e objem ACHE vypocitany dle aktualni aktivity,
e 0,4 ml 5% etanolu,

e objem PBS dopocitany do celkového objemu 2 ml.
Dale byly pfipraveny roztoky bez inhibitoru pro ziskani vo smichdnim:

e objem ACHE vypocitany dle aktualni aktivity,
e 0,4 ml5.10° M indoxylacetatu rozpusténého v 5% etanolu,

e objem PBS dopocitany do celkového objemu 2 ml.

Roztoky pouzité pro méteni inhibovanych reakci obsahovaly navic pfidany inhibitor vV rozmezi

koncentraci 1,5.10° — 1,5. 10 M. SloZeni celkové smési bylo:

e objem ACHE vypocitany dle aktualni aktivity,

e 0,4 ml5.10° M indoxylacetatu rozpusténého v 5% etanolu,

e mnozstvi daného inhibitoru volené tak, aby bylo dosazeno vyse uvedenych koncentraci
V reak¢ni smési,

e objem PBS dopocitany do celkového objemu 2 ml.
Reakce byla vZdy zahdjena pfidanim enzymu k ostatnim slozkdm smési.

Zmeéna absorbance A (pii vinové délce 670 nm) v Case t byla métena v intervalech 60 s, pricemz
celkova doba méfeni byla 1400 s [76]. Pro kazdou koncentraci inhibitoru bylo méfeni zavislosti
A vs. t provedeno az tfikrat. Ze ziskanych hodnot byla nasledné pocitana rychlost reakce
(v = AA/At). Poté byl sestrojen graf zavislosti vo/vi na koncentraci inhibitoru [I] a z rovnice

regrese vypocitana hodnota ICso.

6.4 Stanoveni typu inhibice

Typ inhibice byl uréovan u vzorku ¢islo 1 podle postupu uvedeném v kapitole 6.3.1. Pro

stanoveni byly pouzity &tyfi rfizné koncentrace substratu ATCH: 2.10°, 4.10°, 6.10°
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a 8.10°°M, pricemz pii kazdé koncentraci substratu byly testovany &tyfi riizné koncentrace
inhibitoru: 5.10°, 1.10°, 1,5.10° a 2,5.10° M. Nasledné byl sestrojen graf podle Lineweavera
a Burka, tedy zavislost pfevracené hodnoty reakéni rychlosti 1/v na pievracené hodnoté
koncentrace substratu 1/S. Ztohoto grafu byly poté vypocteny kinetické parametry
Michaelisova konstanta (Km) @ mezni rychlost (Vmax) a uréen typ inhibice.
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7 VYSLEDKY

7.1 Stanoveni rychlosti saturace enzymu acetylthiocholinem

7.1.1 Stanoveni reakéni rychlosti
Stanoveni rychlosti saturace enzymu ATCH je podrobné popsano v kapitole 6.2.2.

Pro kazdou koncentraci ATCH v reakéni smési byla vzdy spocitana reakéni rychlost. Vzorovy

vypodet pro koncentraci ATCH 1.10* M a aktivitu ACHE 0,2 U je uveden niZe:

— (A17 - A4-,4-)

v At

(0,125 - 0,067)
B 12,6

v

v=460.103s"1

Hodnoty Ai7 a Ass odpovidaji hodnotam absorbance v ¢asech 17 a 4,4 s. Proménna t pak
oznacuje Cas 12,6 smezi obéma hodnotami absorbance. Hodnoty vSech méfeni k dané
koncentraci ATCH byly zprimé&rovany a pro vSechny aktivity enzymu (tj. 0,09; 0,2 a 0,5 U)
byla vytvofena saturacni kiivka, kterd znazornuje zévislost reakénich rychlosti na koncentraci

substratu ATCH.

Ze saturacnich kiivek byl sestaven 3D graf, ktery je uveden na obr. 6.
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Obrazek 6 Zavislost reakcni rychlosti na koncentraci acetylthiocholinu a aktivité enzymu (prumeér alesporn ze 2 mérenti)
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Pti aktivit¢ ACHE 0,5 U v reakéni smési je samoziejmée dosazeno nejvyssi odezvy. Nicméné
uz pii aktivit¢ ACHE 0,2 U v reak¢ni smési je odezva dostatena, proto byla tato aktivita (i
Z ekonomickych diivodl) pouzita i pii stanoveni ICso. Pti aktivit¢ ACHE 0,09 U v reakcni smési
je z grafu patrna inhibice enzymu substratem, a proto byla tato aktivita vyhodnocena jako

nevhodna.
7.1.2 Stanoveni kinetickych parametru

Ze satura¢nich kiivek pro aktivitu 0,2 a 05 U byla provedena linearizace podle
Lineweavera-Burka, ktera mimo jiné slouzi k ur¢eni kinetickych parametrtt — mezni rychlosti
(Vmax), tedy takové, pfi které dochazi k preméné substratu na produkt maximalni rychlosti, a
Michealisovy konstanty (Kwm), ktera definuje koncentraci substratu, pti niz je dosazeno poloviny

mezni rychlosti. Grafické znadzornéni linearizace ukazuji obr. 7 a 8. Pti zvolené aktivit¢ ACHE

A4

0,09 U pravdépodobné dochazi pii vyssich koncentracich ATCH k inhibici substratem (viz obr.
6) a linearizace podle Lineweaver-Burka provedena nebyla.

4,50E+02
4,00E+02 .0

3,50E+02 .

3,00E+02 ’

2,50E+02 4 y =0,0141x + 111,49

2,00E+02

1/v (s)

1,50E+02

1,00E.+_02'"'.'..
.-"'5':(.).(;E+Ol

0,00E-+00

-l,OOE‘r'O.li -5,00E+03 0,00E+00 5,00E+03 1,00E+04 1,50E+04 2,00E+04 2,50E+04

-5,00E+01
1/c (ATCH) (1/M)

Obrazek T Zavislost prevracené hodnoty reakcni rychlosti na prevracené hodnote koncentrace
acetylthiocholinu p#i aktivite ACHE 0,2 U (priimér alespor ze dvou méieni)
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Obrazek 8 Zavislost prevrdacené hodnoty reakcni rychlosti na prevrdacené hodnoté koncentrace
acetylthiocholinu pri aktivit¢e ACHE 0,5 U (priumér alespor ze dvou méreni)

Kinetické parametry lze spocitat z rovnice regrese: y = kx + q. Vzorovy vypocet pro aktivitu
ACHE 0,5 U je uveden niZze:

Rovnice regrese: y = 0,0019x + 4,9675

1
V. =
max- 49675

Vinax = 20,13.1072 571

Ky = 0,0019.20,13.10°2
Ky =3,82.10"* mol/l

Vypoétené hodnoty kinetickych parametri pro jednotlivé aktivity ACHE jsou shrnuty v tabulce
2.

Tabulka 2 Saturace enzymu ATCH — hodnoty kinetickych parametrii Ky @ Vinax

Aktivita ACHE [U] 0,2 0,5
Kwm [mol/l] 1,26.10* 3,82.10%
Viax [$] 0,9.102 20,13.10
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Obecné plati, Ze oba kinetické parametry by mély stoupat s rostouci aktivitou enzymu. Mezni
rychlost by méla stoupat, protoze aktivnéjsi enzym pievede vice substratu na produkt. Hodnota
Michaelisovy konstanty taktéz vzroste, protoze pro dosazeni mezni rychlosti je nutna vetsi

koncentrace substratu. Tato skutecnost je splnéna i u vysledka obou parametrii naSeho méfeni.

7.2 Stanoveni rychlosti saturace enzymu indoxylacetiatem

7.2.1 Stanoveni reakéni rychlosti

V kapitole 6.2.3 je uveden postup stanoveni saturace enzymu |A, ktery byl provadén za icelem

zjisténi vhodné aktivity enzymu a koncentrace substratu.

Pro kazdou koncentraci IA v reakéni smési byla vzdy spocitana reakéni rychlost. Vzorovy

vypocet pro koncentraci IA 1.10° M a aktivitu ACHE 0,5 U je uveden niZe:

(A1392 - A192)
v =
At

_ (0,898 —0,088)
N 1200

v

v=6,76.10"%s"1

Hodnoty A13g2 a A192 odpovidaji hodnotam absorbance v ¢asech 1392 a 192 s. Proménna t pak
oznacuje ¢as 1200 s mezi obéma hodnotami absorbance. Hodnoty vSech méfeni k dané
koncentraci IA byly zpramérovany a pro vSechny aktivity enzymu (tj. 0,2; 0,5 a 0,8 U) byla
vytvofena saturacni kiivka, ktera znazoriiuje zavislost reak¢nich rychlosti na koncentraci

substratu 1A.

Ze saturacnich kiivek byl sestaven 3D graf, ktery je uveden na obrazku 9.
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Obrazek 9 Zavislost reakcni rychlosti na koncentraci indoxylacetatu a aktivité enzymu (priumér alesporn ze 2 méreni)
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Na zaklad¢ ziskanych vysledkli byla pro stanoveni ICso testovanych inhibitorti zvolena
koncentrace substratu 1.10° M a aktivita ACHE 0,5 U. Za t&chto podminek je odezva

dostatecna.
7.2.2 Stanoveni kinetickych parametri

Ze vsech tii saturacnich kiivek (tj. pro aktivitu 0,2; 0,5 a 0,8 U) byla provedena linearizace
podle Lineweavera-Burka, ktera mimo jiné slouzi k ureni kinetickych parametri — mezni
rychlosti (Vmax), tedy takové, pii které dochazi k pfemén¢ substratu na produkt maximalni
rychlosti, a Michealisovy konstanty (Kwm), ktera definuje koncentraci substratu, pfi niz je

dosazeno poloviny mezni rychlosti. Grafické znazornéni linearizace ukazuji obrazky 10-12.
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1V (5)
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-1,00E+03
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Obrazek 10 Zavislost prevrdacenée hodnoty reakcni rychlosti na prevrdacené hodnoté koncentrace
indoxylacetatu pri aktivitée ACHE 0,2 U (primeér alespoit ze dvou méreni)
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Obrdazek 11 Zavislost prevracené hodnoty reakcni rychlosti na prevrdacené hodnoté koncentrace
indoxylacetatu pri aktivit¢ ACHE 0,5 U (primeér alespon ze dvou méreni)
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Obrazek 12 Zavislost prevracené hodnoty reakcni rychlosti na prevrdacené hodnoté koncentrace
indoxylacetatu pri aktivitée ACHE 0,8 U (priumeér alespon ze dvou méreni)
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Kinetické parametry Ize spocitat z rovnice regrese: y = kx + . Vzorovy vypocet pro aktivitu
ACHE 0,2 U je uveden nize:

Rovnice regrese: y = 0,8691x + 1239

1
max — a
1

Vmax = 1539

Voax = 8,07.107%4 571

Ky = 0,8691.8,07103.10™*
Ky =7,01.10"* mol/l

Vypocétené hodnoty kinetickych parametrt pro jednotlivé aktivity ACHE jsou shrnuty v tabulce
3.

Tabulka 3 Saturace enzymu A — hodnoty kinetickych parametrii Ky @ Vinax

Aktivita ACHE [U] 0.2 05 08
Kwm [mol/l] 7,01.10° 40,18.10%| 9,58.10°
Vimax [$] 8,07.10" 31,42.10% | 12,42.10%

Obecné plati, Ze oba kinetické parametry by mély stoupat s rostouci aktivitou enzymu. Mezni
rychlost by méla stoupat, protoze aktivnéjsi enzym pievede vice substratu na produkt. Hodnota
Michaelisovy konstanty taktéZ vzroste, protoze pro dosazeni mezni rychlosti je nutnd vétsi
koncentrace substratu. Z uvedenych hodnot je vSak patrné, Ze naSe méfeni toto tvrzeni

nepotvrzuje a nejvyssich hodnot Km | Vimax je dosazeno u aktivity enzymu 0,5 U.

Z vyhodnoceni 3D grafu 1 podle hodnot kinetickych parametrii se jevi aktivita ACHE 0,5 U

jako optimalni pro pouZiti indoxylacetatu jako substratu, proto byla pouzita pro dal§i méteni.
7.3 Stanoveni ICso Ellmanovou metodou pomoci ATCH jako

substratu

Stanoveni inhibi¢ni aktivity rivastigminu, galantaminu a inhibitori SAG1 — SAG9 bylo

provedeno FEllmanovou metodou. Pro kaZdou koncentraci inhibitoru (véetné nulové
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koncentrace) byla vzdy spocitana reakcni rychlost. Vzorovy vypocet pro koncentraci inhibitoru
5.10° M je uveden niZe:

by = (Ay3 — Ag)
At

(0,327 - 0,157)
B 15

v

v=11,3.103s1

Hodnoty As a A23 odpovidaji hodnotam absorbance v ¢asech 8 a 23 s. Proménna t pak oznacuje
¢as 15 s mezi obéma hodnotami absorbance. Z hodnot vSech rychlosti byly vytvofeny poméry
Vo/Vi. Hodnoty poméru k dané koncentraci inhibitoru byly zprimérovany a tyto pruméry byly
pouzity k vytvoreni zavislosti poméru vo/vi na koncentraci inhibitoru. Z rovnice regrese byly
vypocteny hodnoty ICso dosazenim za y = 2. Vzorovy vypocet pro vzorek SAG1 je uveden
nize:

y = 19229x + 0,9931

2 =19229x + 0,9931

2-09931
X = "19229

x =5,236.10"5 mol/1

V tabulce 4 jsou shrnuty vypoétené hodnoty ICsg véetné hodnot smérodatné odchylky.
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Tabulka 4 Hodnoty ICs testovanych inhibitorii stanovené Ellmanovou metodou

1Cs0 (M)
SAG1 53,15+0,78
SAG2 70,58+1,95
SAG3 68,20+4,13
SAG4 93,92+1,83
SAG5 78,76+2,48
SAG6 106,01+5,84
SAGT7 67,09+1,77
SAGS 96,55+0,38
SAG9 70,45+1,37
rivastigmin 56,10+1,41
galantamin 1,11+0,01

Z vypoctenych hodnot je patrné, Ze inhibi¢ni aktivita vzorki SAG2 — 9 je oproti rivastigminu
a galantaminu az fadové nizsi. Vyjimkou je vzorek SAG1, ktery je nepatrné G¢innéj$i nez

rivastigmin.

Graficky ptiklad zavislosti vo/vi na koncentraci inhibitoru je uveden na obr. 13.

51



le@ y =18605x + 1,0117

0,2

0
0,00E+00 5,00E-06 1,00E-05 1,50E-05 2,00E-05 2,50E-05 3,00E-05

c(h™M

Obrazek 13 Zavislost poméru rychlosti neinhibované a inhibované reakce Volvi na koncentraci
inhibitoru SAG1 pri inhibici ACHE (prumeér alespon ze 2 méieni)

7.4 Stanoveni ICso S indoxylacetatem jako substratem

Stanoveni inhibi¢ni aktivity inhibitord SAG1 — SAG9 bylo provedeno s aktivitou ACHE 0,5 U,
ktera byla zvolena na zaklad¢ vysledkt méfeni rychlosti saturace enzymu IA (kapitola 7.1). Pro
kazdou koncentraci inhibitoru (vCetné nulové koncentrace) byla vzdy spocitana reakéni

rychlost. Vzorovy vypodet pro koncentraci inhibitoru 1,5.10° M je uveden niZe:

v = (A1392 — A192)
At

_ (0,685 — 0,097)

v 1200

v=4,9.10"*s1

Hodnoty A13g2 a A192 odpovidaji hodnotam absorbance v ¢asech 1392 a 192 s. Proménna t pak
oznacuje ¢as 1200 smezi obéma hodnotami absorbance. Z hodnot vsech rychlosti byly
vytvoieny poméry vo/Vi. Hodnoty poméri k dané koncentraci inhibitoru byly zprimérovany a
tyto praméry byly pouzity Kk vytvofeni zavislosti poméru vo/vi ha koncentraci inhibitoru.
Z rovnice regrese byly vypocteny hodnoty ICsp dosazenim za y = 2. Vzorovy vypocet pro

vzorek SAGS je uveden nize.
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y = 21397x + 1,1162
2 =21397x + 1,1162

_2-1,1162
X = T1397

x = 4,13.10" 5 mol/1
Hodnoty ICso jsou shrnuty v tabulce 5 véetné hodnot smérodatné odchylky.

Tabulka 5 Hodnoty 1Cso testovanych inhibitorii stanovené s |A jako substrdatem

1Cs0 (LM)
SAG1 221,90+17,25
SAG2 95,28+8,53
SAG3 441,37+23,40
SAG4 96,17+6,01
SAG5 41,60+3,52
SAG6 90,52+2,75
SAGT7 182,92+4,47
SAGS 123,40+17,07
SAG9 165,06+9,71
rivastigmin 540,97+45,62
galantamin 0,42+0,01

vvvvvv

danych reak¢nich podminek jevi jako nejucinngjsi vzorek SAGS (grafickd zavislost poméru
Vo/Vi na koncentraci inhibitoru u tohoto vzorku je znazornéna na obr. 14). Ve srovnani se
standardy jsou vzorky mnohonasobné u€innéjsi nez rivastigmin. Inhibi¢ni u¢innost galantamiu

je vSak fadove vyssi nez u vSech vzork.
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Obrdzek 14 Zavislost poméru rychlosti neinhibované a inhibované reakce volvi na koncentraci
inhibitoru SAGS pri inhibici ACHE (priumér alespon ze 2 méreni)

Za silné inhibitory lze povazovat také vzorky SAG2, SAG4 a SAGS6. Inhibitor s nejnizsi
inhibiéni aktivitou je pak vzorek SAG3, jehoz hodnota ICs je vice nez Sestinasobné vyssi nez

u inhibitoru SAGS.

V porovnani se stanovenim inhibi¢ni aktivity Ellmanovou metodou s ATCH jako substratem

jsou hodnoty ICso S IA u vétsiny vzorki vyssi.

7.5 Stanoveni typu inhibice
Pi1 kompetitivni inhibici, pfi které soutézi inhibitor a substrat o vazebné misto enzymu, se
hodnota Km zvySuje, ale Vmax se neméni. Naopak u nekompetitivni inhibice ma inhibitor své
vlastni vazebné misto a neovliviuje tak vazbu substratu na enzym. Hodnota Kw se tedy v tomto
pfipadé neméni, Vmax se vSak snizuje. V ptipadé akompetitivni inhibice se inhibitor vaze na
komplex enzym-substrat a oba kinetické parametry se tak snizuji. Poslednim typem je inhibice
smiSena, pii které¢ se oba parametry taktéz méni, Km Se vSak v tomto ptipadé zvySuje, Vmax

naopak snizuje [79].

Na obrazku 15 je znazornén graf podle Lineweavera a Burka, z n€hoz byly vypocitany kinetické

parametry Kv a Vmax (tabulka 6).
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Obrdzek 15 Typ inhibice - graf podle Lineweavera a Burka

Tabulka 6 Typ inhibice - kinetické parametry Kma Vimax

c(l) [M] 0 5 10 15
K [mol/I] 1,65.10% 1,95.10% 2,02.10° 2,26.10
Vimax [s] 6,13.102 6,09.10° 6,00.10° 6,09.102

Hodnoty parametrit Km se se zvysujici koncentraci inhibitoru zvySuji, zmény hodnot Vmax Se
prakticky neméni. V grafu podle Lineweavera a Burka lze vidét, ze prolozené piimky se
setkdvaji na ose y, proto Ize usuzovat, Ze se jedna o kompetitivni inhibici. Stejny typ inhibice

byl potvrzen i jinymi studiemi zkoumajici inhibici cholinesteraz podobnymi latkami [80, 81].

7.6 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu a tPSA

Rozd¢€lovaci koeficient je bezrozmérna veli€ina, kterd popisuje lipofilitu latky. Je definovana
jako pomér koncentraci chemické latky v systému dvou nemisitelnych rozpoustédel (napf.
n-oktanol:voda) a jeho hodnota je pfimo imérna rozpustnosti dané latky v organické fazi (tzn.

¢im mensi hodnota rozdélovaciho koeficientu, tim méné je latka lipofilni) [82].
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Nejcastéji je hodnota rozdélovaciho koeficientu vyjadirena v logaritmickém tvaru logP. Tato
hodnota informuje o schopnosti latky prostupovat biologickymi membranami a je zavisla na

okolnich podminkach jako je pH, teplota a iontova sila [82].

U latek, které jsou pouzivané jako 1éCiva, je vedle membranové propustnosti dulezita i
rozpustnost ve vod¢. Neméla by byt pfili§ nizka, protoze jsou 1é¢iva dopravovana na misto
ucinku prostfednictvim krevniho ob¢hu a zaroven pii ptili§ vysoké rozpustnosti dochazi ke

zkracovani jejich ucinku [82, 83].

Lipinskému a jeho kolektivu, ktefi studovali fyzikaln¢ chemické vlastnosti 1éCiv, se podafilo
ur¢it fyzikalné¢ chemické vlastnosti, diky kterym by méla latka snadno prostupovat jak
bunécnou membranou, tak i hematoencefalickou bariérou. Jedna se o tzv. Lipinského pravidlo

5 a lécivo by podle néj mélo splitovat nasledujici:

¢ molekulova hmotnost < 500,

e logP <5,

e < 5 skupin v molekule, které jsou schopné piedat atom vodiku (nejCastéji soucet
hydroxylovych a aminovych skupin v molekule),

e <10 skupin v molekule, které piijmou vodikové atomy za vzniku vodikovych vazeb

(obvykle soucet atomii dusiku a kysliku) [83].

Hodnoty logP inhibitordt SAG1 — 9 byly ziskany pomoci programu ChemDraw a jsou shrnuty

v tabulce 6.

Topologickd molekularni polarni povrchova plocha (tPSA) je vedle rozdélovaciho koeficientu
dalSim dulezitym kritériem pro latky, které by mély byt schopny prochdzet bunécnymi
membranami a hematoencefalickou bariérou. Oproti klasickému polarnimu povrchu molekuly
(PSA), ktery udava soucet povrchii vSech polarnich atomi v molekule (obvykle tedy atomy
kysliku a dusiku, v€etné jejich navazanych atomu vodiku) a je nutné pro jeho vypocet nejdiive
sestavit 3D model molekuly, je tPSA zna¢né€ jednodussi. Pro jeji odhadnuti totiZ staci pouze 2D

molekulovy model [83, 84].

Zjisténim tPSA lze urcit pocet vodikovych mustki, které jsou dileZzité pro absorpci ve stievech

a prostupnost pfes hematoencefalickou bariéru [84].

Rozmér tPSA se udavé v jednotkach A2, kde 1 A = 10° m. Pokud ma latka hodnotu tPSA

mensi nebo rovnu 70 A? vykazuje i vysokou propustnost pies biologické membrany.
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Zjednodusené lze fici, ze schopnost prochazet membranami ma molekula v tom pfipadé, je-li

soucet atomu kysliku a dusiku mensi nebo roven 5 [84].

Stejné jako u rozd€lovaciho koeficientu byly hodnoty tPSA ziskany analyzou struktury molekul
v programu ChemDraw. Vysledky jsou taktéz shrnuty v tabulce 7.

Tabulka 7 Hodnoty logP a tPSA testovanych inhibitorii

Mr | ClogP | tPSA [A?]

SAG1 | 354,39 | 2,59 58,53

SAG2 | 370,85 | 3,16 58,53

SAG3 | 340,37 | 0,95 58,53

SAG4 | 356,82 | 1,52 58,53

SAGS | 322,38 | -0,64 58,53

SAG6 | 336,40 | 1,00 58,53

SAGT7 | 358,36 | 2,34 58,53

SAGS8 | 391,27 | 3,48 58,53

SAG9Y | 350,43 | 2,65 58,53

Zaporna hodnota u inhibitoru SAGS vypovida o jeho vysoké hydrofilité, coZ znamena, ze je
latka dobte rozpustna ve vod¢ a bude snadno distribuovatelna na misto ptisobeni. Bude mit tedy

vysokou ucinnost na periferii, naproti tomu jeji schopnost prochazet do mozku bude nizka.

Jak bylo zminéno vyse, se zvySujici se hodnotou logP se zvySuje lipofilita latky. Nejvyssi

hodnoty logP maji vzorky SAG8 a SAG2. Tyto dva budou velmi dobte prochazet bunéénymi

cvwr

SAG3 a SAGE6 a jejich schopnost prochazet membranami bude niZzsi.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, ptes biologické membrany dobie prochazeji ty latky, které maji
hodnotu tPSA niz§i nebo rovnu 70 A2, Z nasich inhibitorti tuto vlastnost spliuji viechny

vzorky.
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8 DISKUZE

Je znamo, Ze rychlost saturace enzymu je S pouzitim riznych substrati rozdilna.
V experimentalni ¢asti této diplomové prace byla stanovena rychlost saturace enzymu nejprve
s pouzitim ATCH a nasledn€ IA jako substratu. Druhé ¢ast se zabyva stanovenim ICsp opét

S pouzitim obou substratt.

8.1 Rychlosti saturace enzymu substratem

Stanoveni rychlosti saturace enzymu substraty ATCH a IA bylo provadéno za t¢elem urceni
vhodné aktivity ACHE a koncentrace obou substratii pro méieni inhibi¢ni aktivity vybranych

inhibitort ze skupiny substituovanych benzothiazola.

K méfeni rychlosti saturace ACHE pomoci ATCH byla pouzita Ellmanova metoda, a to pro tfi
rizné aktivity enzymu v reakcéni smési: 0,09; 0,2 a 0,5 U v rozmezi koncentrace substratu 5.10 5

a7 2,5.10™* M.

Na zéklad¢ vysledkt saturacnich ktivek, jejichz prubéh by mél mit stoupajici raz (znazornéno
ve 3D grafu na obrazku 6) byla zvolena koncentrace ATCH 2,5.10* M a vhodné aktivity

enzymu 0,2 a 0,5 U v reak¢ni smési.

Stejné tak byla stanovena rychlost saturace ACHE pomoci IA, tentokrat s pouzitymi aktivitami
enzymu Vv reak¢ni smési 0,2; 0,5 a 0,8 U. Aktivity enzymu v reakéni smési bylo nutné zvolit
jinak neZ pii pouziti ATCH jako substratu, protoze u obou metod je rozdilna rychlost hydrolyzy
substratu. V piipadé Ellmanovy metody je navic pfitomna slou¢enina DTNB v reakéni smési.
Saturacni kiivka (obr. 9) méla trvale stoupajici pribeh pouze u aktivity ACHE v reakéni smési
0,5 U, proto byla zvolena jako optimalni. Z rozmezi 2,5.10* az 1,25.10° M byla zvolena

vhodna koncentrace substratu 1.10° M.

U obou pouzitych substrati byly pro riizné aktivity spoéitany parametry Km a Vmax. Hodnoty
Kwm jsou u obou metod v rozmezi jednoho fadu, hodnoty Vmax jsou vsak pii pouziti ATCH jako
substratu o dva fady vyssi nez pii pouziti IA. Hodnoty kinetickych parametrti by mély stoupat
se zvySujici se aktivitou enzymu. Jak je vidét z vysledkd uvedenych v tabulkach 2 a 3, je toto u

substratu ATCH splnéno, pii pouziti IA ale nikoliv.

8.2 Stanoveni ICsp

Dale byly s pouzitim obou vySe zminovanych substratd stanoveny hodnoty ICso vzorka

SAG1 -9 i standardi rivastigminu a galantaminu.
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Hodnoty (tab. 4) ziskané Ellmanovou metodou, tedy s pouzitim substratu ATCH, ukazuji, ze
pouze inhibicni aktivita vzorku SAGL je vyssi nez u rivastigminu. U ostatnich vzorkl jsou
hodnoty ICso vyssi. Galantamin, ktery je povazovan za uc¢innéjsi inhibitor, nez rivastigmin ma
inhibi¢ni aktivitu o cely fad vyssi nez vzorky SAG1 - 9, v piipadé vzorku SAG6 dokonce o

dva.

V porovnani se stanovenim inhibi¢ni aktivity Ellmanovou metodou s ATCH jako substratem,
jsou hodnoty ICso s A (tab. 5) u vétsiny vzorkl vyssi. Lze tedy Fici, Ze se u€innost jednotlivych
inhibitort li§i v zavislosti na pouzitém substratu a reak¢nich podminkéch, a ze v ptipadé vzorkt

SAG1 -9 je ucinnost s pouzitim ATCH az n¢kolikanasobné vyssi nez s pouzitim IA.

Studie zkoumajici inhibi¢ni aktivitu podobnych latek jako jsou vzorky SAG1 — 9 Ellmanovou
metodou [77, 78] udavaji vysledky hodnot ICsp shodné nebo jen o malo vyssi nez vysledky z
naSeho méfeni. Tyto vysledky byly zhodnoceny jako vhodné pro pouziti jako 1é¢iva AD. Proto
1ze soudit, Ze i nase inhibitory SAG1 — 9 by se daly pouzit pro tento ucel, pfestoze jsou nase

hodnoty ziskané Ellmanovou metodou po vétsSinou vyssi nez u standardné pouzivanych latek.

Pokud je ndm zndmo z dostupné literatury, nebyla dosud publikovana zadna studie, které by se
zabyvala stanovenim inhibi¢ni ucinnosti rivastigminu a galantaminu s pouzitim IA jako
substratu. Z nasich dat vSak vyplyva, Ze rivastigmin je méné U¢inny inhibitor nez vzorky
SAGL1 - 9. Galantamin ma naproti tomu o dva fady nizsi hodnotu ICsp, nez nejucinnéjsi vzorek

(SAG5).

Pii pouZziti IA jako substratu se vyrazn€ prodluZuje doba reakce a je nutnd vyS$i aktivita

enzymu, proto IA neni vhodnym substratem pro rutinni testovani inhibi¢ni u¢innosti.

8.3 Stanoveni typu inhibice
Na zaklad¢ vysledku ziskanych z grafu dle Lineweavera a Burka, ve kterém se spojnice bodu
setkavaji na ose y a podle zmény kinetickych paramtrit Km @ Vmax 1ze usuzovat, Ze inhibitory

SAG1 -9 funguji na principu kompetitivni inhibice.

8.4 Rozdélovaci koeficient a tPSA

Latky pouZzivané pro 1é€bu AD by méli snadno prostupovat hematoencefalickou bariérou a
mohly tak ptsobit v mozku. Tato schopnost latky prochazet bunéénymi membranami je pfimo
umérna zvysujici se hodnoté logP. Stejné tak maji latky dobrou membranovou propustnost,

pokud spliiuji, Ze jejich hodnota tPSA je nizsi nebo rovna 70 A2,
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V tabulce 7 je vidét, Ze hodnota tPSA je u viech vzorki stejna a niz$i nez 70 A2, Hodnoty logP
(tab. 6) jsou nejvyssi u vzorki SAG2 a SAGS, proto maji z tohoto pohledu nejvétsi potencial

pro to byt pouzity jako léCiva AD.
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9 ZAVER
Cilem této prace bylo nejdiive urcit optimalni podminky pro stanoveni inhibi¢ni u¢innosti az

deviti riznych inhibitorti za pouziti dvou substratu (ATCH a [A) a nasledné stanovit ICso U

téchto vzorku.

Za pouziti ATCH jako substratu bylo dosazeno dostate¢né odezvy u koncentrace substratu
2,5.10* M a aktivity enzymu 0,2 a 0,5 U v reakéni smési. V piipadé IA byla zvolena optimélni

aktivita enzymu 0,5 U v reakéni smési a vhodna koncentrace substratu 1.103 M.

U obou substrati byly spocitany kinetické parametry Km a Vmax, které by méli stoupat spolu se

zvySujici se aktivitou enzymu. To je vSak splnéno pouze u ATCH.

Podle hodnot ICso stanovenych Ellmanovou metodou (se substratem ATCH) je inhibi¢ni
aktivita méfenych vzorkli fddové shodnd s rivastigminem, ktery byl pouzit jako standart.
V ptipadé substratu IA jsou hodnoty mnohonasobné vyssi nez u ATCH. Z toho vyplyva, ze

ucinnost inhibitoru se 1i8i s pouZzitim riznych substrati a Ze substrat ATCH je G€inné;j8i neZ [A.

Na zéklad¢ vysledki z grafu podle Lineweavera a Burka a zmén kinetickych parametri byl

stanoven kompetitivni typ inhibice.

U vSech vzorki byl taktéZ stanoven rozdélovaci koeficient a tPSA, které napovidaji o tom, jak
dobfe bude latka prochazet bunéénymi membranami a hematoencefalickou bariérou. Z tohoto

hlediska jsou nejvhodnéjsi vzorky SAG2 a SAGS.
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