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ANOTACE

Teoreticka Cast popisuje strukturu, funkci cholinesteraz a metody jejich stanoveni. Déle
se vénuje inhibitorim a jejich uplatnéni pii 1é¢bé Alzheimerovy choroby. Experimentalni ¢ast
se tyka optimalizace podminek pro stanoveni inhibice. Vénuje se také stanoveni inhibi¢ni
ucinnosti s pouzitim 2,6-dichlorindofenol acetatu jako substratu. Posledni ¢ast prace se zabyva

urcenim rozdélovaciho koeficientu a polarni povrchové plochy molekuly.
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ANNOTATION

The theoretical part describes the structure, function of cholinesterases and methods of
their determination. It also deals with inhibitors and their application in the treatment
of Alzheimer’s disease. The experimental part concerns the optimization of condition for the
determination of inhibition. It also deals with the determination of inhibitory efficacy using 2,6-
dichlorindophenol acetate as substrate. The last part of the work is devoted with determining

the partition coefficient and the polar surface area of the molecule.
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AD Alzheimerova choroba (Alzheimer’s disease)
ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesteraza

ATCh acetylthiocholin

ChAT cholinacetyltransferaza

BCh butyrylcholin

BChE butyrylcholinesteraza

ChE cholinesteraza

DTNB 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina

ChEs cholinesterazy

IFA 2,6-dichlorindofenol acetat

IChE inhibitor cholinesteraz

NMDA N-methyl-D-aspartat

OF organofosfaty

QCM kifemenné krystalové mikrovazky (quartz crystal microbalance)
QDs kvantové tecky (quantum dots)

PBS fostatovy pufr (phosphate buffered saline)
PSA polarnim povrch molekuly

TcAChE Torpedo californica AChE
TNB 5-thio-2-nitrobenzoova kyselina

tPSA topologicka molekuldrni polarni povrchové plocha
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UvVOD

Cholinesterdzy (ChEs), které patii do skupiny serinovych hydroldz, se nachazi
predevs§im v centralnim nervovém systému a jsou dulezité pro jeho spravné fungovani. Do této
skupiny enzymil se fadi acetylcholinesteraza (AChE), jejimZz hlavnim ukolem je hydrolyza
acetylcholinu (ACh) na cholin a kyselinu octovou. Tato reakce je potiebnd k umoznéni
cholinergniho neuronu se po aktivaci vratit do klidového stavu. Druhym enzymem, ktery se
fadi do skupiny ChE, je butyrylcholinesteraza (BChE), avSak nema zadny fyziologicky vyznam
v nervovém systému. [1, 2]

Inhibitory cholinesteraz (IChE) jsou latky, které se pouzivaji pfedevSim pro 1écbu
Alzheimerovy choroby (AD), potom dale pro 1écbu myasthenia gravis a glaukomu. Jedna se
o prirodni a syntetické latky, které narusuji rozpad ACh a tim prodluzuji jeho ¢innost. [3]

Alzheimerova choroba, ktera byla popsana v roce 1907 némeckym lékarem Aloisem
Alzheimerem, se fadi mezi neurodegenerativni onemocnéni nervového systému. Jednd se
o0 nejrozsitenéjsi typ demence na celém svété. Nemoc se nejéastéji objevuje po 65. roce Zivota
a hlavnim pfiznakem je porucha paméti. Piicinou AD je kromé ptfitomnosti B-amyloidovych
plakt a neurofibrilarnich klubek také snizena produkce ACh a ztrata cholinergnich neuront,
coz vede ke kognitivnim porucham. AD patii v soucasné dob¢ k nevylécitelnym onemocnénim.
Ke zmirnéni symptomt a zpomaleni pribehu se pouzivaji pravé zminéné inhibitory, mezi které
patii pfedevSim donepezil, rivastigmin a galantamin. [4]

Pro stanoveni aktivity AChE se pouziva mnoho metod, napiiklad spektrofotometrické,
metody zalozené na zméné pH, fluorimetrické a mnoho dalSich. Nejvice rozsifenou
a pouzivanou metodou je metoda spektrofotometricka, tzv. Ellmanova metoda. Stanoveni
aktivity a inhibice ChEs ma Siroké spektrum v oblasti zahrnujici farmaceuticky primysl,

potravinaisky prumysl, zeméd¢€lstvi, zdravotnictvi a armade. [5]
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1 CHOLINESTERAZY

Cholinesterdzy patii do skupiny enzymi zvané serinové hydrolazy. Jsou piitomné
v centralnim nervovém systému, zejména v nervoveé tkéani, svalech a ¢ervenych krvinkach.
ChEs katalyzuji hydrolyzu neurotransmiteru acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou, coz je
reakce nezbytna k umoznéni cholinergniho neuronu se po aktivaci vratit do klidového stavu.
Cholinergni systém je zaloZen na neurotransmiteru acetylcholinu, ktery byl poprvé objeven
vroce 1914 anglickym farmakologem a fyziologem Henrym Hallett Dalem. Pozdé&ji v roce
1926 byl ACh potvrzen némeckym farmakologem Ottem Loewim jako neurotransmiter. ACh
je Siroce rozsifen v centralnim i perifernim nervovém systému. Pii hydrolyze ACh pomoci
acetylcholinesterazy predstavuje dilezité misto hydroxylova skupina serinu, kterd umoziuje
nukleofilni atak na elektrofilni uhlikovy atom substratu. Dochazi tak k esterovému spojeni
mezi cholinem a acylovou skupinou a tim k doCasné kovalentni vazbé mezi enzymem
a substratem a enzym se stava neaktivni. Poté dojde k hydrolyze této vazby za vzniku cholinu
a zbytku kyseliny octové za soucasného ,,odkryti* esterového mista, a tedy i k obnoveni aktivity
enzymu. [1, 2, 6]

ChE je jeden z mnoha dilezitych enzymu potifebnych pro spravné fungovani nervového
systému Cloveéka. Je znamo, ze obratlovci maji dvé cholinesterdzy, a to acetylcholinesterazu
(EC 3.1.1.7) a butyrylcholinesterazu (EC 3.1.1.8). AChE se primarné nachéazi v mozku, v krvi
na membranach erytrocyti a nervovych synapsich, zatimco BChE je produkovéna v jatrech
a nachazi se primarné v krevni plazmé¢. [1]

Hlavni funkci AChE je hydrolyza ACh, kde u nervovych synapsi pferusi pienos
nervovych impulzii hydrolyzou tohoto neurotransmiteru. BChE vSak nema z&dnou zndmou
fyziologickou funkci, ale je prokazan jeji toxikologicky vyznam. BChE plsobi jako
tzv. zachranny enzym (scavenger) vazajici toxické latky, které by mohly inhibovat AChE. Tyto
dvé cholinesterdzy byly historicky diferencovany na zéklad¢ jejich substratové selektivity.
AChE hydrolyzuje acetylcholin rychleji, zatimco BChE hydrolyzuje butyrylcholin (BCh)
rychleji. Pfedpoklada se, ze tento rozdil v selektivité k substratu vyplyva z rozdill ve struktuie
acylové kapsy, kterd v ptipadé BChE umoznuje piistup vétSich substrati k aktivnimu mistu.
Na molekularni trovni maji AChE a BChE spolecnou sekvenéni homologii aminokyselin
7 65 % a jsou kodovany rliznymi geny na chromozomu 7 pro AChE a na chromozomu 3
pro BChE. O vzniku odlisnych molekularnich forem téchto enzymi rozhoduje vzdy jediny gen,

a to v dasledku alternativniho sestfihu kodovaci oblasti ptivodniho transkriptu. [7, 8]
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Mnoho chemickych sloucenin s riiznymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, jako jsou
napf. organofosfatové (OF) a karbamatové pesticidy, bojové latky, pfirodni toxiny a léky,
projevuje svou akutni toxicitu inhibici ChE. Inhibitory ChE jsou latky ptirodni nebo umélé
a naruSuji rozpad ACh a prodluzuji jeho ¢innost. Inhibice tohoto enzymu ma tedy toxikologické
1 farmakologické uplatnéni. Inhibitory ChEs maji také velké uplatnéni pro 1é€bu myasthenia
gravis, glaukomu a Alzheimerovy nemoci. Stanoveni aktivity a inhibice ChEs ma Siroké
spektrum v oblasti zahrnujici farmaceuticky primysl, potravinaisky primysl, zemédélstvi,

zivotni prostiedi a zdravotnictvi. [1, 8]

1.1 Acetylcholinesteraza

Acetylcholinesterdza je zndméa také jako prava cholinesteraza, erytrocytova
cholinesteraza nebo acetycholinova acetylhydroldza. Jak uz bylo fe¢eno, AChE se nachézi
predev§im v mozku, v krvi na membrandch erytrocytl a jeji funkci je katalyza hydrolyzy
acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou. Inhibitory AChE se pouzivaji pti 1€cb¢ rtiznych
neuromuskuldrnich poruch a poskytly prvni generaci 1é¢iv pro 1écbu Alzheimerovy choroby.
Znalost 3D struktury AChE je proto nezbytna pro pochopeni jeji pozoruhodné katalytické

ucinnosti, pro raciondlni navrh 1&¢iv a pro vyvoj terapeutickych ptistupt k intoxikaci OF. [1, 9]
1.1.1  Struktura

Prvni krystalova struktura, struktura TcAChE (Torpedo californica AChE), byla
stanovena v roce 1991. Poté nasledovala fada 3D struktur TcAChE v komplexu se Sirokym
repertoarem inhibitord, véetné 1€kt proti Alzheimerové chorobé. Stanoveni zminéné krystalové
struktury u parejnoka TcAChE umoznilo vizualizovat vazajici kapsu pro ACh. Také umoznila
identifikaci aktivniho mista, které se nachdzi na dné hluboké rokle lemované pievazné
aromatickymi aminokyselinovymi zbytky. AChE ma vysokou specifickou katalytickou aktivitu

a jeji struktura je zobrazena na obrazku 1. [3, 9]
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Obrazek 1 Struktura AChE [10]

Katalytické jednotka enzymu se sklada z periferniho aniontového mista, z prohlubné
aktivniho mista a z katalytického aktivniho mista. Periferni aniontové misto slouzi jako
selektivni brana pro ACh. Vazbou substratu na periferni aniontové misto za¢ina pocate¢ni krok
v katalytické draze. [9]

Kazda molekula AChE degraduje asi 25 000 molekul acetylcholinu za sekundu, coz se
blizi rychlosti difuzné fizené reakce. Molekula AChE ma4 elipsoidni tvar s rozméry piiblizné
45 A na 60 A na 65 A. Monomer enzymu se sklada z dvanacti p skladanych listi obklopenych
¢trnacti a helixy. Charakteristickym rysem struktury AChE je hluboké a uzka rokle, tzv. rokle
aktivniho mista. Tato rokle je dlouhd asi 20 A, je lemovana 14 aromatickymi kruhy
aminokyselin Phe, Trp a Tyr a pronikd do poloviny enzymu. Pfitomnost aromatickych
hydrofobnich zbytkli pomaha k zavedeni ACh do katalytického aktivniho mista. Katalytické
aktivni misto AChE je umisténo 4 A od dna prohlubné aktivniho mista a zahrnuje
2 ,,podjednotky*, a to esterové a aniontové misto. V esterové podjednotce je umisténo vazebné
misto pro acyl, tzv. acylova kapsa, ktera slouzi k zachyceni acylové skupiny ACh béhem
katalyzy. V této podjednotce je také umisténa oxyaniontovd jamka. Esterova podjednotka
TcAChE obsahuje triadu tfi aminokyselin, mezi které patii Ser 200, His 440 a Glu 327.
Aniontova podjednotka slouzi k vazbé s kladné nabitou kvartérni skupinou cholinu. Tato
podjednotka vaze také oba kvarterni ligandy (edrofonium, N-methylacridinium), které ptisobi
jako kompetitivni inhibitory a kvarterni oximy, které¢ slouzi jako ucinné reaktivatory AChE
inhibované OF. [11, 12]

AChE existuje ve trech globularnich formach obsahujicich jednu, dvé nebo Ctyfi
katalytické podjednotky. Tyto rtizné formy jsou dany alternativnim sestfihem, transkripénimi,
post-transkripénimi a post-translacnimu modifikacemi. Monomer G1 ma velikost pfiblizné
69 kDa, dimer G2 o velikosti 131 kDa, kde jsou dva monomery spojené disulfidickou vazbou
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Cys-Cys a tetramer G4 o velikosti 275 kDa, kde jsou dva G2 dimery spojené hydrofobnimi
interakcemi. G1 AChE existuje vyhradné jako rozpustna entita, zatimco G4 AChE existuje jak
v rozpustné, tak v membranove vazané forme. V lidském mozku se AChE vyskytuje v G1 a G4
formé¢, ptiCemz se jejich pomér v riznych oblastech mozku 1i8i. G4 forma ptevlada v centralni
nervové soustavé. Tyto rizné formy AChE jsou transportované mechanismy aktivniho
neuronového transportu v retrogradnich a anterogradnich smérech. [13]

V mozku pacienti s AD je v nékterych oblastech hladina membranové vazané G4 formy
sniZzena az o 90 %, zatimco hladiny G1 formy ziistdvaji nezménény. Tyto zmény exprese jsou
pravdépodobné p¥imym nasledkem B-amyloidu. U¢innost inhibice ChE jednotlivymi typy IChE
je vriznych oblastech mozku odlisnd, v dusledku rozdilné selektivity vi¢i molekuldrnim
1soformam. [13, 14]

Znalost struktury AChE je nezbytna pro pochopeni jeji vysoké katalytické ti¢innosti
a molekuldrniho zékladu pro rozpozndvani ACh jinymi proteiny véazajicimi ACh (receptory
ACh). Také pro objasnéni mechanismu ucinku, ktery je zdkladem farmakologického

a toxikologického ucinku téchto latek za icelem racionalniho designu Iékt. [12]

1.1.2 Funkce

Hlavni funkci AChE je ukonceni nervového pifenosu na cholinergnich receptorech
rychlou hydrolyzu neurotransmiteru ACh. B&hem neurotransmise se ACh uvoliuje
z presynaptického neuronu do synaptické Stérbiny a véze se na acetylcholinové receptory
na postsynaptické membrané, ¢imz prenasi signal. Neurotransmiter je zachycen AChE a rychle
vtahovan do aktivniho mista. Katalytickd reakce AChE nejdiive probiha nukleofilnim atakem
na karbonylovy uhlik ACh, a poté nésleduje acylace enzymu za vzniku volného cholinu.
V posledni tadé¢ dochazi k hydrolyze acylovaného enzymu, uvolnéni kyseliny octové

a obnoveni aktivniho mista. Funkce AChE je zndzornéna na obrazku 2. [15]

Axon
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@ Acetylicholine (ACh) is made
from choline and acetyl CoA.
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Obrazek 2 Funkce AChE [16]
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Prestoze primarni funkci AChE je ukonceni nervového pienosu, tak bylo zjisténo, ze
AChE hraje také roli v nervovém vyvoji. AChE vykazuje také neenzymatické funkce. Tykaji
se vétSinou rozvoje a degenerace nervového systému a zahrnuji podporovani bunééné adheze
a rastu neuritd, amyloidozu a apoptézu. Embryologicky je AChE slozité zapojena do vyvoje
nervoveého systému a je exprimovana vyvijejicimi se neurony a béhem obdobi axonalniho ristu
kutat bylo zjiSténo, ze v gangliich dorzalnich kofent je lokalné pfitomna piechodnd aktivita
AChE. Tato zjiSténi naznacuji, ze béhem vyvoje plodu AChE pftispiva k morfogenezi kromé
své hlavni enzymatické funkce. AChE je také zapojena do mnoha dalSich bunécnych procest
véetné synaptogeneze, neuritogeneze, hematopoézy, adheze bunék, apoptéozy a je také

spojovana s tvorbou amyloidnich plakti u AD. [15, 17]

1.1.3  Syntéza acetylcholinu

Acetylcholin, ktery je neurotransmiter autonomniho nervového systému sympatiku
a parasympatiku, centrdlniho nervového systému a nervosvalové ploténky, je syntetizovan
jednostupiiovou reakci. ACh vznika syntézou acetyl koenzymu A a cholinu za katalyzy
enzymem cholin acetyltransferazou (ChAT). Acetyl koenzym A pouzivany pro syntézu ACh
v mozku savcl pochdzi z pyruvatu tvofeného z glukézy. Stejné jako v piipadé vSech nervovych
terminalnich proteina je ChAT produkovéna v téle cholinergnich bun¢k a transportovéna doli
axonem k nervovym zakoncenim. Jak ChAT, tak ACh Ize nalézt v celém neuronu, ale jejich
nejvyssi koncentrace je v axonovych oblastech. [18]

Béhem nervového pienosu je ACh uvolnén z presynaptické membrany axonu
do synaptické Stérbiny a vaze se na acetylcholinové receptory nikotinové ¢i muskarinové
postsynaptické membrany dendritu. AChE, nachézejici se také na postsynaptické membrang,
ukon¢i nervovy pienos hydrolyzou ACh. Volny cholin, ktery pochazi z hydrolyzovaného
neurotransmiteru, je opét piijat presynaptickym neuronem, aby mohl byt ACh resyntetizovan
z cholinu a acetyl koenzymu A za katalyzy ChAT. Cholin, ktery je uvolnovan z acetylcholinu
acetylcholinesterazou, je zpétné pienesen do cholinergnich oblasti pomoci vysoce afinitniho
transportéru a znovu pouZzit v syntéze neurotransmiteru. Hemicholin-3 silné a reverzibilné
inhibuje transport cholinu, coz mé za nasledek vyrazné sniZzeni tvorby acetylcholinu. [3]

V nervovém systému se predpoklada, ze ChAT existuje primarné v nervové terminalni
cytoplazmé. V kapilarnich endotelovych buiikdch je nosny systém, ktery je zodpovédny

za transport cholinu ve svych volnych a fosfolipidovych formach do mozku. Hydrolyza
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fosfolipidii obsahujicich cholin mtze také uvoliiovat cholin, ktery se pouziva pii syntéze
acetylcholinu. [19]

Mezi kroky omezujici rychlost v syntéze ACh patii dostupnost cholinu a acetyl-CoA.
Béhem zvySené neurondlni aktivity je dostupnost acetyl-CoA z mitochondrie zvySena, stejné
jako absorpce cholinu do nervu kon¢iciho synaptickou $térbinou. Ionty Ca?" jsou zapojeny
do obou téchto regulacnich mechanismi. Vétsina cholinu pouzivaného pro syntézu ACh
pochazi z recyklace cholinu z metabolizovaného ACh. Dalsim zdrojem je rozklad fosfolipidu,
fosfatidylcholinu. [19]

Neexistuji zadné velmi specifické a silné inhibitory enzymu a je tfteba poznamenat, Ze
farmakologickd blokada tohoto kroku (napf. naftylvinylpyridinem) v Zivotnim cyklu

acetylcholinu zpiisobuje mén¢ vyrazny ucinek na zvyseni nez inhibici transportu cholinu. [18]
1.2 Butyrylcholinesteraza

Butyrylcholinesterdaza je znamd také jako pseudocholinesteraza, nespecificka
cholinesteraza nebo plazmaticka cholinesteraza. BChE patii stejn¢ jako AChE do skupiny o/p
serinovych hydroldz. Jak uz bylo zminéno, BChE je produkovéna v jatrech a vyskytuje se

predevsim v krevni plazmég. [8]
1.2.1  Struktura

Molekularni struktura BChE je podobna struktuie AChE, avSak tento enzym ma odlisné
spektrum substratovych specifit. Zatimco AChE hydrolyzuje nejprve acetylcholin, BChE
pfednostné hydrolyzuje butyrylcholin. Katalyticka jednotka enzymu se sklada z periferniho
aniontového mista nachéazejiciho se na povrchu enzymu, z 1zké prohlubné, ktera je lemovana
aromatickymi zbytky aminokyselin a z aktivniho mista na dn¢ prohlubn¢ enzymu. U mnoha
druhti je monomer tvoren pfiblizné 574 aminokyselinami. Nejcastéji se vSak BChE vyskytuje
jako tetramer a celkovd hmotnost jedné podjednotky se blizi 85 kDa. Zbytky aminokyselin
Asp 70 a Tyr332 jsou zapojeny do pocateni vazby pozitivné nabitého substratu, jako je
kvartérni amonium obsahujici estery cholinu. Acylové kapsy AChE a BChE obsahuji rtizné
aminokyselinové zbytky. V acylové kapse BChE se nachazi Leu 286 a Val 288 a nahrazeni
fenylalanint alifatickymi zbytky umoznuje katalyzu vétsi acylové skupiny nachdzejici se
v substratu, jako je butyrylcholin. Krystalova struktura lidské BChE je zndzornéna na obrazku
3. [6, 20, 21]

Aktivni misto lidské BChE obsahuje katalytickou triddu Ser 198, Glu 325 a His 438,

ktera uréuje katalytickou aktivitu enzymu. Sest ze &trnacti aromatickych aminokyselinovych
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zbytk, které lemuji aktivni misto prohlubné AChE, jsou nahrazeny alifatickymi
aminokyselinovymi zbytky v BChE. To zptsobuje, Ze je objem aktivni rokliny BChE vétsi nez
u rokliny aktivniho mista AChE. Néhrada aromatickych aminokyselin alifatickymi
aminokyselinami je také zodpoveédna za selektivni citlivost vii¢i riznym inhibitoriim téchto
dvou enzymtll. BChE muze katalyzovat hydrolyzu velkého mnozstvi esterd, zatimco AChE je

velmi specifickd pro ACh. [7, 21]

Obrazek 3 Struktura BChE [22]

1.2.2 Funkce

Piesné funkce BChE zlstava prozatim nejasnd. Byly vSak navrzeny cetné potencialni
role BChE, od metabolismu lipoproteini po bunécnou adhezi a etiologii urcitych
neurodegenerativnich chorob. Byl vSak prokédzan jeji toxikologicky vyznam. BChE ptisobi jako
tzv. zachranny enzym vazajici toxické latky, které by mohly inhibovat AChE. BChE hraje roli
pii detoxikaci jedd, které mohou byt konzumovany nebo inhalovany. Naptiklad
organofosfatové pesticidy, nervove paralytické latky a neurotoxické latky zvané anatoxiny jsou
vychytany a zni¢eny BChE, proto se tento enzym vyuziva jako potencidlni terapeutikum
pii otravé napi. organofosfatovymi pesticidy a slouzi také jako biomarker pfi expozici nervove
paralytickymi latkami a organofosfatovymi pesticidy. [23]

BChE se od AChE lisi v kinetické odpovédi na koncentraci ACh. BChE je mén¢ u¢inna
v hydrolyze ACh pfti jeho nizkych koncentracich, ale vysoce u¢inné pii vysokych koncentracich
tohoto substratu, pii kterych je AChE inhibovana. BChE by se mohla tedy uplatinovat

pii hydrolyze neurotransmiteru ACh a slouzit tak jako tzv. =zalozni enzym.
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Butyrylcholinesterdza méa ve své struktufe tfi rizné enzymatické aktivity jako
acetylcholinesteraza, a to esterdza, aryl-acylamidaza a peptidaza (nebo proteaza). [24]
Hladiny BChE mohou byt sniZeny u pacientti s pokro¢ilym onemocnénim jater a snizeni
musi byt vyssi nez 75 %, nez dojde k vyznamnému prodlouzeni neuromuskularni blokady se
sukcinylcholinem. Zvyseni BChE bylo pozorovdano u 90,5 % piipadi akutniho infarktu
myokardu, coz lze pouZit jako marker toxicity latek. Stanoveni enzymu muize byt tedy vhodné
pro jednoduché prokazani patologickych stavli. BChE se také uplatituje pii katabolismu tukt

a je spojovana se vznikem amyloidnich plaka a neurofibrilarnich klubek u AD. [1]
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2 ROLE CHOLINESTERAZ U ALZHEIMEROVY
CHOROBY

Alzheimerova choroba je vyznaCovdna porusenim centralniho acetylcholinergniho
systétmu. Tento systém je také dilezity pro mechanismy kratkodobé paméti a pamétové
konsolidace. AD je nemoc, kterd piedstavuje nejcastéjsi formu demence na celém svéte.
Spoleénym patofyziologickych znakem AD je kromé ptitomnosti B-amyloidovych plaki
a neurofibrilarnich klubek také ztrata cholinergnich neuront. Cholinergni deficit vede
ke kognitivnim poruchdm, poklesu pozornosti, koncentrace a rychlosti zpracovani informaci.
Pii AD je snizena tvorba a uvolnéni ACh z presynaptickych zakonceni, hladina enzymu
cholinacetyltransferazy a zarovei je snizen vstup prekurzoru cholinu do neuront. Soucasné je
snizen i1 pocet nikotinovych acetylcholinergnich receptort, avSak pocet muskarinovych
acetylcholinergnich receptort ziistava relativné nezménén. Zajimavosti je, ze hladina BChE
pii AD progresivné a vyznamné stoupa. [25, 26]

AD byla poprvé popsana némeckym lékarem Aloisem Alzheimerem v roce 1907. Jedna
se o chronické neurodegenerativni onemocnéni, které je z 60-70 % pfi¢inou demence. Tato
nemoc se nejcastéji objevuje u lidi kolem 65 let. K prvnim piiznaklim patii porucha paméti,
postupné se pridava poskozeni kognitivnich, intelektualnich, ale 1 fyzickych schopnosti. Pfi¢ina
nemoci je z90 % sporadickd (ojedinéld). Familiarni forma AD, ktera je pti¢inou 5-10 %
onemocnéni, se objevuje Casto pred 60. rokem). Tato forma je zpisobena vrozenymi mutacemi
v dilezitych genech, jako je naptiklad amyloidovy prekurzorovy protein nebo tau protein.
Predpoklada se, ze sporadicka i1 familiarni forma vede k hromadéni amyloidu B v mozkové
tkani, predev§im v hipokampu a mozkové kiie. V roce 2015 bylo na celém svété piiblizné 29
miliont lidi s AD a ve stejném roce byla tato demence pfic¢inou smrti 1,9 milionu lidi. Jak bylo
feceno, tak nejcastéji se projevuje u lidi starSich 65 let, av§ak 4-5 % ptipadil se objevuje diive.
Prevalence AD se zvySuje s vékem —z 10 % u osob kolem 65 let na témét 50 % u osob kolem
85 let. Jako 1éciva, kterd zmiriiuji progresi, se pouzivaji inhibitory acetylcholinesterazy (takrin,
rivastigmin, galantamin a donepezil). Tyto inhibitory snizuji degradaci ACh, coZ vyrovnava
ztratu ACh zptsobenou degradaci cholinergnich center v mozku. DalSim pouzivanym lé¢ivem
je memantin ze skupiny inhibitort NMDA receptoru. [4, 27]

Na obrazku 4 mizeme vidét porovnani mozku zdravého ¢lovéka a mozku ¢loveka s AD.
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Obrdazek 4 Porovnani mozku zdravého cloveka (vievo) a mozku cloveka s AD (vpravo) [28]

Mozek AD je charakterizovan pfitomnosti f-amyloidnich plaki a neurofibrildrnich
spleti, které jsou charakteristickymi patologickymi rysy. [-amyloidové plaky jsou
extracelularni depozity, jejichz hlavni slozkou je B-amyloidni protein, maly polypeptid
vytvofeny zpracovanim mnohem vét$iho transmembranového B-amyloidniho prekurzorového
proteinu postupnym plisobenim proteolytickych enzymi znamych jako sekretazy.
Intracelularni neurofibrilarni splet’ se skldda ze sparovanych helikdlnich filamenth
mikrotubulového proteinu tau, ktery je abnormdalné hyperfosforylovany. V dnesni dobé se
zaméfeni na vyzkum posunulo od proteinovych lozisek smérem ke studiim role spoustécich
efektorti, f-amyloidni protein a tau protein. V souladu s tim je vénovan velky vyzkum
porozumeéni tomu, jak B-amyloidni protein a tau protein vedou k toxickym udalostem spojenym
s AD, jak zpiisobuji zmény v expresi dalSich klicovych mozkovych proteinti a nakonec, jak
zpisobuji neurodegeneraci. [29]

Jak uz bylo fe¢eno, AChE mitize existovat v nékolika raznych molekularnich formach,
které maji specifické vzorce exprese v riznych typech bunck. Ne vSechny molekularni formy
AChHE jsou v mozku AD stejné postizeny. Studie pouZzivajici centrifugaci v sachar6zovém
gradientu odhalily dvé hlavni formy AChE v mozku savct, a to tetramer (G4) a monomer (G1).
Hlavni formy v mozku dospélych jsou G4, které jsou ukotveny v bunééné membrané neuronti
a predstavuji cholinergni druh. DalSimi minoritnimi druhy jsou monomery (G1) a dimery (G2).
Nékolik studii vSak dokazalo, Zze kazda forma odrézi jiné fyziologické funkce a Ze existuji
zmeény Vv relativnich pomérech isoforem AChE v mozku pacienta s AD. U pacient s AD, ktefi
byli vySetfovani post-mortem se prokazala selektivni ztrata enzymaticky aktivniho G4 v fadé
kortikélnich a subkortikélnich oblasti mozku, zatimco minoritni druhy byly zachovany

nebo v tézkych ptipadech AD dokonce zvyseny. [29, 30]
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Dusledkem selektivni ztraty formy G4 véazané na membranu je pokles poméru
molekularnich forem G4/G1 AChE. Pomér AChE formy G4/G1 byl obvykle studovéan
ve vztahu k neurochemickym, neuroanatomickym, zejména cholinergnim vlastnostem mozku.
Na membranu vazana G4 forma AChE je pfednostné exprimovana na cholinergnich synapsich,
a pravé pomér G4/G1 je markerem pro tato mista. Praveé ztrata G4 souvisi s extraneurondlnim
ukladanim amyloidniho proteinu a naslednou tvorbou plaki a s rozvojem intraneuronalnich
neurofibrilarnich spleti. Tyto rysy jsou povazovany za histopatologické markery. [30]

Studie prokazaly, Ze zatimco koncentrace AChE poklesne az o 85 % v postizenych
oblastech mozku, tak dojde ke zvySeni koncentrace BChE. ZvysSend hladina BChE ma
za nasledek tvorbu B-amyloidnich plakl a neurofibrildrnich spleti, nebot’ bylo prokazéano, ze

inhibici poklesne vznik B-amyloidi. [29]
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3 INHIBITORY CHOLINESTERAZ

Inhibitory cholinesteraz jsou latky, které néalezi do tzv. kognitiv. Kognitiva jsou latky,
které zlepSuji funkci centralniho acetylcholinergniho systému, a kromé IChE mezi n¢ patii také
prekurzory tvorby acetylcholinu a agonisté muskarinovych a nikotinovych receptort. IChE jsou
latky jejichz tkolem je zablokovani rozpadu ACh, a tim prodlouzeni vazby ACh na své
receptory s nasledujicim zvysSenim acetylcholinergni transmise. Centralni IChE musi dobie
prochédzet hematoencefalickou bariérou, ovlivitovat specificky mozkové formy ChE a byt dobie
tolerovany. Vétsina latek jsou inhibitory AChE, nékteré vsak také inhibuji i BChE. Inhibitory
délime do tfi skupin podle zptsobu uc¢inku. Prvni skupinou jsou inhibitory reverzibilni, které
jsou odbouravany v jatrech a jejich pisobeni trva po dobu jejich pritomnosti v plazmé. Druhou
skupinou jsou inhibitory ireverzibilni, které jsou spojovany s toxickymi u¢inky a s mnozstvim

nezadoucich ucinka. Tteti skupina zahrnuje inhibitory pseudoreverzibilni. [31]

3.1 Reverzibilni inhibitory

Tyto inhibitory hraji dulezitou roli ve farmakologickém odvétvi a zahrnuji slouceniny
s riznymi funkénimu skupinami, jako je karbamatova, kvartérni nebo terciarni aminova
skupina. Jsou pouzivany pii diagnostice nebo 1¢¢bé riiznych nemoci, jako napiiklad myasthenia

gravis, distenze mocového méchyte nebo glaukom. [3]

3.1.1 Donepezil

Donepezil (obr. 5) je selektivni reverzibilni inhibitor, ktery se vaze na periferni
aniontové misto. Tento 1ék byl schvalen pro [é€bu AD v roce 1996 a je z inhibitorti ChE nejdéle
na trhu. Jedna se o piperidinovy derivat a ma nejen symptomatické ucinky pii 1é€bé AD, ale
také kauzalni u€inky, které zpomaluji ukladani amyloidniho plaku. [3, 32]

Benzylpiperidinové skupiny a skupiny indanonu donepezilu interaguji s indolovym
kruhem Trp 84 aniontového podiizeného mista na dné rokle a indolovym kruhem Trp 279
v perifernim misté enzymu. Farmakologicky profil donepezilu urychlil vyvoj dal$ich derivati
N-benzylpiperidinu jako potencialnich ¢kt proti Alzheimerové chorobé. Villalobos a kol.
navrhli a syntetizovali N-benzylpiperidinové derivaty nahrazenim indanonové Casti
slouceninou benzisoxazolové skupiny s velmi vysokou in vitro inhibi¢ni aktivitou AChE a také
velmi vysokou selektivitou. Vykazuje vSak nizkou aktivitu in vivo diky své rychlé hydrolyze
a produkci méné ucinnych metabolitd. V posledni dobé Meng a kol. syntetizovali derivaty

indanonu fuzovanim pyridinylmethylenindanonové c¢asti se substituovanymi aminovymi
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skupinami, jako je piperidinyl, pyrrolidinyl, imidazolyl, N,N-diethylamino v 6. poloze indanonu
pomoci polymethylenového linkeru. Bylo zjiSténo, Ze derivat s piperidinovou skupinou
a indanonovou skupinou spojeny dvéma methylenovymi skupinami je nejucinngjsi
slouceninou. Slouceniny s piperidinylovou skupinou vazanou pyridinylmethylenindanonem
vykazovaly ve srovnani se slouCeninami s pyrrolidinylovou a N,N-diethylaminoskupinou
vysokou ucinnost, coz ukazuje na vyznamnou roli substituované aminoskupiny pii inhibici
AChE. Krom¢ toho nahrazeni pyridinylmethylenové skupiny indanonové casti fenylovou
skupinou vedlo ke sniZzeni inhibice AChE. [33]

Vysledky testi ukazuji, ze donepezil je vysoce selektivni vii¢i AChE ve srovnani
s BChE. Lék vyrabi farmaceutické spolec¢nosti Eisai a Pfizer pod obchodnim nédzvem Aricept.
Ptestoze je jeho hlavni terapeutické pouziti v paliativni 1é¢bé mirné az stfedni AD, nékteré
klinické studie uvadeji, ze donepezil zlepsSuje kognitivni funkci 1 u pacientl se zdvaznymi
symptomy AD. Donepezil je inhibitorem samotné AChE a ma snadny piechod
pres hematoencefalickou bariéru. Protoze ma dlouhy polo¢as vylucovani (cca 70 hodin), je
mozné ho podavat pouze jednou denné. Donepezil je obecné dobie snasSen, proto se
po zahajovaci davce 5 mg muze ptejit po nékolika tydnech na davku 10 mg denné€. Donepezil
prokazuje pozitivni vliv na kognitivni funkce, behavioralni symptomy a aktivity denniho Zivota.

Mezi mirné a piechodné nezéddouci u€inky donepezilu patii nevolnost, prijem a bolest bficha.

[3]
0
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Obrazek 5 Strukturni vzorec donepezilu [22]

3.1.2 Galantamin

Galantamin (obr. 6) je alkaloid, ktery je izolovany z rostliny Galanthus woronowii
a pouziva se k 1€¢bé mirné az stfedni AD. Je to selektivni, kompetitivni a rychle reverzibilni
inhibitor AChE. Tento inhibitor interaguje s anionickym mistem a aromatickou prohlubni
enzymu. Galantamin je na trhu nejkrat$i dobu (od roku 2001) a je prodavany pod obchodnim
nazvem Razadyne nebo Nivalin. Galantamin vykazuje jedineény dudlni mechanismus
na cholinergnim systému, tj. inhibici AChE spolu s alosterickou modulaci nikotinovych

acetylcholinovych receptorti a zvySenym uvoliiovanim ACh. Vzhledem k tomu, ze zdvaznost
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kognitivniho poskozeni u AD koreluje se ztratou nikotinovych receptort, zda se tento ucinek
pro 1écbu poruchy prospésny. Galantamin svym alosterickym mechanismem ovliviiuje nejen
cholinergni pfenos, ale také jiné neurotransmiterové systémy, jako jsou monoaminy, glutamat
a kyselina y-aminobutyrovd. Tyto uinky mohou vést k pfiznivéjSim ucinkiim a zlepsSit
kognitivni dysfunkci. Galanthamin je méné G¢inny, ale také méné toxicky nez takrin. [3, 34]

Ke zvySeni jeho ucinnosti zavedlo nékolik vyzkumnych skupin zmény ve strukture
galantaminu a syntetizovalo nové derivaty tohoto inhibitoru. Mary a kol. syntetizovali bis-
interagujici ligandy v galantaminové fadé, tj. N-demethylgalantamin derivaty za pouziti
ruznych alkylovych linkert s koncovou amoniovou nebo ftalimidovou skupinou. Bylo zjisténo,
ze N-alkylamoniové slouceniny jsou ucinnéjsi nez odpovidajici N-ftalimido slouceniny, coz
ftalimidoskupina. Jia a vyzkumni pracovnici navrhli a syntetizovali N-substituované derivaty
galantaminu  zaclenénim benzylpiperidind, benzyldialkylaminu, benzylmorfolinovych
a benzylamidovych skupin s rGznymi linkery alkylového fetézce do molekuly galantaminu
za uGelem syntézy silnych inhibitort AChE. Uginnost AChE inhibice byla ovlivnéna hlavné
funkci na konci linkeru, jakoz i délkou alkylového fetézce (s nejlepSimi inhibi¢nimi aktivitami
pozorovanymi u Sesti methylenovych linkerit). Pro stejnou délku alkylového fetézce vedla
zména funkce na konci linkeru k velké zméné€ inhibi¢ni G¢innosti AChE. Bylo zjisténo, ze
derivaty s benzylpiperidinovou skupinou se Sesti methylenovymi jednotkami jsou
nejucinngj$im inhibitorem AChE. [33, 35]

Jeho vyhodami jsou relativné kratky polocas, vysoka biologickd dostupnost
a predvidatelnd linearni farmakokinetika pifi dodrzovani doporuc¢enych davek. Polocas rozpadu
je cca 7 hodin a je prokazano zlepSeni kognitivnich funkci. Je uspésny i pii 1écbé naruSenych
aktivit denniho Zivota a behavioralnich poruch. Lécba se obvykle zahajuje davkou 4 mg dvakrat
denné a lze ji postupné zvySovat az na 12 mg dvakrat denné. Vyskyt nezddoucich Gc¢inku je

podobny jako u donepezilu, mezi které patii predev§im nevolnost. [30]

Obrazek 6 Strukturni vzorec galantaminu [22]
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3.2 Ireverzibilni inhibitory

3.2.1  Organofosfaty

OF jsou estery nebo thioly odvozené od kyseliny fosfore¢né, fosfonové, fosfinové nebo
fosfoamidové a jsou hlavni skupinou ireverzibilnich inhibitorit AChE. OF maji hlavni
toxikologické ucinky diky nevratné fosforylaci esteraz v centralnim nervovém systému, a to

souvisi s nevratnou inaktivaci AChE. Strukturni vzorec OF je uveden na obrazku 7. [3]

0 (S)
Obrazek 7 Strukturni vzorec organofosfatu [3]

R1 aR2 jsou arylové nebo alkylové skupiny, které jsou navazany na atom fosforu ptimo
nebo ptes atom kysliku nebo siry. Skupina -X muize patfit do Siroké Skaly halogenovych,
alifatickych, aromatickych nebo heterocyklickych skupin. Skupina -X se vaze na atom fosforu
prostiednictvim atomu kysliku nebo siry. Tato skupina se uvolituje z atomu fosforu, kdyz je OF
hydrolyzovan nebo pii interakci s cilovymi proteiny. V mediciné a zemédélstvi slovo
»organofosfaty* oznacuje skupinu insekticidi a nervovych latek, které inhibuji AChE. [3, 36]

OF vstupuji do aktivniho mista a jsou zde kovalentn€ vazany na serinovou -OH skupinu.
Tim dojde ke Stépeni OF a fosforylaci enzymu. Inhibice enzymu vede k akumulaci ACh
v synaptické §térbing, coz vede k nadmérné stimulaci nikotinovych a muskarinovych receptort
ACh a brani neurotransmisi. Nevratna inhibice AChE zptsobena OF vede k akutnim toxickym
ucinkim. Typickymi ptiznaky akutni otravy jsou neklid, svalova slabost, svalové fascikulace,
mioza, hypersalivace, poceni. Tézké otravy mohou zpisobit respiracni selhdni, bezvédomi,
zmatenost, kiece. [3, 37]

Nevratnéd inhibice probiha ve dvou krocich. Prvnim krokem je rychla, kratkodoba
reverzibilni inhibice enzymu, které ma dominantni vliv na pocatku reakce. Druhym krokem je
pomala ireverzibilni inhibice, diky které vznika stabilni komplex enzym-inhibitor. Inhibitor je

na enzym vazan kovalentnimi vazbami. [3]
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Organofosforové nervové latky prochazi dobfe hematoencefalickou bariérou. Tyto
nervové latky zahrnuji tabun, sarin, soman, cyklosarin, VX a nékteré vysoce toxické
slouceniny. Na zaklad¢ akutni toxicity je VX nejtoxi¢téjsi slou¢eninou ze vSech nervovych
latek. Soman, tabun, sarin a cyklosarin se fadi do skupiny tzv. nervové paralytickych latek.
Vyvoj a vyroba téchto nervovych latek zacala ve 30. letech minulého stoleti a pozdé¢ji byla
pouzita pii valkach. Akutni otrava nervovymi latkami vede k hojnému slinéni, kiecim,
nedobrovolnému moceni, defekaci az smrti v disledku uduseni. [38, 39]

OF mohou byt vyuzity i jako terapeuticka ¢inidla. Nejcastéji se pouzivaji v oftalmologii
pii 1é€bé chronického glaukomu, coz je o¢ni onemocnéni, které je charakterizovano zvysenym
tlakem tekutin v oku a muze trvale poskodit vidéni. Mezi tato terapeutickd Cinidla patfi
diisopropylfluorfosfat a echothiofat. Diisopropylfluorfosfat je parasympatomimetikum, které
se lokaln¢ pouziva v o¢nich kapkach jako miotikum pii 1é¢bé glaukomu. Vyvolava vedlejsi
ucinky spojené se schopnosti vyvolat opozdénou periferni neuropatii. Echothiofat je stejn¢ jako
diisopropylfluorfostdt parasympatomimetikum, které se pouziva pii 1écbé chronického
glaukomu. Mezi nezadouci Gc¢inky patii svalové kiece. [40, 41]

OF slouceniny obvykle inhibuji jak AChE, tak BChE. Tetraisopropylpyrofosforamid
se lisi od ostatnich inhibitord tim, ze nepronikd do aktivniho mista AChE a inhibuje pouze
BChE. Tento fakt se obvykle pouziva pro rychlé rozliSeni mezi aktivitou AChE a BChE.
Slouceniny OF se pouzivaji pii 1€€bé neurologickych poskozeni jako je AD a Parkinsonova
choroba. Ptikladem je trichlorfon (metrifonat), ktery se diive pouzival jako pesticid a ma

podobné vyuziti Iéku s karbamatem rivastigminem. [3, 42]
3.3 Pseudoreverzibilni inhibitory

3.3.1 Rivastigmin

Rivastigmin (obr. 8) je nekompetitivni, silny inhibitor patfici do skupiny karbamatu,
ktery se prodava pod obchodnim ndzvem Exelon. Tento inhibitor blokuje aktivitu ChE vazbou
na esteratickou ¢ast aktivniho mista. Jedna se o dualni inhibitor, coz znamena, Ze soucasné
inhibuje AChE i BChE. Rivastigmin se fadi do skupiny pseudoreverzibilnich inhibitorti diky
tomu, Ze jeho doba piisobeni je cca 12 hodin, avSak molekula rivastigminu je vazéna na receptor
pouze 30 az 60 minut. Biologické studie ukazaly vétsi selektivitu rivastigminu v centralni
nervove soustaveé nez v periferni. Rivastigmin pisobi pfedevsim v mozkové kiize a hipokampu,

tedy v ¢astech mozku, kter¢ jsou nejvice postizeny AD. [3, 32, 43]
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Lék se podava oraln¢ ve formé tobolek nebo kapalnych formach. Lécba se zahajuje
davkou 1,5 mg dvakrat denné a postupné se zvySuje béhem tydnii na 6 mg dvakrat denné.
Vcasna lécba AD rivastigminem prokazala ucinnost v I1éEbé kognitivnich funkci,
behavioralnich zmén a aktivit denniho Zivota. Nezadouci uc¢inky zahrnuji nevolnost, zvraceni,
prijem, bolest hlavy a zavraté. Rivastigmin se vyznamné nevaze na plazmatické proteiny a je
inaktivovan béhem inhibice enzymu. Tim se zabrani jaternimu metabolismu, a tak se rychle
vylucuje ledvinami. Rivastigmin se krom¢ 1écby AD pouziva i pii 1é€bé demence s Lewyho

télisky a Parkinsonovy choroby. [31, 43]

Obrazek 8 Strukturni vzorec rivastigminu [22]

3.3.2  Dalsi karbamaty

Kromé rivastigminu jsou dalsi karbamaty vyznamnymi pseudoreverzibilnimi inhibitory.
Jsou to organické slouceniny odvozené od kyseliny karbamové (NH>COOH). Struktura

biologicky aktivnich karbamati je zndzornéna na obrazku 9. [3]

X
Ry )L Rs
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R

Obrazek 9 Struktura biologicky aktivnich karbamatu [3]

X muze byt kyslik nebo sira, R1 a R2 jsou organické nebo alkylové substituenty (ziidka
muze byt R1 a R2 vodik) a R3 je vétSinou organicky substituent nebo n¢kdy kov. Karbamaty
se vyuzivaji pfi 1écbé AD, Parkinsonovy choroby, glaukomu a myasthenia gravis. Kromé
zminénych terapeutickych léC¢iv se tyto inhibitory vyuzivaji jako pesticidy a ve veterinarni
medicin€ pro 1écbu parazitarnich infekci. [3, 44]

Karbamaty maji podobné toxické akutni u¢inky a podobné symptomy pfii otravé jako

organofosfaty. Hlavnim rozdilem mezi karbamaty a OF je stabilita komplexu AChE-
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karbamat a AChE-OF. OF dokazi fosforylovat serinové zbytky AChE nevratnym zptsobem,
kdezto karbamoylovany serinovy zbytek je méné stabilni a karbamoylova ¢ast mlze byt
z enzymu odstépena spontanni hydrolyzou. Dal§im rozdilem mezi t¢émito dvéma typy inhibitori
je, ze karbamaty jsou schopné dealkylovat a nedochazi tak k tzv. starnuti inhibovaného enzymu,
kdezto u OF ano. [44, 45]

Karbamatové slouCeniny se v zeméd€lstvi pouzivaji jako fungicidy, insekticidy
a herbicidy. Karbamaty, které obsahuji vodik a methylovou skupinu misto R1 a R2 maji
insekticidni aktivitu. Mezi insekticidy patii napiiklad aldikarb, karbofuran, karbaryl,
fenobukarb a propoxur. Jejich G€inek je zaloZen na reverzibilni inaktivaci AChE. Jako herbicidy
se pouzivaji ferbam, mancozeb a thiram. Mezi karbamaty, které vykazuji fungicidni aktivitu se
fadi butylat, molinat a pebulat. Akutni toxicita zminénych latek je pro ¢lovéka nizkd, ale mohou
drazdit pokozku, o¢i a zplisobovat kychani a kasel. [3, 46]

Diky svému reverzibilnimu inhibi¢cnimu uc¢inku maji karbamdaty vyuziti jako
farmakologicky aktivni slouceniny. V pfirod¢ vyskytujici se karbaméat zvany fysostigmin je
Siroce vyuzivan pri 1é¢bé onemocnéni myasthenia gravis. Jedna se o pfirodni derivat v rostling
Physostigma venenosum a jeho struktura se stala predlohou pro syntetické slouCeniny,
napiiklad rivastagmin a pyridostigmin, které se pouzivaji v terapii dodnes. Pyridostigmin je
schopen zabranit ireverzibilni vazbé OF na AChE, proto se pouzivé jako profylaktikum proti
intoxikaci nervové paralytickymi latkami. VySe zminény fysostigmin jako silny inhibitor AChE
snizuje rychlost hydrolyzy ACh, a tim zvySuje jeho hladinu v poSkozenych neurosynaptickych
Stérbinach. [3, 47]

3.4 Ostatni inhibitory cholinesteraz pri lé¢bé Alzheimerovy choroby

3.4.1 Takrin

Takrin je centralné pisobici reverzibilni inhibitor ChE s dal$i farmakologickou
aktivitou, jako je inhibice monoaminooxidazy, blokdda draslikovych kanalti nebo interakce
s podtypy muskarinovych a nikotinovych receptord. Takrin byl poprvé popsan v roce 1961 jako
reverzibilni inhibitor AChE a BChE. Pozdéji v roce 1993 byl schvalen jako prvni 1€k pro 1écbu
AD. Postupem casu byl takrin stazen ztrhu kvili zdvaznym vedlejSim ucinkiim, jako je
hepatotoxicita. Bylo zjisténo, ze akridinova cast takrinu se vaze pouze k indolovému kruhu
Trp 84 aktivniho mista enzymu AChE. Pang a kolektiv v roce 1996 zavedli zmény, které

umoznily vazbu i na jind vazebna mista vcetné periferniho anionického mista. [32, 33]
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Kvili zlepSeni aktivity takrinu a eliminaci toxicity se nékolik vyzkumnych skupin
zabyvalo zménami v jeho struktute, coz vedlo k syntéze novych derivatii takrinu. Tyto nové
derivaty lze rozdélit do tii skupin. Tou prvni skupinou jsou derivaty s pravami v kruhové
struktufe takrinu. Nékolik vyzkumniki syntetizovalo fadu sloucenin, av§ak ucinnost byla vzdy
mensi nez u takrinu. Barreiro a kolektiv v roce 2003 navrhl a syntetizoval pyrazolovy kruh,
ktery obsahuje fenylovy substituent. Marco a kolektiv syntetizoval v roce 2004 novou fadu
analogti takrinu jako je naftyridin. Stejna skupina provedla i dal$i modifikace nahradou
fenylového kruhu 4 pyridylovymi skupinami v poloze C2 za jiné substituenty jako je chlor
a brom. Avsak jak uz bylo zminéno, G€innost syntetizovanych sloucenin byla vzdy mensi nez
u takrinu. Druhd skupina zahrnuje homo- a heterodimery takrinu nebo tzv. derivaty dudlniho
vazebného mista. Tyto derivaty se vdzou na aktivni i na periferni mista AChE a inhibuji tak
tvorbu amyloidu, coz je prospésné pro lécbu AD. Pang a kolektiv syntetizovali v roce 1996
homodimery dvou takrinovych skupin spojenych oligomethylenovymi fetézci riznych délek.
Savini a kolektiv v roce 2001 syntetizovali homo a heterodimery tatrahydroakridinu s linkery
ruznych latek. Bylo prokazano, ze tyto slou¢eniny maji az 200x vétsi ucinnost nez takrin. Tieti
skupina zahrnuje derivaty s dalsimi vlastnostmi. Bylo prokdzéno, ze nékteré derivaty takrinu
vykazujici antioxidani vlastnosti poskytuji ochranu pfed oxidacnim poSkozenim
zprostfedkovanym B-amyloidem. To pifindsi vyhody v prevenci u pacienti s AD. [33, 48, 49]

Takrin je rychle absorbovan a vylucovén jatry. Vzhledem k jaterni hydroxylaci méa
takrin sam o sob¢ velmi nizkou biologickou dostupnost. Pti vysSich a opakovanych davkach se
zvysuje jeho elimina¢ni polocas na 3,5 h. Vztah mezi davkou a biologickou dostupnosti neni
umérny, napt. zdvojnasobeni davky mize tfikrat zvysit biologickou dostupnost. Struéné feceno
charakteristikou takrinu je nelinearita davky, rozsahla distribuce a rychlé eliminace diky jaterni

transformaci. [50, 51]
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4 METODY STANOVENI AKTIVITY CHOLINESTERAZ

Bylo popsano mnoho metod pro stanoveni aktivity ChEs a toto stanoveni se stalo
dalezitym nastrojem pii navrhovani a objevovani 1é¢iv v mediciné a toxikologii. Zmény
¢innosti ChEs jsou spojeny s mnoha chorobami jako je Alzheimerova choroba a Parkinsonova
choroba, a proto je velmi dulezité urcit jejich aktivitu rychle, jednoduse a presné. Metod
pro stanoveni aktivity ChEs je mnoho, patii mezi n¢ spektrofotometrické, radiometrické, na pH
zavislé, histochemické nebo elektrochemické metody. Nova moderni technika zalozena
na zlatych nanocasticich vyznamné ptispéla k vyvoji riiznych testti na aktivitu a inhibici ChEs.

[52, 53]
4.1 Spektrofotometrické metody

Ackoliv existuje mnoho metod pro stanoveni aktivity ChEs, tak spektrofotometricka

metoda byla a je nejpouzivanéj$i metodou pro stanoveni aktivity i inhibice ChEs. [52]

4.1.1 Ellmanova metoda

Nepochybné nejvice pouzivanou spektrofotometrickou metodou pro stanoveni aktivity
a inhibice ChEs je Ellmanova metoda. Tato metoda spoc¢iva v reakci mezi thioly a kyselinou
5,5-dithiobis-2-nitrobenzoovou (DTNB). Produktem této reakce je Zluty iont kyseliny 5-thio-
2-nitrobenzoové (TNB). Intenzita barvy produktu se méfi pii 412 nm a je piimo umeérna

enzymatické aktivité. Princip Ellmanovy metody je zndzornén na obrazku 10. [54]

-N" v ’ —_— -0

Obrazek 10 Princip Ellmanovy metody pro stanoveni aktivity AChE [55]

Ellmanova metoda se oznacuje jako ,,zlaty standard* mezi metodami. Mezi vyhody patii
predevsim to, ze spliiuje pozadované parametry jako je rychlost, jednoduchost, piesnost a nizké

naklady. Metoda je citliva diky tomu, ze se méfi absorbance vznikajiciho produktu, a ne
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ubyvajicitho substratu, jako je tomu u jinych metod. K dal§im vyhoddm patii naptiklad
flexibilita, stalost pH (optimalni pH pro AChE je 7,0-8,0) a méfeni se da provadét i mimo
laboratof. [54]

Metoda mé vSak 1 své nevyhody. Mezi né patii napiiklad métfeni aktivity AChE
ve vzorku plné krve, kdy reakéni produkt TNB interferuje s hemoglobinem pii 410 nm.
Alternativou je pouziti kyseliny 6,6 -dithionikotinové misto DTNB. Dal§im feSenim, jak omezit
interferenci hemoglobinu, je pouziti 2,2-dithiopyridinu, jehoz produkt se méii pti 434 nm.
Pti této vinové délce je absorbance hemoglobinu sniZena na 25 % ve srovnani s jeho absorbanci
pii 412 nm. [52, 56]

Bissbort a kolektiv navrhli novou jednoduchou kinetickou metodu pro stanoveni AChE
v erytrocytech. Princip vyuziva enzymatické redukce 2,6-dichlorfenolindofenolu. Tato latka
ma v oxidované form¢ modrou barvu a v redukované formé je latka bezbarva. V této metodée
se absorpce nezvysuje a hodnoti se odbourdvani barvy, ktera je sledovana pii 606 nm. Diky této
metod¢ se vyfesily problémy s vysokymi koncentracemi hemoglobinu, kdy absorpéni hodnoty

piekraCovaly stanovenou mez. [57]

4.1.2  Fluorimetrické metody

Fluorimetrické testy vyuzivaji sekundarni zéatfeni fluorescence. Princip stanoveni
aktivity nebo inhibice ChEs je zalozeny na tvorb¢ fluorescen¢niho produktu. Testy maji nizsi
mez detekce a poskytuji az 100x vyssi citlivost nez kolorimetrické metody. Fluorescen¢ni latky
jsou stabilni s vysokou intenzitou fluorescence a dlouhou zivotnosti. Jako substrat se idealné
pouzivaji nefluorescencni latky, mezi které patii indoxylacetit nebo resorufinové estery
(resorufin butyrat, resorufin acetat). Tyto latky jsou hydrolyzovany ChEs na vysoce
fluorescencni produkty, pficemz hydrolyza indoxylacetatu je mnohem rychlejsi. Dalsi vyhodou
indoxylacetatu oproti resorufinovym estrii je jeho vé&tsi stabilita vic¢i spontanni hydrolyze.
Mezi fluorescencni substraty patii napt. 7-acetoxy-l-methylchinolinium. [52, 58]

Parvari a kolektiv vyvinuli vysoce citlivy mikrofluorimetricky test pro ChEs. Thiocholin
uvolnény béhem enzymatické reakce reaguje se slouceninou N-[4-(7-diethylamino-4-
methylkumarin-3-yl)fenylmaleimid. Tato reakce poskytuje intenzivné modry fluorescencni
produkt s fluorescencni emisi pti 473 nm. Vyhodami tohoto testu jsou citlivost, nizké naklady
a Siroky linearni rozsah pfesnosti. [59, 60]

V posledni dobé se vénuje pozornost polovodicovym nanocésticim, tzv. kvantovym
teckam (QDs), které maji jedinecné fluorescenéni vlastnosti. AChE hydrolyzuje ACh na cholin,

zatimco cholinoxiddza oxiduje vznikly cholin za vzniku betainu a peroxidu vodiku. Vznikly
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peroxid vodiku zhasi fluorescenci QDs. Jestlize se zvysi koncentrace inhibitoru, tak se snizi
obsah peroxidu vodiku generovaného enzymem, a proto klesne zhaseni QDs. QDs se diky svym

fluorescencnim vlastnostem vyuzivaji ve spojeni s biosenzory. [60, 61]

4.2 Difraktometrické metody

Walker a Asher vyvinuli material pro snimani fotonickych krystalt polymerizovaného
krystalického koloidniho pole. Tento materidl je schopen snimat koncentraci organofosfatt.
Periodické pole koloidnich ¢astic s AChE je ulozeno v hydrogelové siti s miizkovou rozteci
tak, ze rozptyluje viditelné svétlo. Navazani organofosfatu napt. parathionu na AChE vytvaii
Donnantiv potencial, ktery zplisobuje zvétSeni hydrogelové sité, coz zvySuje rozte¢ miizky
vlozeného pole Castic a zpiisobuje Cerveny posun vinové délky difrakéniho svétla. Velikost

difrakéniho Cerveného posunu je umérnd mnozstvi vazaného parathionu. [62]

4.3 Radiometrické metody

Radiometrickd metoda umoznuje rychlé a jednoduché méfeni aktivity/inhibice ChE
lidské krve. Mezi dalsi vyhody této metody patii presnost a vysoka citlivost. Vyuziva ptirodni
substraty, coz se liSi od ostatnich metod stanoveni aktivity ChEs. Radiometrie ma i své
nevyhody, mezi které patii vysoké ndklady na radioaktivné znaceny substrat a komplikace
s manipulaci s radioaktivnim materidlem. Radioizotopové stanoveni aktivity je zaloZeno
na acetylcholinu znageném *H nebo '“C. Tyto metody jsou si velmi podobné. Lisi se pouze
pii kvantifikaci oznaceného nehydrolyzovaného ACh nebo oznaceného uvolnéného acetatu.
[63, 64]

Pii vyuziti ACh znaenym *C se ACh smichd se vzorkem hemolyzované plné krve
na podloznim mikroskopickém sklicku. Po par minutach se smés okyseli a vysus$i. V téchto
podminkach je enzymaticky uvolnény radioaktivni acetat tékavy, zatimco radioaktivni
nehydrolyzovany substrat neni. Ztrata radioaktivity pii okyseleni a suSeni je proto pfimym
meéftitkem aktivity AChE. [65]

V dnesni dobé byly zavedeny nové radioizotopové metody s pouzitim radioaktivné
znacenych substratii N-[14C]-methylpiperidin-4-yl-acetatu a (R)-N-[14C]-methylpiperidin-3yl
butyratu pro AChE a BChE. Tato nova metoda sleduje inhibi¢ni vlastnosti ChEs pfedevSim
u chemickych bojovych latek, pesticidi a terapeutik. [65]
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4.4 Kalorimetrické metody

Kalorimetrické stanoveni vyuziva méfeni tepla samotné enzymatické reakce, zatimco
ostatni souCasné analytické techniky méti sekundérni reakci, jako je pH nebo zména barvy
(samotna enzymova reakce neni méfena). O Farrell a spol. méfili pomoci kalorimetrického
stanoveni aktivitu ChEs v lidském séru. Pokud je sérum smichano s ACh, tak odezva

kalorimetru odpovida sérové aktivité ChE. [52]
4.5 Metody zaloZené na stanoveni pH

4.5.1 Michelova metoda

Michelova metoda byla poprvé popsana v roce 1949 a v dnesni dobé& se hojné pouziva
v praxi pro rutinni stanoveni ChE. Dalsi vyhodou je cenovéa dostupnost a moznost vyuziti
automatickych analyzatort. Princip je zalozen na méfeni zmény pH reakéni smési, ktera je
disledkem vzniku kyseliny octové pii hydrolyze ACh. Zaznamenavd se pH na zacatku
a na konci méfeni, které trva 60 minut. Nevyhodou této metody je nizka citlivost a pfesnost,
protoze pH je logaritmickou funkci. Rychla zména pH muze ovlivnit méteni aktivity ChEs.
Tento problém byl v posledni dob¢ vyiesen novou metodou. Byla vyvinuta elektroda selektivni
k ACh na bazi plastifikované polymerni membrany. Elektroda vykazuje dobrou selektivitu

pro acetylcholin vii¢i cholinu a nékterym béznym iontiim. [66, 67, 68]
4.5.2  Titracni stanoveni

Pfi tomto stanoveni je uvolnéna kyselina octovd béhem enzymatické hydrolyzy ACh
sledovana titraci pomoci roztoku standardnich alkalii pfi konstantnim pH. Ke sledovani zmény
pH lze vyuzit indikator nebo potenciometr. Postup metody je jednoduchy, ale zdlouhavy
a vysledky mohou byt ovlivnény pouzivanymi indikatory. Rychlejsi a presnéjsi vysledky
titracniho stanoveni umoznilo zavedeni automatického titratoru se zaznamovym zatizenim.
Rychlost ptidavku alkalického roztoku potiebného k udrzeni konstantniho pH je umémna
aktivit¢ nebo inhibici ChEs. Diky témto automatickym pH-statim je metoda jedna
z nejpresnéjsich a nejpohodIngjsich zpiisobii stanoveni aktivity/inhibice cholinesteraz. Metoda
ma vsak i své nevyhody, mezi které patii nutnost pouzivani média bez pufru a nepouzitelnost

v terénu. [58, 69, 70]
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4.5.3 Acholestova metoda

Metoda vyuziva specialni indikatorové papirky, které jsou napustény substratem (ester
cholinu) a indikatorem (bromthymolovd modf). Vzorek krve se nandsi pfimo na papirek
a pozoruje se zména barvy indikatoru. Tato zména je zptsobena plazmatickou cholinesterazou,
kterd hydrolyzuje substrat v papirku za vzniku kyseliny, coz ma za nasledek zménu barvy
indikéatoru od tmavé modré az po Zlutozelenou. Zména barvy se porovnava se srovnavacim
papirkem, na kterém neni pfitomny zadny ester cholinu. Aktivita enzymu odpovida rychlosti,
kterou vzorek dosahne stejného odstinu jako srovnéavaci papir. [52, 68, 71]

Jedna se o screeningovy test, ktery se snadno provadi a vyZaduje minimalni vybaveni.
Ze séra musi byt odstranény cervené krvinky a nesmi dojit k hemolyze, coz patii k jediné
nevyhodé této metody. Specialni mikrocentrifuga, ktera byla vyvinuta pro tento ucel, umoziuje

pouzivat metodu i mimo laboratot. [68]

4.6 Biosenzory

Biosenzor je popsan jako kompaktni analytické zatfizeni, které se sklada z biologické
slozky a z fyzikalné-chemického ptevodniku. Princip této metody je zalozen na interakci
mezi molekulou analytu a biologickou slozkou, ktera je imobilizovdna na vhodném médiu.
Vysledkem této reakce je vznik signalu, ktery je zpracovan pievodnikem a poté detekovan.
Biosenzory zaloZené na ChE ptedstavuji velmi uzite¢nou techniku pro analytické a klinické
ucely. Jsou také vyuzivany v toxikologii, pro monitorovani zivotniho prostiedi
a v potravinaistvi. [72, 73]

Nejvyznamnégj$i vyhody biosenzorG zahrnuji vysokou specifitu a citlivost, rychlou
odezvu, nizké naklady, jednoduchost a miniaturizaci. Biosenzory zalozené na ChEs se
pouzivaji v kombinaci s riznymi pievodniky, jako je elektrochemicky, ktery se dale déli
na potenciometricky, amperometricky, konduktometricky a voltametricky. Dalsi pfevodnik je
opticky nebo piezoelektrické. Nedavny pokrok v technologii nanosenzorti ma zna¢ny vyznam
pro budoucnost. [52]

Prvni generaci biosenzorit ChE byl amperometricky bi-enzymaticky senzor, ktery je
zaloZen na dvou enzymech, a to na cholinesteraze a cholinoxiddze. V tomto systému AChE
hydrolyzuje svlij piirozeny substrat ACh na cholin a kyselinu octovou. Avsak cholin nevede
elektricky proud, proto je vyuzita cholinoxidaza, kterd oxiduje cholin za vzniku betainu

a peroxidu vodiku. Vznikly peroxid vodiku je detekovan na platinové pracovni elektrod¢. [58]
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Druhé generace mono-enzymatickych senzorli vyuziva jako substrat thiocholin, ktery je
nespecificky. Thiocholin uvolfiovany béhem enzymatické reakce je snadno oxidovatelny
na pracovni platinové elektrod¢ na dithioformu, kterd je piimo amperometricky detekovana.

[58]
4.6.1 Elektrochemické biosenzory

Elektrochemické biosenzory jsou jednou z nejpouzivangjSich technik pii stanoveni
aktivity/inhibice ChEs. Princip spociva ve zméné elektrickych vlastnosti roztoku. To je
zpusobeno piibyvanim nebo ubyvanim ionti ¢i elektrontl, které vznikaji nebo se spottebovavaji
v pribéhu chemické reakce. Elektrochemické senzory délime podle méfitelné vlastnosti
na potenciometrické, amperometrické a konduktometrické. Cholinesterazové elektrochemické
biosenzory jsou rozdéleny do dvou skupin, a to mono-enzymatické, kde se pouziva jako
biologicky rozpozndvaci prvek pouze ChE a bi-enzymatické, ve kterém je ChE spojena
s cholinoxidazou. [74, 75]

Jak bylo feceno, elektrochemicky biosenzor se sklada z imobilizovaného enzymu
na povrchu ménice a z pfevodniku. Mezi nejpouzivanéjsi techniky imobilizace patii adsorpce,
zachyceni, kovalentni vazby, zesiténi nebo afinitni interakce. Testuji se i nedavno zavedené
nové metody nanomaterialli, jako jsou vodivé polymerni nanodraty, uhlikové nanotrubice
nebo nanocastice. Studie ukazaly, Ze metody imobilizace ptfedstavuji dilezity parametr, ktery
ovliviiyje citlivost, selektivitu a stabilitu. [76]

Elektrochemické biosenzory ptredstavuji jednu z nejrozsifenéjsich detekénich technik,
které maji potencial nahradit klasické metody analyzy, a to diky miniaturizaci a jednoduchosti.
[58]

Amperometrické biosenzory jsou zalozeny na méfeni proudu, ktery je vysledkem
elektrochemické oxidace nebo redukce elektroaktivnich latek pti konstantnim potencidlu, ktery
je vlozen na pracovni elektrodu. Na detekci rychlosti zmény pH média jsou zaloZeny
potenciometrické biosenzory. Okyseleni média 1ze dosdhnout piidanim piirodniho substratu
(acetylcholin), coz vede k uvolnéni kyseliny octové. Konduktometrické biosenzory vyuzivaji
zménu vodivosti, kterou zpiisobuji vodikové ionty vzniklé enzymatickou reakci. Vyhodou
téchto senzorll je moZznost miniaturizace a neni vyZadovana referen¢ni elektroda. Hlavni
nevyhodou je jejich relativné niz§i citlivost ve srovndni s amperometrickymi

a potenciometrickymi biosenzory. [52, 74]
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4.6.2  Optické biosenzory

Optické biosenzory vyuzivaji produkei kyseliny octové, ktera vede ke snizeni pH. Tento
pokles pH Ize pievést na opticky métitelny signal imobilizovanym indikatorem pH. Senzory
vyuzivaji spektrofotometrické, kolorimetrické i fluorimetrické detekce. V ptipadé poruchy
detektoru lze prubeh reakce pozorovat pouhym okem oproti biosenzorim elektrochemickym,
coz patii mezi vyhody. Jako nevyhoda optickych biosenzort se udava nebezpeci interference
barevnych sloucenin, jako je hemoglobin nebo potravinaiska barviva. Bylo popsano mnoho
ruznych optickych biosenzort pro detekci pesticidii nebo neurotransmiterii. Andreou a kolektiv
vyvinuli pro pouziti v terénu biosenzor z optickych vldken pro stanoveni pesticidii. Ren
a kolektiv vyvinuli fluorescencni biosenzor pro kvantitativni analyzu AChE zalozeny
na uhlikovych kvantovych teckach. Tento senzor je vyuzivan pti detekcei cholinu, acetylcholinu

a pii detekci aktivity acetylcholinesterazy a cholinoxidazy. [74, 77]

4.6.3 Piezoelektrické biosenzory

Piezoelektrické biosenzory vyuZzivaji kiemenné mikrovazky (QCM). Tyto biosenzory
jsou zaloZené na méfeni celkové hmotnosti chemické latky, kterd je vazana na mikrovazkach.
QCM jsou piezoelektrickd zatizeni vyrobena z tenké desky z kiemene se zlatymi elektrodami
pripevnénymi na kazdé stran¢ desky. Jsou citlivéjsi na latky s vysokou molekularni hmotnosti
nez pro nizkomolekulérni latky, avSak néktera zatizeni QCM jsou dostatecné citliva k urceni
vazby substratu nebo inhibitoru s nizs§i molekulovou hmotnosti nez 1 kDa. Citlivost senzoru
QCM lze zvysit vyuzitim srazek produkti enzymatické reakce ke zvySeni hromadéni hmoty.
[77, 78]

Abad a kolektiv popsali biosenzor pro stanoveni organofosforovych i karbamatovych
pesticidii na zakladé meéfeni inhibi¢nich Gcinkli téchto sloucenin na aktivitu AChE. Jako
substrat pouzili 3-indolyl-acetat a detekovali vznikly nerozpustny produkt indigového
pigmentu. Rychlost a rozsah enzymatické reakce sledovali méfenim frekvencnich zmén
spojenych se zménami hmotnosti na povrchu QCM vyvolanymi produktem enzymatické
reakce. [52, 78]

Alfonta a kolektiv popsali sestavu skladajici se ze tif enzymu (kfenovéa peroxidaza,
cholinoxiddza a acetylcholinesteraza). Stanoveni bylo zalozeno na kienovou peroxidazou
zprostiedkované oxidaci 3,3',5,5'-tetramethylbenzidinu pomoci peroxidu vodiku a tvorbé
nerozpustného produktu na pfevodniku. Mnozstvi vytvofeného peroxidu vodiku

a nerozpustného produktu koreluje s koncentraci ACh ve vzorku. [78]
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4.7 Mikrodipy

Princip mikro¢ipové techniky spociva vtom, Ze jsou vSechny reagencie (roztok
inhibitoru, substratu, enzymu a derivatizac¢ni ¢inidlo) smichany v mikroCipovych kanalech
pomoci pocitatem fizeného elektrokinetického transportu. Vznikly thiocholin uvolnény béhem
hydrolyzy katalyzované AChE reaguje s kumarinylfenylmaleimidem za vzniku thioetheru,
ktery je detekovan laserem indukovanou fluorescenci. Detekovany fluorescenéni signal je
snizovan diky inhibitorim. Vyhodou ¢ipii je, ze méti nékolik milimetrt ¢tvereCnych a umoziuji

mnoho funkei s extrémné malymi objemy roztokd. [79]
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5 CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo stanovit optimalni podminky pro méteni inhibi¢ni
ucinnosti. Byly testovany rizné reakéni podminky s pouzitim 2,6-dichlorindofenol acetatu jako
substratu. Nejprve byla stanovena vhodna koncentrace substratu a aktivita enzymu v reakcni
smési tak, aby stoupani satura¢ni kiivky bylo linedrni, tzv. aby byla dostatecnd odezva. Déle
bylo provedeno stanoveni ICso u jednotlivych vzorkli a standardii, a to s pouzitim
acetylthiocholinu a 2,6-dichlorindofenol acetatu jako substratu. Posledni ¢ast této diplomové

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

6.1 Pouzité chemikalie, roztoky, pristroje a pomiicky

2,6-dichlorindofenol sodna siil hydrat (Sigma-Aldrich)

Acetanhydrid Cisty (Penta)

Demineralizovana voda

Diethylether p. a. (Penta)

n-hexan p.a. (Penta)

Siran sodny bezv. p. a. (LachNer)

Ellmanovo ¢inidlo (DTNB) (Sigma-Aldrich)

5x10* 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 KH,POs4, 1,45 g Na,HPO4.12H20, 0,1 g KCl do 500 ml demineralizované 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

1x10 M roztok ATCh v PBS — substrét pro stanoveni ICso a typu inhibice
Acetylcholinesteraza z pauhore elektrického (Sigma-Aldrich)

AChE rozpusténa v 0,1 M PBS

2,6-dichlorindofenol acetat (IFA)

3x10 M 2,6-dichlorindofenol acetat rozpustény v 96% etanolu

Dimethylsulfoxid (DMSQO) (Penta)

Etanol 96% (LachNer)

Inhibitory (Tab. 1) rozpusténé v DMSO na koncentraci 1x102 M

testované latky byly poskytnuty Ustavem organické chemie a technologie (Fakulta chemicko-
technologicka, Univerzita Pardubice)

Rivastigmin (Sigma-Aldrich)

rivastigmin tartarat rozpustény v demineralizované vodé na koncentraci 1x10° M
Galanthamin (Sigma-Aldrich)

galanthamin hydrobromid rozpustény v demineralizované vodé na koncentraci 2x102 M
Donepezil (Sigma-Aldrich)

donepezil hydrochlorid rozpuitény v demineralizované vodé na koncentraci 1x102 M
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Pristroje a pomiicky
Spektrofotometr Agilent 8453

pH metr HI3220 Hanna Instruments
pipety Eppendorf a Sartorius

PMMA semimikrokyvety Plastibrand

Tabulka 1 Prehled testovanych inhibitorii

oznaceni R obecna struktura
1 _CH3
2 _CHZ_CH3
3 _CH;
CH;
4 (|3H3
_C_CH3
I H;C
CH;
6 —C=—=CH
L \ 0
CHj,
7 —CH,-0—CH; | F S HN
8 —CHZ—Br R
9 —CH,—Cl
10 /Cl
—CH
\C]
11 l|3
—?—Br
F

6.2 Syntéza 2,6-dichlorindofenol acetatu

Do 50 ml baniky bylo piedlozeno 5 g (0,017 mol) 2,6-dichlorindofenol sodna siil hydratu
a 10 g (0,1 mol) acetanhydridu. Reak¢ni smés byla michdna 2 hodiny. Poté byla reakéni smés
vylita na 50 g ledové drté. Reakéni smés byla hodinu michdna a dale stala bez michéani dalsi tii
hodiny. Nésledn¢ byla z reakéni smési odlita veskerd voda. Vylouceny surovy produkt byl
susSen stanim na vzduchu do druhého dne. Nasledné byl vyextrahovan 5x40 ml etheru. Ethericka
vrstva byla déale vysuSena stdnim nad bezvodym siranem sodnym. Z vysuseného etherického

roztoku bylo oddestilovano cca 150 ml etheru. K destilacnimu zbytku bylo pfilito 40 ml
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n-hexanu. Béhem hodiny doslo k vysraZeni pevné latky, ktera byla odfiltrovana ptes skladany
filtr. Filtrat byl 48h chlazen pii teploté 4 °C (v chladni¢ce). Vylouceny tmavé Cerveny produkt
byl odfiltrovan na frit€ a byl suSen na vzduchu. Bylo pfipraveno 1,2 g (23 %). Na obr. 11 je
uvedeno reakcni schéma piipravy 4-((3,5-dichlor-4-oxocyklohexa-2,5-dien-1-

yliden)amino)fenyl acetatu.

HO OYC%
: N

O
- H0 (CH;C0),0 \O\N
water '
Cl Cl
O
Cl Cl
O
286,11

310,13

Obrazek 11 Reakcni schéma pripravy 4-((3,5-dichlor-4-oxocyklohexa-2,5-dien-1-yliden)amino)fenyl
acetatu

6.3 Charakterizace 2,6-dichlorindofenol acetatu

e Bod tani
Teplota tani byla stanovena pomoci bodotavku Biichi Melting Point B-540. Tento
piistroj umoznoval sledovat prub¢h tani skrz zvétSovaci sklo.
e NMR spektroskopie
NMR spektra byla méfena v hexadeuteriodimethylsulfoxidu pii teplot¢ 300 K
pristrojem BrukerAvance 400 MHz v pulznim mddu s Fourierovou transformaci. Spektra byla
méfena v 5 mm Sirokopasmové laditelné sondg. Pii méteni byly u 'H spekter pouzity frekvence
400,13 MHz, u 13C spektra pak 100,62 MHz, a u OF spektra 376,46 MHz. VSechna zminéna
NMR spektra byla méfena standardné. Hodnoty 'H a '3C chemickych posunti byly vztazeny
vi¢éi signalu rozpoustédla (3('H) = 2,5 ppm (8('*C) = 39,5 ppm (DMSO) a piepoéteny
do o-stupnice.
e Elementarni analyza
Elementarni analyza byla provedena na ptistroji FLASH 2000 CHNS Organic elemental

analyser.
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6.4 Stanoveni aktivity acetylcholinesterazy

Stanoveni aktivity AChE bylo provadéno pomoci Ellmanovy metody. Princip tohoto
stanoveni je podrobné&ji popsan v kapitole 4.1.1.

Pii vinové délce 412 nm byla méfena zména absorbance A v ¢ase t v intervalech po 3 s.
Celkova doba méteni byla 70 s. Ze ziskanych hodnot byla do grafu vynesena zévislost
absorbance na €ase a pomoci rovnice regrese byla vypocitana aktivita enzymu. Pro hodnotu t
bylo dosazeno Cislo 60 a vysledna hodnota absorbance byla vynasobena cislem 17,67. Tento
ptepocitavaci faktor (17,67) zahrnuje:

e délku kyvety 1 cm,
e molarni absorpéni koeficient 14 150 1:-mol '-cm™,
e objem davkovaného enzymu 0,008 ml,

e celkovy objem reakéni smési 2 ml.

Nejdiive byl prométfen slepy vzorek, tzv. blank, jehoz celkovy objem byl 2 ml
a obsahoval:

e 1,192 ml PBS (0,1 M, pH 7,4),
e 0,8ml DTNB (5x10* M),
e 0,008 ml ATCh (0,1 M).

Jako dalsi vzorky byly proméfeny roztoky pro stanoveni aktivity AChE. Celkovy objem
¢inil 2 ml a reakéni smési obsahovaly:

e 1,184 ml PBS (0,1 M, pH 7,4),
e 0,8ml DTNB (5x10* M),

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

e 0,008 ml AChE.

V okamziku, kdy se smicha enzym se substratem, dochdzi k zahajeni reakce. Proto bylo
nutné piidavat enzym jako posledni, aby nedoSlo ke Spatnym vysledkiim predCasnym
smichanim. Takovéto stanoveni aktivity bylo u kazdého vzorku provedeno az tfikrat. Vysledné
hodnoty aktivit byly zprimérovany a kone¢na hodnota byla vzata v tivahu pti dalSich métenich.

Postup stanoveni aktivity byl provadén vzdy rano pied zacatkem méteni.
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6.5 Stanoveni zavislosti rychlosti reakce na koncentraci

2,6-dichlorindofenol acetatu

Pted kazdym vlastnim méfenim byla nejdfive stanovena aktivita AChE, jejiz postup je
uveden v kapitole 6.4. Primér stanovenych aktivit byl pfepocitan, aby davkovany objem
odpovidal zvolenym aktivitam enzymu bud’ 0,2; 0,5 nebo 1 U/ml v reakéni smési.

Jako prvni byl proméfen slepy vzorek, tzv. blank, jehoz celkovy objem byl 1 ml
a obsahoval:

e mnozstvi 3x1072 M substratu rozpusténého v 96% etanolu, aby koncentrace IFA
ve vysledné reakéni smési byla v rozmezi 1,5%107* — 1x103 M,
e objem PBS dopocitany do celkového objemu 1 ml.
Déle byly ptipraveny roztoky s rostouci koncentraci IFA jako substratu, jejichZz objem
byl 1 ml:
e objem AChE vypocitany dle aktualni aktivity,
e mnozstvi 3x1072 M substratu rozpusténého v 96% etanolu, aby koncentrace IFA
ve vysledné reakéni smési byla v rozmezi 1,510 — 1x102 M,
e objem PBS dopocitany do celkového objemu 1 ml.

Reakce byla odstartovana pfidanim substratu k ostatnim slozkdm smési. Pii vinové
délce 606 nm byla méfena zména absorbance A v ¢ase t v intervalech po 60 s, pfi¢emz celkova
doba méfeni byla 1800 s. [80]

Pro kazdou danou koncentraci substratu a enzymu bylo méteni provedeno minimalné
dvakrat. Ze ziskanych hodnot byla vypocitana rychlost reakce v = AA/At a do grafu byla
vynesena zavislost reak¢ni rychlosti na koncentraci substratu pifi dané koncentraci AChE

(4. 0,2; 0,5 a1 U/ml) v reakéni smési.
6.6 Stanoveni ICso

Hodnota ICso popisuje uc¢innost daného inhibitoru. Je to takova koncentrace inhibitoru,
kterd zplsobi pokles aktivity enzymu na 50 %. Obcas se uvadi jako zaporny dekadicky
logaritmus molarni koncentrace inhibitoru, kterd zptisobi 50% inhibici enzymu, plso =—loglCso.

Pro stanoveni hodnoty ICso danych inhibitorti byla pouzita zavislost, ktera plati
mezi pomérem rychlosti neinhibované (vo) a inhibované (vi) hydrolyzy (vo/vi) a koncentraci
inhibitoru [I]. Plati, ze pro vSechny typy uni-uni enzymatickych inhibovanych reakci
(kompetitivni, nekompetitivni, akompetitivni a smiSena) je zavislost pifimkova s Usekem

rovnym 1. Proto teoreticky sta¢i na odhad jejiho pribéhu pouze jeden experimentdlné
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stanoveny pomér vo/vi pro danou koncentraci [I]. Z takto ziskané piimky, prochazejici body
(0; 1) a (vo/vi; [1]), 1ze z rovnice regrese po dosazeni za hodnotu vo/v; = 2 vypocitat ICso, coz

vyplyva z jeji definice.
6.6.1  Postup stanoveni ICso s acetylthiocholinem jako substriatem

Stanoveni hodnoty ICso jednotlivych inhibitorti bylo provedeno opét Ellmanovou
metodou, jejiz princip je popsan v kapitole 4.1.1.

Nejdiive byl pfepocitin objem piiddvaného enzymu ze ziskanych vysledkl
z predchozich méfeni aktivit a to tak, aby celkova reakéni smés méla objem 2 ml a aktivita
AChE byla 0,2 U. Objem piidavané¢ho enzymu byl spocitan podle rovnice:

c1Vi= ¢V,

Jako prvni byl proméien slepy vzorek, tzv. blank, jehoz celkovy objem byl 2 ml
a obsahoval:

e 1,52mlPBS (0,1 M, pH 7,4),
e 0,4 mlDTNB (5x10% M),
e 0,08 ml ATCh (1x10° M).
Pro ziskani rychlosti neinhibované reakce vo byly proméfeny vzorky bez inhibitoru
smichanim:
e 0,4mlDTNB (5x10* M),
e 0,08 ml ATCh (1x103 M),
e objem AChE vypocitany dle aktudlni aktivity,
e objem PBS dopocitany do celkového objemu 2 ml.

Zavislost absorbance na Case pti vinové délce 412 nm byla méfena tiikrat. V okamziku,
kdy se smichd enzym se substratem, dochazi k zahdjeni reakce. Proto bylo nutné ptidavat
enzym jako posledni, aby nedoslo ke Spatnym vysledklim pfed¢asnym smichanim.

Dale byly pro méfeni inhibovanych reakci ptipraveny vzorky, které obsahovaly navic
inhibitor, jehoZ koncentrace byla zvolena tak, aby pomér vo/v; byl vyssi nez 1. Vysledna reakcni
smés o objemu 2 ml obsahovala:

e 0,4 mlDTNB (5x10% M),

e 0,08 ml ATCh (1x103 M),

e objem AChE vypocitany dle aktudlni aktivity,

e mnozstvi inhibitoru volené tak, aby bylo dosazeno uvedenych koncentraci

v reakéni smési,
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e objem PBS dopocitany do celkového objemu 2 ml.

Opét byl enzym piidavan jako posledni, aby nedoslo ke zkresleni vysledkii pfedCasnym
smichanim.

Pii vinové délce 412 nm byla méfena zména absorbance A v ¢ase t v intervalech po 3 s.
Celkova doba meéteni byla 70 s. Pro kazdou danou koncentraci inhibitoru bylo méfeni
provedeno minimaln¢ dvakrat. Ze ziskanych hodnot byla vypocitana rychlost reakce v = AA/At,
do grafu byla vynesena zavislost vo/vi na koncentraci inhibitoru [I] a pomoci rovnice regrese

byla vypocitana hodnota ICsy.

6.6.2  Postup stanoveni ICso s 2,6-dichlorindofenol acetatem jako

substratem

Ptfed kazdym vlastnim meétfenim byla stanovena aktudlni aktivita AChE. Pipetovana
hodnota enzymu byla piepocitana tak, aby vysledny objem reakéni smési byl 1 ml a odpovidal
zvolené aktivité 0,5 U/ml. Objem ptidavaného enzymu byl spocitan podle rovnice:

c1Vi= ¢V,

Nejdiive byl prométfen slepy vzorek, tzv. blank, jehoz celkovy objem byl 1 ml
a obsahoval:

e 15 pul 3x10°2 M substratu rozpusténého v 96% etanolu,
e objem PBS dopocitany do celkového objemu 1 ml.

Poté byly prométeny vzorky bez inhibitoru pro ziskani rychlosti neinhibované reakce
vo smichanim:

e 15 pul 3x10°2 M substratu rozpusténého v 96% etanolu,
e objem AChE vypocitany dle aktualni aktivity,
e objem PBS dopocitany do celkového objemu 1 ml.

Roztoky pouzité pro méteni inhibovanych reakci obsahovaly navic inhibitor, jehoz
koncentrace byla zvolena tak, aby pomér vo/vi byl vyssi nez 1. Celkova reakéni smés 1 ml
obsahovala:

e objem AChE vypocitany dle aktualni aktivity,

e 15 pl 3x10°2 M substratu rozpusténého v 96% etanolu,

e mnozstvi inhibitoru volené tak, aby bylo dosazeno uvedenych koncentraci
v reak¢ni smési,

e objem PBS dopocitany do celkového objemu 1 ml.
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Reakce byla zahdjena pfidanim enzymu se substratem k ostatnim slozkach smési.
Pti vlnové délce 606 nm byla méfena zména absorbance A v Case t v intervalech po 60 s,
pricemz celkova doba méteni byla 1200 s. Pro kazdou danou koncentraci inhibitoru bylo méteni
provedeno minimaln¢ dvakrat. Ze ziskanych hodnot byla vypocitana rychlost reakce v = AA/At,
do grafu byla vynesena zavislost vo/vi na koncentraci inhibitoru [I] a pomoci rovnice regrese

byla vypocitana hodnota ICsy.

6.7 Stanoveni typu inhibice

U vzorku inhibitoru Cislo 1 byl urCovén typ inhibice stejnym zpiisobem jako stanoveni
ICs0, jehoz postup je uveden v kapitole 6.6.1. Pro urceni typu inhibice byly pouzity Ctyfi riizné
koncentrace substratu acetylthiocholinu, a to 2x107, 4x107, 6x10” a 8x10> M. Zaroven pii
kazdé koncentraci substratu byly testovany &tyii riizné koncentrace inhibitoru, a to 0, 5x107,
1x107, 2,5%107 M. Poté byl sestrojen graf zavislosti pfevracené hodnoty reakéni rychlosti 1/v
na prevracené hodnot¢ koncentrace substratu, tedy graf podle Lineweavera a Burka. Z grafu
byla nésledn¢ vypoctena Michaelisova konstanta (Ky) a mezni rychlost (Vi) a byl urcen typ

inhibice.
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7 VYSLEDKY

7.1 Syntéza 2,6-dichlorindofenol acetatu

V ramci této diplomové prace byl pfipraven 4-((3,5-dichlor-4-oxocyklohexa-2,5-dien-
1-yliden) amino)fenylacetat, ktery byl dale pouzit jako substrat pro AChE. Tento substrat byl
pouzit pro sledovani neinhibovanych i inhibovanych reakci katalyzovanych AChE. Jako
inhibitory byly pouzity standardni slou¢eniny (rivastigmin, galantamin, donepezil) a vybrané
sulfonamidové derivaty.

4-((3,5-dichlor-4-oxocyklohexa-2,5-dien-1-yliden) amino)fenyl acetat byl syntetizovan
reakci 2,6-dichlorindofenolatu sodného s acetanhydridem. Sodna fenolicka sl do reakce
vstupovala ve form¢ hydratu. Acetanhydrid byl v reakéni smési pouzit jednak jako acetylacni
¢inidlo a také jako rozpoustédlo. Tmavé zeleny fenolat sodny ihned po ptidavku acetanhydridu
pfesel na tmavé cerveny acetylovany derivat. Reakéni smés byla 2 hodiny michana
pii laboratorni teploté a nasledné byla nalita na drceny led a byla michana dalsi hodinu. Tim
doslo v reakéni smési k hydrolyze nadbytecného acetanhydridu za vzniku kyseliny octové,
kterd je dobfe rozpustnd ve vodé. Reakéni smés byla dale ponechdna bez michani dalsi
3 hodiny. Béhem této doby doslo k usazeni ve vodé nerozpustného produktu. Vodna vrstva byla
oddé€lena, ¢imz byla z produktu odstranéna kyselina octova. Sediment byl suSen stdnim
na vzduchu. Déle byl ze sedimentu extrahovan produkt diethyletherem. Extrakt byl vysusen
stanim nad bezvodym siranem sodnym. Nasledné bylo z extraktu atmosféricky oddestilovano
cca 80 % diethyletheru. K destilatu byl pfidan n-hexan v takovém mnozstvi, az se viditeln¢
zaCala srazet pevna latka. Po hodinovém stani byla reakéni smés piefiltrovana pies skladaci
filtr, ¢imz byly zproduktu odstranény dalsi necistoty. Filtrat byl umistén na 48 hodin
do chladnicky, kde doslo ke krystalizaci. Vylouceny produkt byl izolovan filtraci, byl promyt
n-hexanem a byl suSen stanim na vzduchu. Produkt byl pfipraven v 23% vytézku. Ptipraveny
produkt byl charakterizovan stanovenim bodu tani a NMR analyzou. Cistota produkti byla

ovétena pomoci elementarni analyzy.

7.2 Charakterizace 2,6-dichlorindofenol acetatu

Na obr. 12 je uveden strukturni vzorec syntetizované¢ho substratu pro AChE, tj. 2,6-

dichlorindofenol acetatu.
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Obrdzek 12 4-((3,5-dichlor-4-oxocyklohexa-2,5-dien-1-yliden)amino)fenyl acetdt
Vzhled: tmav¢ Cervena krystalicka latka
Vytézek: 23 %
Bod tani: 101 — 102 °C
'"H NMR (400.13 MHz, methanol-d4): § = 7,49 (1H, d, *J=2,5 Hz, H4); 7,29 (1H, d, */=2.5
Hz, H5); 7,11 (2H, d, *J = 9,0 Hz, H3); 6,90 (2H, 3J=9,0 Hz H2); 2,19 (3H, s, H1).
13C NMR (100.62 MHz, methanol-d4): 3 = 216,0; 170,0; 150,0; 146,9; 140,0; 138,7; 137,5;
125,6; 122,6; 122,2; 19,7.
Elementarni analyza: Ci7H20N>O3S (Mr = 310,13)
Vypocteno: C (54,22%), H (2,93%), N (4,52%)
Stanoveno: C (54,45%), H (2,82%), N (4,78%)

7.3 Stanoveni zavislosti rychlosti reakce na koncentraci

2,6-dichlorindofenol acetatu

7.3.1  Stanoveni reak¢ni rychlosti

Postup stanoveni rychlosti saturace enzymu 2,6-dichlorindofenol acetatem je uveden
v kapitole 6.5. Toto stanoveni bylo provedeno ke zjisténi vhodné aktivity enzymu a koncentrace
substratu. Reakcni rychlost byla spocitana pro kazdou kombinaci dané koncentrace substratu
a aktivity AChE v reak¢éni smési. Nize je uveden vzorovy vypocet pro koncentraci IFA

3,75x10* M a aktivitu AChE 0,5 U:
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b= (A10921 — A132,2)
At

_ (0,349 —0,241)
N 959,9

v=112.10"*s"1

4

Hodnoty Ai92,1 a A132,2 odpovidaji hodnotam absorbance v ¢ase 1092,1 a 132,2 s, At
oznacuje ¢as 959,9 s a odpovida rozdilu ¢ast, pti kterych byly odecteny hodnoty absorbance.
Pro vSechny aktivity enzymu, tj. 0,2; 0,5 a 1 U byla vytvotena satura¢ni kfivka z pramérnych
hodnot reakénich rychlosti vSech méfeni k dané koncentraci substratu. Saturacni kiivka

(obr. 13) zndzoriiuje zavislost reakeni rychlosti na koncentraci substratu IFA.

2x104=
02U
e 05U
1.5x104=
11U

p—
—
1

2 1x10-4-
»

5x10-5-

0.15 0.3 0375 045 0.525 0.6 0.8 1
cira [mM]

Obrazek 13 Zavislost reakcni rychlosti na koncentraci substratu pro aktivity AChE 0,2; 0,5a 1 U
(priimer alespor ze dvou méreni)

Pro stanoveni ICso testovanych inhibitort byla na zéklad¢ ziskanych vysledka zvolena

koncentrace substratu 4,5x10 M a aktivita enzymu 0,5 U.

7.3.2  Stanoveni kinetickych parametri

Zavislost reakeni rychlosti na koncentraci substratu pro danou aktivitu AChE (obr. 14,
15, 16) byla analyzovana pomoci programu GraphPad Prism (verze 8.0.1). Byl zvolen model
nelinedrni regrese a oveiena platnost modelu Michaelis-Mentenové. Touto analyzou byly
ziskany hodnoty Ky a Vin. Mezni rychlost (Vi) je takova rychlost, pfi které dochazi k ptemeéné
substratu na produkt maximalni rychlosti. Michealisova konstanta (Kw) je takova koncentrace
substratu, pii niz je dosazeno poloviny mezni rychlosti.
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Obrazek 14 Zavislost reakcni rychlosti na koncentraci substratu pri aktivite AChE 0,2 U (priimer
alesporn ze dvou mereni)

2x10-4

[ )
1.5%104

° [ )
2, 1x104-
>
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[ }
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0.0 0.5 1.0
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Obrazek 15 Zavislost reakcni rychlosti na koncentraci substratu pri aktivite AChE 0,5 U (priimer
alesporn ze dvou mereni)
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Obrazek 16 Zavislost reakcni rychlosti na koncentraci substratu pri aktivitée AChE 1 U (primeér
alesporn ze dvou mereni)

Vypoctené hodnoty kinetickych parametrt pro jednotlivé aktivity AChE jsou shrnuty

v tabulce 2.

Tabulka 2 Hodnoty kinetickych parametrii Ky a Vin

aktivita AChE | 0,2 U 0,5U 1U
Kwm (mol/l) 8,51x10% | 9.26x10* | 4,53x10*
Vm (s) 2,45x10™ | 3,42x10* | 2,56x10*

Z vyse uvedenych hodnot je ziejmé, ze nejvysSich hodnot Km a Vi je dosazeno
u aktivity enzymu 0,5 U, proto se tato aktivita jevi jako optimalni pro pouziti IFA jako

substratu.

7.4 Stanoveni ICs s acetylthiocholinem jako substratem

Pomoci Ellmanovy metody bylo provedeno stanoveni inhibi¢ni aktivity standarda
rivastigminu, galantaminu a donepezilu a inhibitord 1-11. Byla spocitana reakcni rychlost
pro kazdou koncentraci inhibitoru (v¢etné nulové). Vzorovy piiklad vypoctu pro koncentraci
inhibitoru 5x10° M je uveden nize:

b= (A3 — Ag)
At
(0,332 -0,152)
15
v=12.10"2%2s"1

v
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Hodnoty A2; a Ag odpovidaji hodnotdm absorbance v ¢ase 23 a 8 s, At oznacuje Cas
15 s a odpovida rozdilu ¢asti, pti kterych byly odecteny hodnoty absorbance. Z hodnot vsech
rychlosti byly vytvofeny poméry vo/vi a nasledné byly hodnoty pomért rychlosti pii dané
koncentraci inhibitoru zprimérovany. Tyto primérné hodnoty byly pouzity k vytvoreni grafu
zavislosti vo/vi na koncentraci inhibitoru. Z rovnice regrese byly nasledné po dosazeni zay = 2
vypocitany hodnoty ICso. Vzorovy ptiklad vypoctu pro vzorek inhibitoru 1 je uveden nize
(rovnice piimky: y = 0,03576x + 0,9966):
y = 0,03576x + 0,9966
2 =0,03576x + 0,9966

~2-10,9966
~0,03576

x = 28,059 uM
V tabulce 3 jsou uvedeny vypoctené hodnoty 1Cso véetné hodnot smérodatné odchylky

pro vSechny pouzité standardy a nové inhibitory.

Tabulka 3 Hodnoty ICsg testovanych inhibitorit stanovené Ellmanovou metodou

latka ICso (nM)
rivastigmin 56,1+1,41
galantamin 1,20+0,01
donepezil 0,0186+0,0011
1 28,07+0.34
111,95+6,93
84,53+0,84
155,44+13,26
94,43+10,03
96,62+2,98
69,54+5,15
30,84+0,93
214,87+11,65
155,93+6,78
64,55+1,10

i [k I\D Q0 ||\ [N [ WD

-

Graficky priklad zavislosti vo/vi na koncentraci inhibitoru je uveden na obr. 17.
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Obrazek 17 Zavislost pomeéru rychlosti reakce neinhibované a inhibované na koncentraci inhibitoru 1
s pouzitim substratu ATCh (prumeér alespon ze dvou méreni)

7.5 Stanoveni ICso s 2,6-dichlorindofenol acetatem jako substratem

Bylo provedeno stanoveni inhibi¢ni aktivity standard rivastigminu, galantaminu
a donepezilu a inhibitorG 1-11 s aktivitou enzymu 0,5 U/ml. Tato aktivita byla zvolena
na zaklad¢ vysledki rychlosti saturace enzymu 2,6-dichlorindofenol acetatu (viz kapitola 7.1).
Byla spocitana reak¢ni rychlost pro kazdou koncentraci inhibitoru (v€etné nulove). Vzorovy

piiklad vypoétu pro koncentrace inhibitoru 5x107> M je uveden niZe:

b= (A1092,1 — A1322)
At
(0,098 — 0,007)
- 959,9

v=949.10"°>s1

v

Hodnoty Ai92,1 a A1322 odpovidaji hodnotam absorbance v ¢ase 1092,1 a 132,2 s, At
oznacuje ¢as 959,9 s a odpovida rozdilu ¢ast, pti kterych byly odecteny hodnoty absorbance.
Z hodnot vSech rychlosti byly vytvofeny pomeéry vo/vi a nasledné¢ byly hodnoty poméri
rychlosti pfi dané koncentraci inhibitoru zprimérovany. Tyto primérné hodnoty byly pouzity
k vytvoteni grafu zavislosti vo/vi na koncentraci inhibitoru. Z rovnice regrese byly nasledné
po dosazeni za y = 2 vypocitany hodnoty ICso. Nize je uveden vzorovy piiklad vypoctu

pro vzorek inhibitoru 7 (rovnice piimky: y =0,01155x + 0,9761):
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y = 0,01155x + 0,9761
2 =0,01155x + 0,9761

_2-109761
~0,01155

x = 88,65 uM

V tabulce 4 jsou uvedeny vypoctené hodnoty ICso véetné hodnot smérodatné odchylky

pro vSechny pouzité standardy a nové inhibitory.

Tabulka 4 Hodnoty ICs testovanych inhibitori stanovené s IFA jako substratem

latka

I1Cso (pM)

rivastigmin

183,38+1,94

galantamin

1,124+0,02

donepezil

0,17+0,001

1

153,61+18,94

158,60+0,06

88,97+0,39

365,84+1,16

113,98+4,40

384,79+13,09

88,47+2,50

100,48+3,98

259,10+3,53

326,77+14,08

[k (\O Q0 ||\ | [ (W

-

305,02+29,06

Graficka zavislost poméru vo/vi na koncentraci inhibitoru je zndzornéna na obr. 18.
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Obrazek 18 Zavislost poméru rychlosti reakce neinhibované a inhibované na koncentraci inhibitoru 7
s pouzitim substratu IFA (prumeér alespon ze dvou méreni)
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Je zndmo, Ze ¢im je hodnota ICso niz$i, tim je inhibitor siln€jsi. Podle vysledkl je
za danych reakénich podminek nejucinnéjsi inhibitor 7, jehoz grafickd zavislost poméru vo/vi
na koncentraci inhibitoru je znazornéna na obrazku 16. Vzorek inhibitoru 3 a 8 mizeme také

inhibi¢ni aktivitu. Hodnoty ICso jsou s pouzitim IFA jako substratu vyss$i neZ v porovnani se

stanovenim inhibi¢ni aktivity Ellmanovou metodou s acetylthiocholinem.

7.6 Stanoveni typu inhibice

Jsou znamé cCtyfi typy reverzibilni inhibice, a to kompetitivni, nekompetitivni,
akompetitivni a smiSena. Pfi kompetitivni inhibice, kde soutézi o vazebné misto enzymu
inhibitor a substrat, zlistdvd Vi, konstantni, kdezto hodnota Kwm se zvySuje. U nekompetitivni
inhibice inhibitor nebrani vazbé substratu na enzym, protoze ma vlastni vazebné misto. Tyto
inhibitory zplsobi to, Ze se snizi rychlost pfemény substratu na produkt, proto se snizuje Vm
a Km zlstava konstantni. Pfi akompetitivni inhibici se inhibitor vaze na komplex enzym-
substrat, a tim brani pfemén¢ substratu na produkt. Kvili tomuto branéni se hodnoty Km a Vi
snizuji. Poslednim typ inhibice je inhibice smiSend, kdy se hodnota Ky zvySuje a hodnota Vi
naopak snizuje. [81]

Na obrazku 19 je znazornén graf nelinedrni regrese zpracované programem GraphPad
(verze 8.0.1) a na obrazku 20 graf linedrni regrese podle Lineweaver a Burka, dle né¢hoz byly

pomoci rovnic regrese vypocitany kinetické parametry Km a Vi (tabulka 5).
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Obrazek 19 Typ inhibice - nelinearni regrese, inhibitor 1
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Obrazek 20 Typ inhibice - graf podle Lineweavera a Burka, inhibitor 1

Kinetické parametry lze spocitat z rovnice regrese: y = kx + q. Vzorovy vypocet

pro koncentraci inhibitoru 5 uM je uveden nize:

Rovnice regrese: y = 0,003077x + 16,28

V=

_ Q|

= 1628
V. =6,14.10"2s"1
Ky = k.V,,
Ky = 0,002727 .7,68.1072
Ky = 2,09.10"*mol/1

Tabulka 5 Typ inhibice - kineticke parametry Ky a Vi

¢ (uM) 0 5 10 25
Kwm (mol/l) 2,09x10* 1,89x10* 2,08x10* 2,07x10*
Vi (s1) 7,78x1072 6,14x107 7,71x1072 491x107

Hodnoty parametrti Kv se se zvySujici koncentraci inhibitoru prakticky neméni, zatimco

hodnoty Vi, se snizuji. Z téchto vysledki 1ze usuzovat, ze se jedna o nekompetitivni inhibici.
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7.7 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu a tPSA

Rozdé€lovaci koeficient je empiricky bezrozmérna vlastnost, ktera popisuje, jak se
chemicka latka rozdé€luje mezi dvé faze. Je definovéana jako pomér koncentraci chemické latky
v systému navzajem dvou nemisitelnych rozpoustédel. Hodnota rozdélovaciho koeficientu je
pfimo timérna rozpustnosti dané latky v organické fazi. Nejcastéji je jednim z rozpoustédel
voda a druhym rozpoustédlem je n-oktanol. Vypocet rozdélovaciho koeficientu je diilezity
pii odhadu distribuce 1€kt v téle. Hydrofobni 1éky s vysokym rozdélovacim koeficientem jsou
distribuovany pfedevsim v oblastech, jako jsou lipidové dvojvrstvy bunék. Hydrofilni 1éky
s nizkym rozdélovacim koeficientem jsou distribuovany predevsim v krevnim séru. Nize je

uvedeny vzorecek pro vypocet rozdélovaciho koeficientu:
p=Xe
CW
kde: ¢, je koncentrace latky v n-oktanolu a cw je koncentrace latky ve vod¢. [82]
Hodnota rozdélovaciho koeficientu se nejcastéji vyjadiuje v logaritmickém tvaru (logP)
a je zavisla na podminkach méfeni jako je teplota a pH. Jak uz bylo feceno, slouzi jako métitko
vztahu mezi lipofilitou (rozpustnost v tucich) a hydrofilitou (rozpustnost ve vod¢) latky. Pokud
je hodnota vétsi neZ jedna, je latka rozpustnéjsi v tucich. Pokud je mensi neZ jedna, je latka
rozpustnéjsi ve vodé. Hodnota logP nés pfedev§im informuje o schopnosti latky prostupovat
biologickymi membranami. [82, 83]
Lipinsky a kolektiv navrhli tzv. Lipinského pravidlo péti. Podafilo se jim urcit fyzikalné
chemické vlastnosti, diky kterym by méla latka snadno prostupovat jak bunéénou membréanou,

tak 1 hematoencefalickou bariérou. Toto pravidlo slouzi pro vyvoj oralné biologicky

dostupnych 1é¢iv s malou molekulou. Lé¢iva by méla splnovat tyto podminky:

molekula s molekulovou hmotnosti < 500,
e ne vice nez 5 donorti vodikovych vazeb,
e ne vice nez 10 akceptort vodikovych vazeb,

logP < 5. [84]

Hodnoty logP inhibitort 1-11 byly ziskany pomoci programu ChemDraw 20.0 a jsou
shrnuty v tabulce 6.

Topologickd molekularni polarni povrchova plocha (tPSA) urcuje schopnost vytvaret
vodikové vazby a urCeni jejiho poctu je dulezité pro stfevni absorpci a propustnost
pres hematoencefalickou bariéru. tPSA je oproti vypoctu klasického polarniho povrchu

molekuly (PSA) jednodussi. PSA udéava soucet povrchii vSech polarnich atomi v molekule
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a pro vypocet vyzaduje sestavit 3D model. Tento zplisob vypoctu je zdlouhavy a vyzaduje
specialni program, proto pro odhadnuti stac¢i ur€it tPSA diky 2D molekulové struktute. Jednotka
A? oznacuje rozmér tPSA, kde 1 A = 1071 m. Pokud je hodnota tPSA mensi nez 70 A2, znamena
to vyssi pravdépodobnost propustnosti latky pres hematoencefalickou bariéru. V tabulce 6 jsou
také uvedeny hodnoty tPSA, které byly stejn¢ jako hodnoty logP ziskany pomoci programu
ChemDraw 20.0. [85, 86]

Tabulka 6 Hodnoty logP a tPSA testovanych inhibitori

Mr ClogP | tPSA (A?)
1 266,33 2,30 41,46
2 (28036 2,82 41,46
3 (29439 3,13 41,46
4 (30842 3,53 41,46
5 |27835| 2,53 41,46
6 |29237| 2,84 41,46
7 129636 | 2,33 50,69
8 |34523| 3,05 41,46
9 |300,78 | 2,91 41,46
10 | 335,22 | 3,62 41,46
11 | 381,21 | 3,98 41,46

Z vysledkt logP je patrné, Ze jsou vSechny hodnoty vyssi nez 1, tudiz maji latky vyssi
lipofilitu. Vzorek 10 a 11 ma nejvyssi hodnotu, proto budou pravdépodobné dobie prochazet
bunéénymi membranami a hematoencefalickou bariérou. LogP neni vyssi nez 5, tudiz splituji
pravidlo Lipinského. Jak uz bylo fe¢eno, pokud je hodnota tPSA mensi nez 70 A2, prochazeji
latky dobie pies hematoencefalickou bariéru. Z vysledkii tPSA je ziejmé, Ze tuto vlastnost

splnuji vSechny testované inhibitory.
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8 DISKUZE

8.1 Rychlost saturace enzymu 2,6-dichlorindofenol acetatem

Za ucelem urcit vhodnou aktivitu AChE a koncentraci substratu pro métfeni inhibicni
aktivity vybranych inhibitorti (sulfonamidové derivaty) bylo provedeno stanoveni rychlosti
saturace enzymu substratem IFA. Vhodnost testovanych podminek byla posuzovana dle
reak¢nich rychlosti.

Rychlost saturace AChE pomoci IFA byla méfena pro tfi rizné aktivity enzymu
v reakéni smési, a to 0,2; 0,5 a 1 U/ml v rozmezi koncentrace substratu 1,5%10* — 1x1073 M.
Na zaklad¢ vysledkt saturacni kiivky (obr. 11), kterd méla trvale stoupajici pribeh u aktivity
enzymu 0,5 U/ml, byla tato aktivita zvolena jako optiméalni. Jako vhodna koncentrace substratu
byla zvolena koncentrace 4,510 M, kdy uz byla odezva dostate¢na. U IFA pouZitého jako
substrat byly spocitdny parametry Km a V. Tyto kinetické parametry by mély se zvySujici se
aktivitou enzymu stoupat, avsak jak je vidét z vysledkii uvedenych v tabulce 2, substrat IFA
toto nespliuje.

Testovana metoda s pouzitim IFA jako substratu se zkousela proto, aby se porovnala
s Ellmanovou metodou. Metoda s IFA je jednodussi, protoze sam substrat dava po hydrolyze
enzymem barevny produkt. Z toho diivodu neni potieba v reakéni smési zadny chromogen jako
je DTNB u Ellmanovy metody. Mezi vyhody patii také oblast, pii které se méti absorbance
(606 nm), protoze nedochazi k interferenci s hemoglobinem. Nicméné¢ ve vysledku se ukazalo,
ze Ellmanovu metodu zatim stale nic nepiekona. Pii vyuziti IFA je potieba delsi ¢as na analyzu,

vy$si aktivita enzymu v reakéni smési, aby byla odezva dostatec¢na.

8.2 ICso

S vyuzitim dvou rtznych substrati, ATCh a IFA, byly stanoveny hodnoty ICso vzorka
1-11 a standardii rivastigminu, galantaminu a donepezilu. Jak uz bylo feceno, ¢im je mensi
hodnota ICso, tim je inhibitor G€inné&jsi. Hodnoty ziskané s pouzitim substratu ATCh (tabulka 3)
ukazuji, Ze pouze vzorek 1 a 8 ma vyssi inhibi¢ni aktivitu nez rivastigmin. Avsak ve srovnani
se dvéma zbylymi standardy, a to galantaminem a donepezilem, maji v§echny vzorky inhibitor
1-11 inhibic¢ni aktivitu nizsi az o dva fady. Za uinny inhibitor by se dal povazovat vzorek 1,
na druhou stranu za nejméné ucinny vzorek 9.

Hodnoty ziskané s pouzitim substratu IFA (tabulka 4) jsou u vétSiny vzorkd vyssi
v porovnani se stanovenim inhibi¢ni aktivity s ATCh jako substratem. Jediny standard

galantamin vykazuje nizsi inhibi¢ni aktivitu s IFA jako substratem v porovnani s ATCh jako
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substratem. Z téchto vysledki lze fici, ze se v zavislosti na pouzitém substratu a reakénich
podminkach 1i8§i u¢innost jednotlivych inhibitord. Lze také fici, Ze Gc¢innost vzorkt 1-11
s pouzitim ATCh je nékolikanasobn¢ vyssi nez s pouzitim IFA. Podle vysledkl je za danych
inhibi¢ni aktivitu. Proto by se dalo fici, Ze testovana metoda neni tak dobra pro stanoveni ICso
testovanych inhibitord jako Ellmanova metoda.

Studie zkoumajici inhibi¢ni aktivitu podobnych sulfonamidovych derivati jako jsou
vzorky 1-11 Ellmanovou metodou [87] udavaji hodnoty ICso nizsi nez vysledky naseho méteni.
Proto nemohu usoudit, zda by se naSe inhibitory daly pouzit jako vhodna l1é¢iva AD.

Dosud nebyla publikovana Zadna studie zabyvajici se stanovenim inhibi¢ni ¢innosti
rivastigminu, galantaminu a donepezilu s pouzitim IFA jako substratu. Z nasich dat vyplyva,
ze galantamin a donepezil maji hodnotu ICso o dva az tii fady niz$i nez nejucinnéjsi vzorek 7.
Naproti tomu rivastigmin (tabulka 4) je mén¢ U€inny nez polovina testovanych vzorki, proto

IFA neni vhodnym substratem pro rutinni testovani inhibi¢ni u¢innosti.
8.3 Typ inhibice

Diky vysledktim, které byly ziskany z grafu podle Lineweavera a Burka a podle zmény
kinetickych parametrti, kdy se Vm snizuje a Kwm zlistavd konstantni, mizeme usuzovat, ze

inhibitory 1-11 funguji na principu nekompetitivni inhibice.
8.4 Rozdélovaci koeficient a tPSA

LogP charakterizuje lipofilitu inhibitorti — se zvySujici se hodnotou logP se zvySuje
lipofilita latek, tudiz jejich propustnost pfes membrany. Latky, které se pouzivaji pro 1écbu AD,
by mély snadno prochazet hematoencefalickou bariérou, a tim tak piisobit v mozku. Zaporné
hodnoty logP vypovidaji o hydrofilité, tedy dobré rozpustnosti ve vodném prostiedi. Toto
pravidlo ale zadny z testovanych vzorki nesplituje (viz tabulka 6). Nejvyssi hodnoty logP maji
vzorky 10 a 11, proto budou dobte prochazet pies biologické membrany a maji z tohoto pohledu
la7.

Hodnoty tPSA vypovidaji jak o propustnosti latek ptes hematoencefalickou bariéru, tak
o vstiebatelnosti v gastrointestindlnim traktu a hydrofilité. Latka, ktera méa hodnotu nizsi nez
70 A? dobie prochazi biologickou membranou. Tuto podminku splituji vSechny vzorky

inhibitort (tabulka 6).
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9 ZAVER

Cilem experimentalni casti této diplomové prace bylo nastavit optimalni reakéni
podminky pro stanoveni inhibice AChE az jedenacti riznych inhibitort za pouziti IFA jako
substratu. Dostate¢né odezvy bylo dosazeno pii koncentraci substratu 4,5x10% M a aktivité
enzymu 0,5 U/ml.

Dalsi cast prace je veénovéana stanoveni inhibi¢ni uUc€innosti vybranych vzorki
sulfonamidovych derivatt jako potencialnich inhibitorti acetylcholinesteraz a jejich porovnani
se standardnimi latkami. VSechny tfi pouzité standardy, a to rivastigmin, galantamin
a donepezil, se pouzivaji pii 1é€bé Alzheimerovy choroby. Podle hodnot ICso, jez vypovidaji
o ucinnosti jednotlivych inhibitort, lze fici, Ze se G€innost 1i8i s pouzitim rdznych substratu.
V piipadé IFA jsou hodnoty ICso mnohondsobné vyssi nez u ATCh, coz znamend, ze IFA
pravdépodobné neni vhodnym substratem pro stanoveni inhibi¢ni U¢innosti vybranych
sulfonamidovych derivati.

Grafickym vyhodnocenim podle Lineweavera a Burka a urenim zmén kinetickych
parametri Km a Vim byl stanoven nekompetitivni typ inhibice.

Poslednim cilem této prace bylo stanovit rozd€lovaci koeficient v systému
n-oktanol:voda a tPSA. Ob¢ tyto hodnoty vypovidaji o tom, jak dobie latka prochézi
biologickymi membranami. Z tohoto hlediska jsou nejvhodnéjsi vzorky 10 a 11, protoze maji
nejvyssi hodnoty logP a hodnota tPSA je niz$i nez 70 A2,

Pti pouziti IFA jako substratu se vyrazné prodluzuje doba reakce a je nutna vyssi aktivita

enzymu, proto neni vhodnym substratem pro rutinni testovani inhibi¢ni G€innosti.
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