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Anotace

Teoreticka Cast je zpracovand jako reSerSe popisujici historii, strukturu a funkci
cholinesteraz. Jsou popsany neuropsychické poruchy, kinetika inhibovanych a
neinhibovanych reakci a jsou specifikovany jednotlivé analytické metody stanovujici
cholinesterazy. Experimentalni ¢ast se zabyva zpracovanim krve, kterd je nasledné testovana
spektrofotometrickou metodou Vv riznych stanovenich. Stanoveni probihd za pomoci
chromogentt DTNA a PDS, jsou testovany rizné poméry fedéni erytrocytll a stanovena

inhibi¢ni uc€innost vybranych inhibitort.

Kli¢ova Slova

Cholinesteraza, acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza, inhibitory cholinesteraz

Annotation

The theoretical part is processed as a search describing the history, structure and function
of cholinesterases. Neuropsychic disorders, the kinetics of inhibited and non-inhibited
reactions are described, and individual analytical methods for the determination of
cholinesterases are specified. The experimental part deals with the processing of blood, which
is then tested by spectrophotometric method in various determinations. The assay is
performed using DTNA and PDS chromogens, various erythrocyte dilution ratios are tested,

and the inhibitory activity of selected inhibitors is determined.
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Cholinesterase, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, cholinesterase inhibitors
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1. Uvod

Cholinesterazy jsou enzymy patfici do skupiny esterdz, mezi které tadime
acetylcholinesterdzu a butyrylcholinesterazu. Oba enzymy se navzajem liSi substratovou
specifitou a mistem exprese. Vyzkum acetylcholinesterazy mtize byt zdsadni pro 1écbu
neurodegenerativnich onemocnéni, studium butyrylcholinesterazy napft. pii 1écb¢ kokainové

zavislosti. [1]

Inhibitory cholinesteraz jako napft. galantamin, donepezil nebo rivastigmin se pouzivaji pro
zmirnéni priznakii Alzheimerovy choroby, tim, Ze zvysSuji cholinergni neurotransmisy.

Inhibitory maji riznou specifitu a inhibi¢ni aktivitu. [2]

Sledovani aktivity cholinesteraz 1ze mnoha analytickymi postupy, mezi nejpouZivanéjsi
patii Ellmanova spektrofotometricka metoda, vetné jejich modifikaci. Na vzestupu jsou také
biosenzory, které jsou atraktivni kvili svoji miniaturizaci, prenositelnosti a jednoduchosti. Pti
stanoveni cholinesteraz z plné krve je vhodnd napf. spektrofotometrie s pouzitim

chromogennich disulfidu. [1]

Vyzkum cholinesteraz neni dulezity jen v oblasti neurodegenerativnich onemocnéni, ale i

v jinych sektorech napt. farmakologii, v zemé&délském prumyslu a armad¢. [1]
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2. Teoreticka ¢ast

2.1 Historie cholinesteraz

Vyzkum cholinesteraz (ChES) ptedchazi jejich samotné identifikaci jako enzymu a ve
skutecnosti sahd az do poloviny 19. stoleti. Rlzni badatelé byli fascinovéani farmakologickymi
ucinky puchyinatce jedovatého (Physostigma venenosum) na pocatku Sedesatych let
19. stoleti, kdy se ke zkoumani jeho farmakologie pouzily jak testy na zviratech, tak samo
podavani. Argyll-Robinsonovy popisy jeho odpovédi na vlastni podani extraktii do jednoho
oka a druhého oka jako odpovidajici kontroly jsou zvlasté poucné. [3] Prvni organofosfatovy

inhibitor cholinesteraz byl syntetizovan ve stejném obdobi Clermontem. [2]

Vroce 1914 byl vydan rukopis sira Henryho Dale o nikotinovych a muskarinovych
ucincich esterd cholinu (Ch), objevil koncept fyzostigminu inhibujiciho enzym zodpovédny
za degradaci piirodniho neurotransmiteru v cholinergnim nervovém systému. [4] Nicméné
nazev cholinesteraza byl vytvofen v novinach organickym chemikem, Stedmanem asi 0 18 let

pozdéji. [5]

Piehled vyzkumu cholinesteraz od Daleove studie odhalil nékolik dulezitych trendu,

Z nichZ n¢které jsou znazornény na obr. 1.

(Sussmam er AL, 1991)
tercialni struktura -
(Vaszous. 1985-)

;.»mmmi 1855 (acwussonn, 19¢7) rekombinantni DNA,
RASER, (Roscwesnay |, ) e . =
AncyiL-Rostavsow, 1863 S 7, | primarni struktura —
Jousy Awe Messs, 1864 Maseovize & Rresem, 1949 R
Cremmony, 1854 N . 2
biochemicka
(Mzisow, 19500 charakterizace
{Atomres, 1953) g >
mecharlicky Speclﬁcké T S
aktivatory a inhibitory —
(Keerie, 1951)
histochemicka
lokalizace

(GoLosTein, 1964) (AucusTiwwsow, 1948)
ewsr 84 rozliSeni
Seeoues, 19481 acetyl a butyryl
{Lropois, 1348} cholinesteraz
Farmakologie &
specificnost inhibitor
1Dace, 1914)
(STeoman, 1932) e
Identifikace —
cholinesteraz

v |v v |

v

vV

Obrdzek 1: Vyvoj v oblasti cholinesterdz [1]

Za prvé, hybnost v poli byla a nadale je podporovana dvéma vnitinimi atributy enzymu.
Jedna se o vysokou katalytickou kapacitu a jeho citlivost na mnozstvi ptirodnich a umélych

inhibitorti. [6]
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Velké mnozstvi tkanového homogenitu spolu s hydrogenuhli¢itanovym pufrem umoznilo
méieni v heterogennich systémech surovymi Warburgovymi manometrickymi metodami
Vv prvnich letech, coz usnadnilo pozdéjsi histologickou detekci aktivity a umoznilo identifikaci

enzymovych izoforem na zékladé hydrodynamickych vlastnosti. [7]

Vyzkum v této oblasti je ur€en inovacemi a, jak je znazornéno na obr. 1, novy vyvoj vzdy
posiluje probihajici vyzkum ve stanovenych oblastech. Pokrok v této oblasti do zna¢né miry

zavisi na novém technologickém vyvoji a aplikacich. [8]

Po druhé svétové valce a obavach ze zakeiného pouzivani organofosfati byl vyzkum
zaméfen na specificnost a farmakologické plsobeni moznych piitomnych inhibitort
farmakologického a chemického dovozu. Toto obdobi zjistilo, Ze podstatna ¢ast vyzkumnych
pracovnikii ve farmakologické komunité zaCala pracovat na cholinesterdzach, coz mélo
mezindrodni dopad. Kratce nato nastal dilezity vyvoj v histochemickych technikach a
v odliseni acetyl — od butyrylcholinesteraz. Prispévky Irwina Wilsona v 50. letech 20. stoleti
na smérovani enzymovych inhibitori a reaktivatori a na vymezeni jednotlivych kroka
v reakénim mechanismu jsou obzvlasté¢ pozoruhodné, protoze ptedchéazely zkoumani jinych
na misté zamétenych znaeni a afinitnich metodach pro modifikaci a ¢isténi enzymi. [9]
Porozuméni mechanismim pusobeni inhibitorii a jejich Siroké strukturdlni rozmanitosti nyni
poskytuje bohatou farmakologii pro mistn¢ specificky vyzkum mutageneze, oblast, jez ma
velky potencial. Biochemické aplikace pii CiSténi a charakterizaci acetylcholinesterazy
(AChE) v laboratotich Wilsona a Davida Nachmansohna v Columbii poskytly substrat a také
vychovali Izraela Silmana a Terrona Rosenberryho, dva pfedni védce, kteti ptispéli
k biochemické a kinetické charakterizaci enzymu za posledni dvé desetileti. [10] Objev Jean
Massouliého a Francoise Riegera vroce 1969 o rozmérové asymetrické form& AChE
obsahujici kolagenni strukturu vytvotilo novou dimenzi studia polymorfismu cholinesteraz. Je
pozoruhodné, Ze struktura AChE obsahujici kolagen byla mezi membranovymi proteiny
jedinecnad a teprve nedavno bylo zjiSténo, Ze dalSi bunééné povrchové proteiny jsou

sestavovany podobnym zpisobem. [11]

Technologie rekombinantni DNA byla pfirozenym smérem pro vyzkum cholinesterazy
v 80. letech 20. stoleti. Poc¢ate¢ni klonovéani genu AChE ukazalo, Ze sdili homologii globalni
sekvence pouze s thyroglobulinem, ale za poslednich 6 let se proteiny homologni
s cholinesterazou rozsitily na rozsahlou, ale funkéné eklektickou rodinu, z nichz ne vSechny

funguji jako hydrolazy. [12] Rodina nyni zahrnuje taktiny, které jsou dulezité pro heterologni
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bunécné kontakty. Tato strukturdlni podobnost mlize poskytnout indikaci pro nekatalytickou
funkci cholinesteraz ve vyvojovych procesech. Nedavna zprava o krystalové struktuie AChE
rejnoka elektrického s vysokym rozliSenim piidava do struktury kriticky tfeti rozmeér.
Porovnani trojrozmérnych struktur také ukazuje, ze urcité karboxypeptidazy a dehalogendzy
sdileji ve své pateti spolecny vzorec skladani, a to i pfesto, Ze neexistuje vyznamna sekvencni
identita. Jak studie rekombinantni DNA, tak i krystalografické studie kriticky zavisely na
chemii bilkovin, aby poskytli znamou sekvenci pro molekularni klonovani a pro samotny

krystalicky enzym. [13]

Priizkumy cholinergniho nervového systému nadéle piinesly fadu semindrnich objevi ve
farmakologii a neurobiologii; mezi n¢ patii identifikace prvniho neurotransmiteru, pocatecni
rozliSeni subtypll receptoru, demonstrace kvantového uvolfovani neurotransmiteru, prvni
molekularni charakterizace a rekonstituce neurotransmiterového receptoru a biofyzikalni
mefeni kanald fizenych ligandem prostiednictvim oprav a analyzy Sumu. K tomu miiZeme
nyni pfidat krystalovou strukturu AChE, protoZe se zda, Ze se jednd o prvni synapticky
lokalizovany proteinovy integral neurotransmise, ktery méa znamou trojrozmérnou strukturu.

[14]
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2.2 Genova exprese

Charakterizace celych gent kodujicich rejnoci, mysi a lidské AChE poskytuje strukturalni
zaklad pro studium regulace exprese genu kodujiciho AChE. Exprese AChE ma né¢kolik
charakteristickych ryst. Za prvé, exprese AChE je piesné regulovana v hematopoetickém
systému, nervovém systému a ve svalu. [15] V hematopoetickém systému exprimuji enzym
pouze bunky uréitych linii, zatimco v kosternim svalu se zdd, Ze celkovd exprese je
koordinovana s expresi nikotinového acetylcholinového receptoru (nAChR) v diferenciaci a
synaptogenezi svalovych bunék, zndzornéno na obr. 2. Zatimco detaily exprese nikotinového
receptoru a AChE se lisi v programu diferenciace svalovych bunék, k podobnému zvyseni
celkové genové exprese dochdzi pfi diferenciaci kmenovych bunék na myoblasty, myoblasty
na tvorbu myotub a inervace. Bude tedy zajimavé porovnat transkripéni rychlosti, stabilitu
mRNA a G¢innost translace spojené s takovymi udalostmi pro tyto dva proteiny. [16] Studie
rychlosti transkripce pro AChE a nAChR, exprese promotoru-reportérového genu a degradace
MRNA Vv pfitomnosti inhibitor syntézy proteint ukazuji, ze zvySena hladina mRNA spojena
s fuzi myoblastli s myotubami je zplsobena stabilizaci AChE mRNA, zatimco transkripcni
aktivace je zodpovédna za zvySeni mRNA kodujici nAChR podjednotky ve stejném fiznim
kroku. Zda se tedy, ze AChR a AChE pouzivaji odlisné diferenciacni body v diferenciaci
svalovych bunék. [17]

18
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Obrazek 2: Schematické zndazornéni diferenciace kmenovych bunék pri tvorbé neurondlnich a svalovych linii. [1]
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2.3 Neuromuskularni spojeni

Toto spojeni je tvofeno zjediného nervového zakonceni odd€leného od postsynaptické
oblasti synaptickou Stérbinou. Specializovanou ¢éasti je motoricka ploténka v bunécné
membrang, ktera se ucastni spojeni. Junk¢ni zahyby jsou vyrazné, obsahuji velké mnozstvi
acetylcholinovych receptort, které jsou t€sn€ u nervového zakonceni. Nervosvalové spojeni

1ze popsat Sesti kroky, viz obr. 3. [18]

Nervové zakonéeni

AcCoA

Presynapticka Cholln

membrana
ACh + CoA
Synaptické
vesikuly OOOO O
2+
Membréna Ca

svalové buriky Ac + Cholin

e

Spojovaci
zahyb

Lamina basalis
(AChE)

Obrazek 3: Déje neuromuskuldarniho spojeni. [18]
1. Syntéza acetylcholinu (ACh) probiha v cytosolu nervového zakonceni, zde je
dulezity enzym acetylcholintransferaza, ktery katalyzuje reakci popsanou v rovnici
2. 1.

Acetyl-CoA + cholin — acetylcholin + CoA (koenzym A) (2.1)

2. Dale je acetylcholin zabudovan do ¢astic, které jsou vdzané na membrané, tzv.
synaptické vezikuly, zde je skladovan.

3. Pomoci exocytosy dochazi k uvolnéni acetylcholinu ze synaptickych vezikul do
synaptické Sté€rbiny. Dochazi pfitom k fuzi vezikul a presynaptické membrany.
V klidovém stavu je spontann¢ uvoliiovano asi 10 000 molekul, ty vyvolavaji malé
potencialy na motorické ploténce. Kdyz je nervové zakonCeni depolarizovano

pienosem nervového impulsu, dojde k otevieni napétove fizenych Ca®* kanaldi, coz
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umoziiuje vniknuti Ca®* ze synaptického prostoru do nervového zakondeni. Ca* je
dulezity pro exocytosu, pfi které se uvolnuje acetylcholin do synaptické stérbiny.
Acetylcholin poté prostupuje ke svym receptorim. Kdyz se na pfisluSny receptor
navazi dvé molekuly acetylcholinu, tak dojde ke konformacni zméné, dojde
k otevieni transmembranového kanalku receptoru a kationty mohou proudit skrz
membranu, znazornéno na obr. 4. Vstoupeni sodnych ionti vyvold depolarizaci
svalové membrany a vznika ploténkovy potencidl. Ploténkovy potencial
depolarizuje okolni svalovou membranu a vznika akéni potencial, ktery vyvolava
kontrakci.

Kdyz se kanal uzavird, acetylcholin je uvoliiovan a je hydrolyzovdn enzymem

acetylcholinesterazou, ktera katalyzuje reakci popsanou v rovnici 2. 2.
Acetylcholin + H20 — acetat + cholin (2.2)

Acetylcholinesteraza je ve velkém mnozstvi pfitomna v bazalni laminé
synaptického prostoru.

Cholin je pak za pomoci aktivniho transportu recyklovan do nervového zakonceni a
muze byt znovu pouzit pro syntézu acetylcholinu. [18, 19]

ACh neni navazan: Navazany 2 molekuly ACh:
Kanérl je uzavien Kanal je otevieny

T w

O«

Obrazek 4: Zména konformace receptoru po navazani dvou molekul Ach. [20]
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Receptory jsou dvojiho druhu, nikotinové a muskarinové (oznacené podle aktivujiciho
ucinku pfislusSnych alkaloidi). Nikotinovy receptor je v nervosvalové ploténce a
v sympatickych gangliich. Je slozen z péti podjednotek a obsahuje dvé vazebna mista pro
acetylcholin. Kanaly, které se oteviou pro sodné a draselné kationty jsou otevieny na velmi
kratkou dobu (1-2 ms), takze se tento receptor fadi mezi velmi rychle reagujici. Muskarinovy
receptor je v mozkovych burikach i v perifernim nervstvu a pracuje o dost pomaleji, ma
dlouhou dobu latence (100 ms) a jeho ucinek trva 300-500 ms. Muskarinovy receptor se
odlisuje od nikotinového i1 svou stavbou. Je tvofen bilkovinnym fetézcem, ktery se
vV meandrovitém uspotadani proplétd membranou neuronu, spolupracuje s G-proteiny a tvofi
tzv. druhého posla (zélezi na typu receptoru cAMP nebo IP3), vysledkem je pak zména
koncentrace vapenatého kationtu. Jak nikotinovy, tak i muskarinovy receptor mizZe byt
blokovan, aktivovan ¢i naopak tlumen rtznymi endogennimi a cizorodymi latkami.
Nikotinovy receptor je inhibovan sukcinylcholinem a Sipovym jedem D-tubokurarinem,

muskarinovy receptor je citlivy na atropin. [18, 19, 21]

vvvvvv

Z medicinského hlediska je nejdilezitéjsi inhibice acetylcholinesterazy. Alkaloid
fyzostigmin a jemu podobna farmaka tvoii s acetylcholinesterazou kovalentni slouceniny, a ty
témet nelze hydrolyzovat, fyzostigmin se pouziva naptiklad pfi 1é€bé o¢niho glaukomu. Jesté
lepSimi inhibitory tohoto enzymu jsou organické fluorofosfaty, které se napojuji kovalentni
vazbou na hydroxylovou skupinu serinu v enzymové molekule, vazba je tak silna, Ze by v téle
vydrzela i nékolik tydnli, pokud by to organismus piezil. Specifickym antidotem pii otravé
organofosfaty jsou reaktivatory acetylcholinesterazy a lze vyuZit i atropin, ktery stimuluje
sympatikus, protoze pii otravé organofosfaty je charakteristické, Ze je trvale drazdén

parasympatikus, to ma za nasledek ochrnuti dychaciho svalstva. [18, 20]
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2.4 Butyrylcholinesteraza

Butyrylcholinesteraza (BChE) byla studovana od 40. let 20. stoleti. Pocate¢ni prace zjistila,
ze existuji dva druhy cholinesterdzy a Ze pouze acetylcholinesteraza mé rozhodujici roli
Vv pienosu nervovych impulst. [22] Zavedeni sukcinylcholinu jako svalového relaxanta v 50.
letech pfineslo poznani, ze né¢ktefi lidé maji dédicnou formu BChE, ktera neni schopna
hydrolyzovat sukcinylcholin. Kromé toho bylo zjisténo, ze néktefi jedinci nemaji vibec
zadnou aktivni BChE a Ze i pfes uplnou absenci BChE jsou jedinci zdravi. Tato informace
vedla k myslence, Ze BChE nema zadnou fyziologickou funkci, a proto si nezaslouzi studium.
[23] Védecka literatura do roku 1990 je na téma BChE fidka. K dramatickému nartstu zajmu
0 BChE doslo poté, co Clarence Broomfield z Ustavu chemické obrany Aberdeen Proving
Ground, provedl zasadni experiment. Ukazal, Ze opice pfedem oSetiené BChE jsou chranény
pted toxicitou nervovych latek. Jeho vysledky byly potvrzeny i u jinych zivocisnych druh.
Uzasné vysledky piesvédgily predstavitele Pentagonu, Ze je k dispozici 1é¢ivo pro toxicitu
nervovych latek. Zvirata bezpecné toleruji davky BChE, které piekracuji endogenni hladiny
tisickrat. [24] Absence kritické fyziologické funkce pro BChE je vyhoda, protoze piebytek
BChE neovliviiuje zadnou funkci. V soucasné dob¢ vyviji n€kolik laboratoii metody dodavani
lidského BChE v dlouhodobych formulacich, jako jsou nanocastice nebo adenovirus. [25]
Vize, jak pouzivat BChE pro jiné zdravotni problémy, se rozsitila o 1é¢bu zavislosti na
kokainu. [26] Pouziti BChE k 1é¢bé kokainové toxicity ma vSak hlavni omezeni. Klinické
pouziti BChE zavisi na zakladnich védeckych informacich o proteinu BChE, k némuz
prispélo mnoho védct po celé desetileti. K dispozici je vynikajici hloubkovy piehled tlohy
BChE v neurotransmisi. [27] Dalsi recenze diskutuji o BChE jako o biomarkeru expozice

organofosfatll a poukazuji na dalsi potencialni bioscavengery. [28]

2.4.1 Genova podstata

Butyrylcholinesterdza patfi do rodiny serinovych hydrolaz definovanych jako
enzymy, jejichz aktivni stranka zahrnuje serin. Katalyza pomoci BChE vyzaduje funkéni
katalytickou trojici: Ser 198, Glu 325 a His 438. [29] Gen BChE je umistén na dlouhém
rameni chromozomu 3. Neexistuji zadné alternativné sestiizené formy lidské BChE.
Rozpustna globularni tetramericka BChE v plazmé¢ je stejna jako formy vazané na membranu

ve svalu a mozku a jsou kédovany stejnou BChE mRNA. [30]
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2.4.2 Struktura

Krystalova struktura lidského BChE monomeru byla vyfeSena pro rekombinantni formu
BChE, ktera byla zkracena na C-konci o 40 aminokyselin v tetrameriza¢ni doméné. Krome
toho byl rekombinantni protein BChE mutovan, aby se snizil pocet asparaginem vazanych
glykant z 9 na 4. [31] Nativni BChE tetramer nebyl od roku 2014 krystalizovan, ale model
byl vytvofen tymem z University of Kentucky. Na obr. 5 je zndzornén pohled shora na
tetramer BChE ukazujici ¢tyfi identické podjednotky (kazda 85 kDa), které spolu navzajem
interaguji prostiednictvim svazku se ¢tyfmi spiraly na koncich C. Peptid bohaty na polyprolin
lezi ve stiedu svazku Ctyt Sroubovice. Svazek Ctyt Sroubovice je doménou tetramerizace. Na
obr. 6 je zobrazen bo¢ni pohled na modelovany tetramer BChE ukazujici ¢tythelixovy svazek
vy¢nivajici z globule. [32] Peptid bohaty na polyprolin ve stiedu svazku se Ctyimi
spirdlovymi vazbami je vazan vodikem na tfi zbytky tryptofanu a na tfi dal$i hydrofobni

zbytky, vSechny na stejné strané amfifilniho helixu. [33]

Obrazek 5: Pohled shora na tetramer BChE s polyprolinem ve stredu. [32]
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tetramerizacni

Obrdzek 6: Bocni pohled na tetramer BChE. CtyFi identické podjednotky se sestavuji do tetrameru prostiednictvim interakce
polyprolinového peptidu s BChE tetramerizacni doménou na C-konci. [32]

2.4.3 Distribuce butyrylcholinesterazy v lidskych tkanich

Nazvy sérova cholinesteraza a plazmaticka cholinesteraza naznacuji, ze BChE je pfitomna
vyhradné v krvi. Tato jména jsou vSak zavadéjici. Mnoho tkani kromé plazmy a séra obsahuje
BChE. Studie v Indii analyzovala aktivitu BChE v pitevnich tkanich dvou dospélych muzi,
Z nichz jeden zemfel pfi nehod¢ a druhy povésenim. Tkané byly odebrany do 10 hodin od

smrti. Pro srovnani byla kazda tkan testovana také na aktivitu AChE. [34]

Tabulka 1 srovnava obsah enzymti BChE a AChE v dospélych lidskych tkanich. Dle
vysledku patrnych v tabulce 1 je mozné odhadnout, Ze lidské télo obsahuje celkem 58 mg
BChE a 4,34 mg AChE. Dospély ¢loveék ma tedy 10krat vice BCHE nez AChE. Kazda tkan
ma oba enzymy. Nejbohatsim zdrojem enzymu BChE jsou plazma a jatra nasledovana kuzi a
svaly nohou. NejbohatS$im zdrojem enzymu AChE jsou svaly nohou, kuize a mozek. [35]
Laboratorni postup Northern blot ukazal, ze nejhojnéjsi lidska BChE mRNA byla v jatrech,
plicich, mozku a srdci, coz je vysledek konzistentni s relativnim obsahem enzymu BChE
v jatrech, plicich a mozku. Zda se vSak, Ze srdce ma vice mRNA BChE, nez by se ocekavalo
od nizkého obsahu enzymu BChE vtabulce 1. Lidskdi AChE mRNA byla nejhojné&jsi
Vv kosternim svalu, coz odpovida relativné vysokému obsahu enzymu AChE ve svalech nohou.
Mozek mél 4krat mensi AChE mRNA nez kosterni sval. Nejniz$i hladiny AChE mRNA byly
Vv placenté, ledvinach a pankreatu. [36]
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Tabulka 1: Distribuce enzymii BChE a AChE v dospélém lidském téle. [34, 35, 36]

Plazma 16 0,003
Jatra 13 0,10
Kuaze 7 0,77

Svaly nohou 6 2,3
Tenké stfevo 4 0,14
Plice 3 0,06
Mozkova kura 3 0,46

Zaludek 18 0,05

Slezina 1 0,05

Ledviny 1 0,02

Mozecek 0,8 0,25
Srdce 0,6 0,06
Prodlouzena micha 0,085 0,08
Stitn4 zl4za 0,0085 0,002
Celkem 58 4,34

2.4.4 Funkce butyrylcholinesterazy

Obecné se uznava, ze BChE hraje roli pii detoxikaci jedd, které jsou pozivany nebo
vdechovany. Fyzostigmin puchyinatce jedovatého a kokain v listech rostliny koky jsou
piirozen¢ se vyskytujici toxické latky, které jsou hydrolyzovany BChE na neaktivni produkty.
Estery organofosforu véetné nervovych ¢inidel, pesticidii a neurotoxické anticholinesterazy
zvané anatoxin produkované modro-zelenymi fasami Anabaena jsou zachyceny a niCeny
pomoci BChE. [37] Jiné piirozené se vyskytujici organofosforové estery produkované
bakteriemi Streptomyces a motskou houbou Ulosa byly identifikovany jako inhibitory AChE,
a proto pravdépodobné také inhibuji BChE, i kdyz inhibice BChE nebyla testovana. [38, 39]
Aspirin je hydrolyzovan pomoci BChE na kyselinu salicylovou. Heroin je diester, ktery se
pfeménuje na morfin pisobenim BChE. Bambuterol je prekurzorové lé¢ivo, které je pomoci

BChE pifeménéno na aktivni antiastmatické 1é¢ivo terbutalin. [40]

Na laboratornich mysich probé¢hla studie, kterou byla dokazana schopnost BChE zastoupit
AChE v krizovych situacich pii hydrolyze acetylcholinu. Za normalnich podminek BChE
nijak nepftispiva k hydrolyze acetylcholinu. [34]
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Oktanoyl ghrelin je peptid 28 aminokyselin esterifikovany na Ser 3 na kyselinu oktanovou.
Je zodpovédny za apetit a podporuje zvySovani hmotnosti tlumenim katabolismu tuka. Lidska
BChE hydrolyzuje tento peptid, a tudiz se pfedpoklada, ze nedostatek BChE je spojeno se

snizenym tukovym katabolismem. [41]

2.4.5 Potencialni terapeutické pouziti lidské BChE pro intoxikaci

kokainem a zavislost na kokainu

Kokain je metabolizovan na neaktivni produkty piasobenim lidské BChE. [42]
Predpokladalo se, ze BChE se zlepSenou aktivitou kokainové hydrolazy by mohlo byt
terapeuticky uzitecné pro lécbu kokainové toxicity, a dokonce i zdvislosti na kokainu u lidi.
Simulace molekularni dynamiky byly pouZity k navrhu 5 mutaci aminokyselin v aktivnhim
mist¢ BChE, které zvySily katalytickou 0G¢innost viéi kokainu 1800krat ve srovnani
s piirozenym typem BChE. [43] Mutovana BChE je tak Uc¢inna, Ze ziskala nazev kokainova
hydroldza (CocH). CocH by se mohl stat velmi dulezitym IéCivem pro prevenci relapsu
uzivani drog. Studie na potkanech ukazaly, Ze CocH genovy pienos potlacil opétovné
navazani chovani pii hledani kokainu po dobu nejméné Sesti mésict. [44] CocH niéi 1ék diive,
nez se dostane do mozku, ¢imz blokuje prospésné ucinky kokainu. Lidska BChE pro 1écbu
zneuzivani kokainu je tedy na dobré cestd stat se lékem schvalenym Utadem pro kontrolu

potravin a 1é¢iv. [45]
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2.5 Acetylcholinesteraza

Hlavni biologickou ulohou acetylcholinesterdazy je ukonceni pienosu impulsti na
cholinergnich synapsich rychlou hydrolyzou neurotransmiteru, acetylcholinu. [46] V souladu
s timto pozadavkem ma AChE pozoruhodné vysokou specifickou aktivitu, ktera pracuje
rychlosti, kterd se blizi rychlosti difuzné regulované reakce. Silnd akutni toxicita
organofosforovych jedl je zplsobena predevsim skutecnosti, Ze jsou silnymi ireverzibilnimi
inhibitory AChE a vytvareji kovalentni vazbu se serinovym zbytkem v aktivnim misté. [47]
AChE inhibitory se pouzivaji pii 1é€bé raznych neuromuskularnich poruch a poskytly prvni
generaci 1éCiv pro 1é¢bu Alzheimerovy choroby (AD). [48] Znalost 3D struktury AChE je
proto nezbytna pro pochopeni jeji pozoruhodné katalytické ucinnosti, pro racionalni névrh
1é¢iv a pro vyvoj terapeutickych pfistupti k intoxikaci OP. Strukturalni informace o Ach-
vazebném mist¢ AChE nam mohou pomoci pochopit molekuldrni zaklad pro rozpoznavani

Ach jinymi proteiny vazajicimi Ach, jako jsou muskarinové a nikotinové Ach receptory. [49]

2.5.1 Struktura

Acetylcholinesteraza je vyjadiena jako repertoar molekularnich forem liSicich se
Vv kvartérni struktufe a zptsobu ukotveni, jehoz vzorec se 1isi od tkané k tkéni, a miize odrazet
prostorové a Casové pozadavky jednotlivych synapsi. [50] Tento strukturalni polymorfismus
vychézi z alternativniho sestfihu na C-konci, ktery usnadituje spojeni se strukturadlnimi
proteiny. Varianta ve tvaru T (AChET) je jedinou formou exprimovanou v mozku a ve
svalech normalnich dospélych savct, kterd vytvaii monomery, dimery a tetramery, jakoZ i
hetero-oligomery s kolagenovym a hydrofobnim sledem. [51] Funkéni druhy AChE na
cholinergnich synapsich obratlovci jsou tvofeny ¢tyfmi podjednotkami AChET asociovanymi
bud’ skolagennim proteinem ColQ, nebo s transmembranovym prolinem, bohatym
membranovym kotevnim proteinem (PriMA). Tyto heteroligomerni formy AchET a
homologické druhy butyrylcholinesterazy jsou jedineéné struktury. [52] U druht
kolagenovych jsou jeden, dva nebo tfi AChET tetramery pfipojeny ke tfem kolagenovym
vlaknim. Kazdy takovy hetero-tetramer je asymetricky, tj. dvé AChE podjednotky jsou
disulfidové vazany prostiednictvim svych C-koncovych Cys zbytkili, zatimco odpovidajici
Cys zbytek dalsich dvou podjednotek vytvari disulfidové vazby s kolagenovym vlaknem. [53]
Nicméné¢ kvartérni struktura je udrzovédna, i kdyz jsou sniZzeny vSechny mezifetézcové
disulfidy a katalytické a strukturdlni podjednotky jsou stale spojovany, kdyz jsou mutovany
prislusné zbytky Cys v AChE nebo ColQ; tyto disulfidy tedy nejsou nutné k udrZzovani
kvartérni struktury. [54]
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2.6 Neuropsychické choroby
2.6.1 Myasthenia gravis

Onemocnéni, které je charakterizované opakujici svalovou slabosti, postizeny jsou
predevsim ty svaly, které jsou ovladané mozkovymi nervy. Vyrazné zlepSeni poskytuji léky,
které¢ inhibuji acetylcholinesterazu. Pfi tomto onemocnéni se vytvaii autoprotilatky proti
acetylcholinovému receptoru, tim dochazi k redukci jejich poctu. [55] Elektromyografie
ukézala, ze hlavni problém je na motorické ploténce. Je tedy prokdzano, ze se uvoliuje
normalni mnoZstvi acetylcholinu, ale je vyrazné snizeno mnoZstvi receptortt ve svalech. Rada
studii se domniva, Ze patogeneze je zhorSena poruchou imunitniho systému, jelikoz fada
pacientl se potyka s hypoplazii v brzliku nebo s nadory brzliku. Kolem 10 % pacientii ma i

jiné autoimunitni onemocnéni. [56]

Inhibice acetylcholinesterazy vede ke zvySeni koncentrace acetylcholinu na motorické
ploténce a prodluzuje jeho ucinek. Inhibitory jsou hlavnim [é¢ebnym prostfedkem myasthenie
gravis. Existuji dva typy inhibitort, reverzibilni a ireverzibilni. Reverzibilni mohou puisobit
kratkodobé i dlouhodobég, kratkodobé jsou vhodné pro diagnostiku jako napftiklad
edrophonium (Tensilon), po jehoZ podani by mél pacient s myasthenia gravis pocitit zlepSeni
svalové sily. Pyridostigmin a neostigmin puasobi dlouhodobé a jsou vyuzivany k 1é¢be
onemocnéni. [57] Vhodnou 1éébou muze byt i potlaceni nadmérné imunitni odpovédi za
pomoci kortikosteroidl ¢i cytotoxickych imunosupresiv jako je napf. azathioprin. Pfiznivé
muze pusobit i thymektomie, coZ je operativni odejmuti brzliku. Autoprotilatky lze sniZit

docasné plazmaferézou. [58]

2.6.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je degenerativni porucha CNS se zavaznymi nasledky: je postizeno
az 20 % vsech jedincu starSich 80 let. Ve vyspélych zemich je Alzheimerova choroba ¢tvrtou
hlavni pfi¢inou umrti po srde¢nich chorobach, rakovingé a cévni mozkové piihodé. Tato
nemoc predstavuje velky vefejny problém, a to jak kvili poctu postizenych osob, tak kvuli

zavaznosti doprovodnych postiZeni. [59]

V soucasné dob€ neni znamo, Ze by farmakologicka ¢inidla byla G¢inna pii 1écbé tohoto
onemocnéni. SniZzeny pocet cholinergnich neuronil v bazalnich ptednich mozkovych jadrech a
snizené hladiny cholinacetyltransferazy u pacientid s Alzheimerovou chorobou vsak zvysuje
moznost, ze alesponi nékterd z poruch pozorovanych u postizenych pacientli by mohla byt
dusledkem ztraty cholinergni aktivity. [60]
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Pravdépodobny vyznam cholinergniho deficitu  je podporovan také
psychofarmakologickymi studiemi. Anticholinergni 1€ky zhorSuji pamét’ u osob, které netrpi
demenci, a zpusobuji piiznaky podobné¢ tém, které se vyskytuji v ranych stadiich

Alzheimerovy choroby. [61]

V disledku toho byla pro 1écbu navrzena 1éciva, kterd zvySuji cholinergni aktivitu u
Cloveéka. Jednim pfistupem je inhibice acetylcholinesterazy, ktera vSak nepiimo vede
k muskarinickym a nikotinovym u¢inkiim. Fyzostigmin, nejjednodussi dostupny 1€k tohoto
typu, je navic velmi kratkodobé ptisobici (minuty). Bylo vSak prokazano, ze zptisobuje urcité

zlepSeni paméti u pacientd s timto onemocnénim. [62]

Rozsah zlepsSeni uzce souvisel se stupném inhibice AChE, méfenym v mozkomi$nim
moku, a tedy s mnozstvim fyzostigminu dosahujiciho CNS. Biologicka dostupnost oralné

podaného fyzostigminu je vSak nepfedvidatelna, coz ztéZuje manipulaci s timto 1é€ivem na

Klinice. [63]

Dals$i inhibitor acetylcholinesterazy, takrin (1,2,3,4-tetrahydro-9-9 aminoakridin, THA),
zpisobil vyznamné zlepSeni u pacientli, pokud byl podavan v primérmném obdobi 12,6
mesict. Tato zjisténi vSak nebyla obecné akceptovana a nyni probiha né€kolik vétSich studii

s takrinem u pacientti s Alzheimerovou chorobou. [64]

Existence acetylcholinesterdzy v riznych molekuldrnich formach je dobie prokazéana.
Polymorfni enzym mitize byt klasifikovan na zékladé¢ charakteristik rozpustnosti a
sedimentacnich rychlosti stanovenych centrifugaci v gradientech hustoty sacharozy. Tyto
formy jsou rozdéleny podle globularni formy sestavajici z monomernich (G1), dimerovych,
(G2) a tetramerovych (G4) struktur. Ackoli vyznam riznych molekulérnich forem neni dosud
jasny, piedpoklada se, ze jejich distribuce ve tkani odrazi specifické fyziologické funkce. [65]
V lidském mozku se celkové hladiny AChE a distribuce molekulérnich forem lisi v riznych
oblastech. Nejhojnéjsi formou nalezenou v mozku je tetramericka G4. Tato forma je funkéné
dilezita pro degradaci Ach na cholinergnich synapsich, ale dalSi navrhované fyziologické

funkce AChE v CNS jsou pravdépodobné zprostiedkovany prostiednictvim G4 AChE.

V men$im mnozstvi je pfitomna i monomerni G1 v lidském mozku. [66]

.....

a hippocampu, zatimco nebyla nalezena Zadnd zména nebo mensi pokles formy G1. To mé za

nasledek zvySeni poméru enzymové aktivity Gl / G4, coz je v literatuie dobte

zdokumentovano. V experimentech byl studovan vliv riznych inhibitorti acetylcholinesterazy
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(AChE-I) na G1 a G4 formy AChE izolované z mozkové tkan¢ post mortem od pacientil

s Alzheimerem. [67]
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2.7 Kinetika neinhibovanych a inhibovanych reakci
katalyzovanych cholinesterazami

2.7.1 Hydrolyza acetylcholinu

Hydrolyza acetylcholinu pomoci cholinesteraz je popsana reakci v rovnici 2. 3.

Kk, k,
E+S - ES - E+P1+P2 (2.3)
k-1

E je enzym (BChE nebo AChE), S je substrat (ACh nebo BCh), ES je komplex enzym-
substrat, ktery spada do produktd hydrolyzy P1 a P2 (cholin) a (kys. octova). Z obecného
reakéniho schématu je odvozena rovnice Michaelis — Mentenove popisujici pokles S nebo

produkci P v ¢ase. [68]

2.7.2 Rovnice Michaelise-Mentenové

Koncentrace substratu, pfi niz reakce probihd polovinou maximalni rychlosti, se nazyva
Michaelisova konstanta (Km). Experimentalné muize byt stanovena vynesenim poméru
rychlosti neinhibované reakce v a rychlosti inhibované reakce vi na koncentraci substratu [S].

Km ma rozmér molarni (latkové) koncentrace.

Jestlize je [S] piiblizné rovna K, rychlost v reaguje velmi citlivé na zmény [S] a reakce
s enzymem probihd piesné polovinou maximalni rychlosti Vmax. Ve skuteCnosti pftislusi
vétsingé enzymi hodnota K odpovidajici piiblizné fyziologické koncentraci jejich substratu.
[69]

Chovani mnoha enzymil pii zméné koncentrace substratu popisuje rovnice, kterou odvodili

Michaelis a Mentenova:

V= Vinax [S] (2 4)

Ky +IS]

Zavislost pocatecni rychlosti enzymové katalyzované reakce na [S] a Km vysvétluje

nasledujici rozbor rovnice 2. 4.

1) [S] je mnohem mensi nezZ Km

Hodnota [S] ovliviiuje hodnotu souctu ve jmenovateli jen velmi malo, takZe miZze byt
zanedbana. Mezna rychlost reakce Vmax @ Km jsou konstanty, za jejichz pomér mize byt

dosazena nova konstanta K, coz je popsano v rovnici 2. 5.
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—_ VmaX[S] - ~ VmaX[S] ~ VmaX ~
T KptS] Km K [S] - K[S] (2.5)

kde symbol ~ znamena ,,je pfiblizn¢ rovno®. Tedy, je-li koncentrace substratu mensi nez
jaka je tfeba pro dosazeni polovi¢ni maximalni rychlosti (hodnoty Km), zavisi pocate¢ni

rychlost na koncentraci substratu [S].

2) [S] je mnohem vétsi nez Km
V tomto piipadé¢ mize byt zanedbana Km, jejiz piispévek ovliviiuje hodnotu jmenovatele

jen velmi malo.

_ VinaxlS] . VaaxlSI _
~ Yl 25~ Vimex (2. 6)

Znamena to, ze je-li koncentrace substratu [S] mnohem vétsi nez Km, je pocatecni rychlost

v rovna maximalni rychlosti Vmax, znazornéno v rovnici 2. 6.

3) [S] je rovno Kn

=Vmax[S] - — Vmax[S] — Vmax[S] —_ Vmax
Km+S] ’ [SI+IS] 21 2

(2.7

Je-li koncentrace substratu rovna Km, je po¢ate¢ni rychlost v polovina maximalni rychlosti.
Tento vztah také ukazuje zpusob stanoveni Km, tedy experimentalni stanoveni koncentrace
substratu, pfi niZ je po¢atecni rychlost reakce polovinou maximalni rychlosti, jak je zobrazeno

VvV rovnici 2. 7.

Mnohé enzymy neposkytuji saturaéni kiivku, ktera by dovolovala urceni Vmax a tedy i Km
zgrafu zavislosti vna [S]. Je proto vyhodné upravit rovnici Michaelise-Mentenové, Viz
rovnice 2. 8.

K 1 1
Vmax [S] Vmax

- (2.8)
Rovnice 2. 9 je rovnici pfimky.

Y =aXx+b
(2.9)

Vypocet x a y popisuje rovnice 2. 10.

1 1
y=; a x= E (2 10)
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Vyneseme-li do grafu y, v zavislosti na x, potom tsecka b na ose y odpovida 1/Vmax a
smérnice piimky a odpovida Km/Vmax, Zapornd usecka na ose x muze byt stanovena

poloZenim y = 0. Potom je vypocet X zobrazen v rovnici 2. 11.
X=-o=— (2.11)

Protoze [S] je V jednotkdch (mol/l), mé i Km rozmér mol na litr. Rychlost v mize byt

vyjadiena v jakychkoliv jednotkach, nebot’ Km nezavisi na enzymu. [18, 19]

2.7.3 Kompetitivni a nekompetitivni inhibice
Inhibitory enzymové aktivity obvykle rozliSujeme podle toho, zda inhibice je ¢i neni
snizena zvy$enim koncentrace substratu. Rada inhibitorci oviem nema idealizované vlastnosti

odpovidajici ¢isté kompetitivni ¢i nekompetitivni inhibici. [70]

2.7.3.1 Kompetitivni inhibitory

Klasicka kompetitivni inhibice nastava ve vazebném misté na enzymu. Inhibitor je svoji
strukturou ¢asto podobny struktute substratu, tim padem inhibitor a substrat soutézi o vazebné
misto na enzymu. Pokud je inhibitor v dostatecném mnozstvi, tak substrat vytésni a vytvori
s enzymem komplex enzym-inhibitor na misto komplexu enzym-substrat, jak je znazornéno

VvV rovnici 2. 12.

y El (neaktivni) —y— E + P
E

??\* ES (aktivni) —— = E +p 012

Rychlost tvorby produktd, kterd se obvykle méfi, je zavisla na koncentraci komplexu
enzym-substrat ES. Jestlize se inhibitor I vaze na enzym pevné, tak je hodnota inhibi¢ni
konstanty Ki mala, coz je vlastné disocia¢ni konstanta komplexu enzym-inhibitor, takze zbyva
malo volného enzymu E pro vazbu se substratem S, tedy pro tvorbu komplexu ES, tim padem
i pro tvorbu produktii. Stejnd koncentrace méné pevné vazaného inhibitoru s vétsi hodnotou
Ki reakéni rychlost tolik nesnizi. Jestlize pfidame pii dané koncentraci I vice substratu S, 1ze
vytésnit inhibitor Z vazebného mista a tim inhibici potlacit. Pii dostatecné vysoké koncentraci
S bude koncentrace EI zanedbatelné mala a rychlost reakce bude stejnd jako v nepfitomnosti

inhibitoru. [18, 71]
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2.7.3.2 Reverzibilni (vratné) nekompetitivni inhibitory

V tomto pifipad¢ nenastava soutéz mezi S a I, jelikoz inhibitor se svoji chemickou
strukturou jen velmi malo podoba struktufe substratu a také se obvykle vaze na jiné vazebné
misto enzymu. Reversibilni nekompetitivni inhibitory snizuji maximalni rychlost dosazitelnou
pfi daném mnozstvi enzymu (snizuji Vmax), obvykle vSak neovliviluji Km. Protoze se I a
S kombinuji s riznymi misty enzymu, mize vznikat jak komplex EI, tak i komplex
enzym-inhibitor-substrat EIS. Protoze se komplex EIS mize rozkladat za vzniku produktu

pomaleji nez ES, mtize se reakce zpomalit, ale nikoliv zastavit, viz rovnice 2. 13. [73, 74]

El

N
1o

E ES —E+P

N

s

J
E+P (2. 13)

2.7.3.3 Ireverzibilni (nevratné) inhibitory

Pfi této inhibici dochazi ke kovalentni modifikaci enzymu, kovalentné navazany inhibitor
nelze z vazby na enzym odstranit, pokud nedojde k velmi v€asnému podani reaktivatoru jako
je napft. pralidoxim, obidoxim apod. pifi otravé organofosfaty. DalSim piikladem je tada
,.enzymovych jedd, jakymi jsou napf. jodacetamid, ionty tézkych kovii (Ag*, Hg?"), oxida¢ni
¢inidla. ProtoZe tyto inhibitory nemaji Zadnou strukturni podobnost se substratem, neni tato
inhibice obecné zmirfiovana zvySenim koncentrace substratu. Pfitomnost jednoho ¢i vice
substrati nebo produkti ovSem mize chrénit enzym pted inaktivaci. Reverzibilni a

ireverzibilni nekompetitivni inhibice maji podobnou kinetiku. [75]

2.7.4 Inhibitory cholinesteraz
2.7.4.1 Takrin

Takrin je dobfe znamy 1€k, diive pouzivany k 1é¢bé Alzheimerovy choroby, ktery inhibuje
cholinesterazu, tim zvySuje koncentraci acetylcholinu v mozku. Piedpoklada se, ze toto
zvyseni je odpovédné za zlepSeni paméti pii pouziti takrinu. Takrin je navic velmi G¢inny pfi
inhibici plazmatické BChE. Takrin pusobi jako nekompetitivni reverzibilni inhibitor
cholinesteraz, to znamena, Ze se zvysujici se koncentraci takrinu klesd Vmax. K ukonceni jeho
pouzivani vedla piedev§im jeho vysoka hepatotoxicita. Takrin se oznacoval napiiklad

obchodnim nazvem Cognex®. [76, 77]
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2.7.4.2 Galantamin

Galantamin je reverzibilni inhibitor acetylcholinesterazy. Je také alosterickym
modulatorem v mistech nikotinovych cholinergnich receptori, coz potencuje cholinergni
nikotinovou neurotransmisi. Pouzivd se pii 1écbé Alzheimerovy choroby, riznych
neuromuskuldrnich poruch a ke sniZzeni svalové relaxace vyvolané kompetitivnimi

neuromuskularnimi blokatory. Obchodnim nazvem muize byt oznacovan jako Razadyn®. [78]

2.7.4.3 Donepezil

Donepezil hydrochlorid je inhibitor AChE, u kterého se prokazalo, ze je ucinny pii
zmirfiovani kognitivnich poruch u pacienti s Alzheimerovou chorobou a je Siroce
predepisovan pro 1écbu tohoto onemocnéni. Donepezil pisobi jako nekompetitivni

reversibilni inhibitor. [79]
2.7.4.4 Rivastigmin

Rivastigmin, karbamatovy inhibitor acetylcholinesterazy, se pouziva k 1é¢bé Alzheimerovy
choroby pod obchodnim nazvem Exelon®. Jeho inhibi¢ni vlastnosti byly také prokazané pro
butyrylcholinesterdzu. Vlastnim mechanismem uc¢inku je tzv. pseudoireverzibilni inhibice
cholinesteraz. Dojde tak k zablokovani enzymu odbouravajicich acetylcholin a ke zvyseni
po¢tu molekul tohoto neuromediatoru. Rivastigmin uGc¢inkuje selektivné v hippocampu a
neokortexu, tedy oblastech mozku, které jsou pii Alzheimerové demenci nejvice postizeny.

Tato vlastnost vyplyva z pfednostni inhibice G1 izoformy acetylcholinesterazy. [80]

2.8 Stanoveni aktivity cholinesteraz analytickymi metodami

2.8.1 Warburgovo manometrické stanoveni
Princip manometrického stanoveni je zaloZen na méfeni oxidu uhli¢itého uvolnéného

Z hydrogenuhli¢itanového pufru. Takovy pufr se rozlozi kyselinou octovou, kterd se uvolni

hydrolyzou ACh. [7]

Manometrickd metoda patii mezi nejranéjSi metody stanoveni cholinesterdz. Lindstrom-
Lang a Glick predstavili Warburgovu manometrickou metodu, kterd vyZadovala znacné
mnozstvi tkdnového homogendtu a omezila vybér média na pufr obsahujici vodik a uhlik.
Modifikaci bylo mozné stanovit aktivitu cholinesteraz v Case. Pozdéji Augustinsson a
kolegové predstavili modifikaci Warburgovy metody, pti které bylo vyuzito vysusSeného
vzorku krve na filtratnim papiru, ktery byl dale detekovan pfistrojem pro manometrické

mefeni. Warburgovo manometrické méteni dokéze identifikovat relativné nizkou aktivitu
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cholinesteraz ve vSech tkanich, ale nevyhodou je omezeny vybér pufrii a nemoznost ménit pH

béhem méfeni. [7, 81]

2.8.2 Spektrofotometrické stanoveni

Fotometrické stanoveni aktivity cholinesteraz je zalozeno na produktu chemické reakce,
ktery je schopen interferovat se svétlem specifické vinové délky. Nejpouzivané;jsi
spektrofotometrickou metodou je metoda dle Ellmana, kterd pouzivé jako substrat estery
thiocholinu, acetylthiocholin pro AChE a butyrylthiocholin pro BChE. Thiocholin uvolnény
béhem enzymatické reakce (viz obr. 7) reaguje s Ellmanovym ¢inidlem, systematicky nazev
kyselina 5,5° — dithiobis-2-nitrobenzoova (DTNB) (viz obr. 8) a vznika 3-karboxy-4-

nitrothiolatovy anion, ktery ma silnou absorpci pii 412 nm (viz obr. 9). [7, 82]

-+
\‘N "A\-/S Y acetylcholinesterasa YO
SN -
0 0
acetylthiocholin kyselina octova
=+
+ S
e
N/‘\.\/
PN
thiocholin

Obrazek 7: Stépent acetylthiocholinu na kys. Octovou a thiocholin [83]

02N NO2
-t /‘\/8_ + HOT(\G\ /@H/OH
/N\ S—8
o] 0

thiocholin DTNB

Obrdzek 8: Stépeni DTNB a vznik chromoforu [83]
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NO, NO,

0] (0]

Obrazek 9: Prechod chromoforu na formu, ktera se dale fotometricky stanovuje [83]

2.8.3 Potenciometrické metody
Tyto metody vyuZzivaji rozklad acetylcholinu na kyselinu octovou a cholin. Aktivita
enzymu je ur¢ena hodnotou pH v reakéni nadobé. Dnes jsou potenciometrické metody

zaloZeny na acetylcholin/butyrylcholin selektivnich elektrodach a pH senzorech. [84]

2.8.4 HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim detektorem je velmi
ucinny nastroj predevsim pro screening AChE inhibitorti. Tyto metody také mohou velmi
rychle pomoci pfi zjiStovani kinetickych a termodynamickych konstant. Ve screeningovych
testech pro identifikaci novych ligandli se pouziva napiiklad metoda AChEICER, coz je
kapilarni enzymovy reaktor s acetylcholinesterazou pro screening a charakterizaci
selektivnich inhibitorG. Vyuzivd se imobilizované AChE zpauhofe elektrického
(Electrophorus electricus) a kapilary vytvoiené z oxidu kiemicitého. Jako substrat se pouziva

acetylthiocholin a jako referenéni inhibitory galantamin a takrin. [85, 86]

2.8.5 Fluorometrické metody

Jedna z nejnovéjsich fluorescenénich metod je zalozena na hydrolyze acetylthiocholinu
molekulami AChE, kdy vznika thiocholin, ktery nasledné reaguje se squarainem. Squarain
patii mezi organicka barviva vykazujici intenzivni fluorescenci, ale pii reakci s thiocholinem
se jeho fluorescence tlumi. V pfitomnosti inhibitoru AChE nedochazi k hydrolyze
acetylthiocholinu a tudiz ani ke vzniku thiocholinu, ktery by reagoval se squarainem, ten

zustava neporuseny a vykazuje fluorescencni signal, ktery koreluje s mnozstvim inhibitoru

AChE. [87]

2.8.6 Radioizotopické metody

Tyto metody patfi mezi nejcitlivéjsi, jsou schopny vyhodnotit i velmi malou aktivitu

enzymu. Jako substrat se pouziva znaceny acetylcholin nebo jiny znaceny substrat pro AChE
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nebo BChE. Vyhodnocuje se bud’ mnozstvi nehydrolyzovaného substratu, nebo mnozstvi

produktu, ktery je diky znaceni substratu také radioizotopové oznacen. [88]

2.8.7 Biosenzory

Biosenzory jsou analyticka zafizeni skladajici se z bioreceptoru a ptevodniku, ktery
poskytuje vystupni signal. Vyhody, diky kterym Casto nahrazuji klasické analytické metody,
enzymového biosenzoru je stabilni pfipojeni enzymu na povrch pracovni elektrody. Tento
proces je fizen riznymi interakcemi mezi enzymem a materialem elektrody a silné ovliviiuje
vykon biosenzoru z hlediska citlivosti, stability, doby odezvy a reprodukovatelnosti. V této
souvislosti je pro spolehlivy biosenzor nezbytny vhodny vybér materidlu elektrody a

imobiliza¢ni chemie. Hlavni pozadavky na vybér materialu elektrody jsou:

e biokompatibilita s enzymem

e stabilita

e piitomnost funk¢nich skupin nezbytnych pro pfipojeni enzymu
e dostatecna citlivost a selektivita pro detekovany druh

e nizké naklady. [89]

Ve vétsing piripadll nativni materidly nespliiuji tyto pozadavky, a proto jsou nutné dalsi
upravy, aby se umoznilo pfipojeni enzymu. Imobiliza¢ni chemie by neméla obsahovat zadna
toxicka nebo denaturacni ¢inidla, ktera by mohla ovlivnit katalytickou aktivitu enzymu. Byly
pouzity ruzné strategie imobilizace schopné pfipojit cholinesterdzy na povrch pracovni

elektrody. [90]

Nejjednodussi a nejméné denaturacni metodou je fyzicka adsorpce. Postup spociva
V jednoduchém ukladani enzymu na material elektrody a pfipojeni enzymu prostfednictvim
slabych vazeb, jako jsou Van der Waalsovy sily a elektrostatické interakce. Tato technika
nezahrnuje zadnou funkcionalizaci elektrodovych materiali nebo kovalentnich vazeb a je
obecné nedestruktivni pro aktivitu enzymu. Biosenzory s adsorbovanym enzymem vsak trpi
Spatnou provozni a skladovaci stabilitou. [91] Tato technika byla pouzita k imobilizaci AChE
na povrch grafitovych jednorazovych elektrod. Aby se zvysila provozni stabilita biosenzoru,
byly elektrody promyty tadou promyvacich pufri obsahujicich NaCl a Tween, které
odstranily povrchové necistoty a piebytek adsorbovaného enzymu. Timto zplisobem jsou

elektrody stabilni ve vakuu cca 50 dni. [92]
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Nejcastéjsim zptisobem imobilizace cholinesteraz je za pomoci kovalentni vazby. Postup
zahrnuje modifikaci pfevodniku sitovacim ¢inidlem (glutaraldehyd nebo karbodimid), které
na nosné strané¢ vazou amino, karboxylové nebo hydroxylové skupiny a na druhé strané

biomolekuly. Postup poskytuje zvySenou stabilitu enzymu, ale je Spatné reprodukovatelny.
[93]
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2.9 Stanoveni aktivity cholinesteraz z plné krve

2.9.1 Workova modifikace Ellmanovy metody

Worek a kolegové modifikovali Ellmanovu metodu pro méteni vzorkt plné krve, ktera
umoziuje selektivni méfeni AChE. Problém Ellmanovy metody je, Ze absorbance anionu
TNB siln¢ interferuje s absorbanci hemoglobinu pii 412 nm, proto se veskeré vzorky musely
fedit. Pokud pouzijeme vinovou délku 436 nm, tak se absorpce hemoglobinu snizi o 25 %,

absorbce TNB je v tomto ptipadé na 80 % jeho maxima. [7]

Aktivita AChE zplné krve se stanovuje v piitomnosti selektivniho inhibitoru BChE
ethopropazinu. Co se ty¢e vinové délky, tak nejlepsi pomér mezi hemoglobinem a TNB byl
nalezen pii 462,5 nm. Lze také stanovit aktivitu BChE podobnym zptusobem, kdy jako
inhibitor AChE se pouzije huperzin A. [94]

Jind modifikace vyuziva znalosti toho, Zze je AChE pfipojena k povrchu erytrocytii
prostiednictvim kotvy fosfatidylinositolu. Toto pfipojeni lze pferusit za pomoci specifické
lipazy C, aniz by to vedlo k lyze erytrocytti. Uvolnéné molekuly AChE se oddéli od zbytku
vzorku centrifugaci. [95]

2.9.2 WRAIR test

Test WRAIR méfi aktivitu cholinesteraz z plné krve v pfitomnosti tii substratt pro AChE a
BChE, které¢ poskytuji nezavislé stanoveni jak AChE, tak BChE aktivit. To je mozné, protoze
kazdy z enzymii ma odliSnou afinitu a citlivost pro kazdy ze svych substratli a protoze
existuje vztah mezi aktivitou a koncentraci enzymu. Test WRAIR pouziva techniku odbéru
krve z prstu nebo maly vzorek krve ze zkumavky s necentrifugovanou krvi. Pokud tedy
stanovujeme aktivitu obou enzymi, vypocitame jejich koncentrace pomoci dvou rovnic se
dvéma nezndmymi proménnymi. Déale mame tii rizné substraty, takZe mame tii sady téchto
dvou rovnic. Koeficienty citlivosti v kazdé rovnici (x a y) pfedstavuji pfispévky, kterymi
AChE a BChE nezavisle pfispivaji k celkové rychlosti hydrolyzy kazdého substratu. Soucasné
feSeni téchto tii sad rovnic poskytuje tfi nezavislé odhady koncentraci AChE a BChE.
Stanovenim stfedni hodnoty a smérodatné odchylky pro tyto nezavisle odvozené hodnoty tedy
poskytuji koncentraci kazdého enzymu AChE a BChE. Jako substraty se pouzivaji
acetylthiocholin jodid (ATChl), propionylthiocholin jodid (PTChl), butyrylthiocholin jodid
(BTChI), mé&fi se pii vinové délce 324 nm, tudiz nedochazi k interferenci s hemoglobinem.
[95-97]
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2.9.3 Mikro pH stat

Tato technika je zaloZena na stanoveni pH. V pH statu je udrzovéano konstantni pH pomoci
vstiikovani kyseliny nebo baze, ¢imz se vyvazuje posun pH od probihajici enzymové reakce.
Z toho lze snadno ziskat reak¢ni rychlost, protoze se rovna rychlosti pfidavani titrantu.
Soucasti elektrochemického pH statu je rotujici platforma se vzorkem, ktery je usazeny
Vv hydrofobnim prstenci, ktery drzi vzorek na misté. Pfidani kyseliny nebo baze umoziiuje
elektrolyza vody na pracovni platinové elektrodé, kterd je zalita ve staciondrnim substratu.
Velikost proudu je fizena skutecnym rozdilem mezi ode¢tem pH v realném case ve vzorku a
pozadovanou hodnotou pH nastavenou v fidicim systému. Tato metoda tedy nevyzaduje
zadné specialni reagence, je vhodna pro biologické vzorky, piedev§im sérum. Vzhledem
k tomu, ze je pH udrzovano elektrickym proudem a dosahuje se téméf 100 % proudové
ucinnosti, tak metoda poskytuje absolutni méfeni a neni tedy nutné kalibrace se standardnimi

roztoky. [98, 99]

2.9.4 Pouziti chromogennich disulfidi

Kyselina 6,6°-dithiodinikotinova (DTNA) poskytuje v reakci s thiocholinem produkt
kyselinu 6-merkaptonikotinovou, kterd ma absorbéni maximum pii vinové délce 340 nm.
Z chromoforu 4,4°-dithiodipyridinu (4-PDS) se po reakci s thiocholinem ziska produkt
4-thiopyridon, jehoz maximalni absorbance je pii vlnové délce 324 nm. Pouziva se také
2,2°-dithiodipyridin (2-PDS) s naslednym produktem 2-thiopyridonem, ktery ma absorbéni
maximum pii 343 nm, ale jeho absorbce je tfikrat nizsi, nez u 4-PDS, tudiZ poskytuje nizsi

citlivost. [100, 101]

Chromogeny DTNA a PDS jsou vhodné pro méfeni z plné krve, nejsou citlivé na svétlo a

nedochazi k interferenci s hemoglobinem. [100, 101]
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Acetylthiocholin jodid (Sigma Aldrich s.r.o., Ceska republika)
o 0,1 M roztok ve fosfatovém pufru (pH 7,4; 0,1 M)
Deiozinovana voda
6,6°-Dithiodinikotinova kyselina— DTNA (Sigma Aldrich s.r.o., Ceska republika)
o 5 mM roztok ve fosfatovém pufru (pH 7,4; 0,1 M)
o 1 mM roztok ve fosfatovém pufru (pH 7,4; 0,1 M)
Fosfatovy pufr (pH 7,4; 0,1 M)
o 11,49 g NazHPO4 bylo rozpusténo v 810 ml destilované vody
o 3,4 g KH2POj4 rozpusténo v 250 ml destilované vody
o roztok KH2PO4 byl pomalu piidavan k Na2HPO4 az do pH 7,4
4,4°-dithiodipyridin — PDS (Sigma Aldrich s.r.o., Ceska republika)
o PDS bylo rozpusténo v destilované vodé¢ s piidavkem etanolu (1% etanol v RS)
a vysledna koncentrace byla 1 mM nebo 5mM
Galantamin hydrobromid (Sigma Aldrich s.r.o0., Ceska republika)
o 0,02 M vodny roztok
Donepezil hydrochlorid (Sigma Aldrich s.r.o., Ceska republika)
o 0,02 M vodny roztok

Erytrocyty od dobrovolnych darci

3.2 Pristroje a pomucky

Centrifuga (Eppendorf 5804/5804 R, Némecko)

Spektrofotometr Agilent 8453, UV/VIS (Agilent Technologies, Némecko)
Vortex (Heidolph multi reax, Némecko)

Sklenéné kyvety — vnitini primér 1 cm

Mikropipety (Eppendorf, Némecko)

Odmeérné baiky, kadinky, plastové zkumavky
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3.3 Metody stanoveni

Pro vSechna stanoveni byla pouzita spektrofotometrickd metoda, kdy je vyuZzivano
chemickych reakci, jejichz produkty reaguji se svétlem specifické vinové délky. Ptistroj, ktery
byl pouzit pro tyto analyzy je UV/VIS spektrofotometr Agilent 8453. Jako chromogeny byly
pouzity DTNA a PDS, které jsou popsany v kapitole 2.9.4.

3.4 Zpracovani krve

e Kirev byla odebrana od dobrovolnych darci do zkumavek s EDTA.

e Nasledn¢ byla centrifugovana pti 3000 otackach/minutu po dobu 15 minut pii 4 °C.

e Plazma byla odpipetovana do mikrozkumavek a uchovavana v mrazaku pii — 80 °C.

e Buffy coat (vrstva trombocyti a leukocytli nad erytrocytarni vrstvou) byla odebrana
do odpadu.

e Erytrocyty byly poté promyty redestilovanou vodou (pomér 1:2) a centrifugovany pii
3000 otackach/minutu po dobu 20 minut pii 4 °C.

e Po centrifugaci byla vrchni vrstva odstranéna do odpadu a erytrocyty byly
rozpipetovany do mikrozkumavek a ulozeny v mrazaku pii — 80 °C.

o Po vyjmuti erytrocyti zmrazdku ptfed stanovenim znovu zfedény

redestilovanou vodou dle potieby analyzy.

3.5 Postup méreni za pouziti chromogenu DTNA
Nastaveni pfistroje:
e celkovy Cas reakce 120 s
e Casovy interval 3 S

e vlnova délka 340 nm

celkovy objem reakéni smési v kyveté 1 ml

Blank obsahoval DTNA, dany objem erytrocytii a fosfatovy pufr v objemu zbylém do
celkového 1 ml. Smés s probihajici reakci navic obsahovala substrat acetylthiocholin jodid,

ktery byl pfidan do smési po minutové inkubaci.

Z kazdého méfeni byla vypoctena reakéni rychlost pomérem rozdilti absorbanci v Case.

Vysledné hodnoty rychlosti jednotlivych stanoveni byly zprimérovany a vyneseny do grafii.

V prvnik kroku byla zvolena koncentrace DTNA 5 mM a objem 200 pl. Tyto zvolené
hodnoty vychazeli z dostupné literatury. [101] Byly testovany objemy erytrocyta 5, 7, 10, 12,
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15 a 20 pl fedény demineralizovanou vodou v poméru 1:1 a koncentrace substratu v reakéni

smési (5.10°,7.10%,9.10°, 1.10%, 3.10*%, 5.10%, 8.10%, 9.10*, 1.10° M)

Reakéni smés (RS) vzdy obsahovala 200 ul DTNA o 5 mM koncentraci, jeden z vyse
uvedenych objemu erytrocytli, 100 pl substratu v pozadované koncentraci, fosfatovy pufr
V objemu zbylém do celkového 1 ml. Reakéni smés bez substratu byla 1 minutu inkubovana a
poté byl pfidan substrat, ¢im byla spusténa méfena enzymaticka reakce. Kazda kombinace

byla méfena dle potieby 2-3X.

3.6 Postup méreni za pouZiti chromogenu PDS

Nastavendi pfistroje:

e celkovy Cas reakce 120 s
e (Casovy interval 3S
e vlnova délka 324 nm

e celkovy objem reakéni smési v kyveté 1 ml

Blank obsahoval PDS, dany objem erytrocyti a fosfatovy pufr v objemu zbylém do
celkového 1 ml. Smés s probihajici reakci obsahovala navic substrat acetylthiocholin jodid,

ktery byl ptfidan do smési po minutové inkubaci.

Z kazdého mefeni byla vypoctena reakéni rychlost pomérem rozdilti absorbanci v Case.

Vysledné hodnoty rychlosti jednotlivych stanoveni byly zprimérovany a vyneseny do grafti.

V prvnik kroku byla zvolena koncentrace PDS 1 mM a objem 50 pl. Tyto zvolené hodnoty
vychazeli z dostupné literatury.[102] Byly testovany objemy erytrocytd 5, 7, 10, 12, 15 a 20
pl pl fedény demineralizovanou vodou v poméru 1:1 a koncentrace substratu v reakéni smési

(5.10%,7.10°,9.10°, 1.10%, 3.10%,5.10%, 8.10%, 9.10%4, 1.10° M).

Reakéni smés vzdy obsahovala 50 pul PDS o 1 mM koncentraci, jeden z vyse uvedenych
objemu erytrocytli, 100 pl substratu v pozadované koncentraci, fosfatovy pufr v objemu
zbylém do celkového 1 ml. Reakéni smés bez substratu byla vzdy 1 minutu inkubovana, poté
byl teprve piidan substrat a tim byla spusténa méfena enzymaticka reakce. Kazdé méteni bylo

opakovano dle potieby 2-3X.
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3.7 Postup méreni za pouZiti jiné koncentrace chromogenu PDS

Pro tento experiment byly nastaveny stejné parametry piistroje jako v kapitole 3.6.
Koncentrace PDS byla zménéna na 5 mM a objem na 200 pl, nebot’ bylo cilem nastavit
podobné podminky jako pii méfeni s DTNA v kapitole 3.5. Z ¢asovych divodu byly zvoleny
jenom tii testované koncentrace acetylthiocholinu (3.10%, 5.104, 8.10* M). Objem erytrocyti
byl zvolen 15 pl. Tento objem erytrocyti byl vybran z divodu dostatecné odezvy pfi

predchozim testovani (viz. Graf ¢. 2).

Reakéni smés vzdy obsahovala 200 ul chromogenu PDS (5 mM), 15 ul erytrocytt
fedénych demineralizovanou vodou v poméru 1:1 az 1:5, 100 ul substratu v pozadované
koncentraci, fosfatovy pufr v objemu zbylém do celkového 1 ml. Reakéni smés bez substratu
byla vzdy 1 minutu inkubovana, poté byl teprve pfidan substrdt a tim se spustila méfena

enzymatickd reakce. Kazdé méfeni bylo opakovano dle potieby 2-3x.

3.8 Stanoveni nejvhodnéjsiho Fedéni erytrocytu

Z divodu nelinearniho pribéhu reakei u né€kterych testovanych kombinaci erytrocytu se
substratem, pfi pouziti daného chromogenu, nasledovalo testovani rizného fedéni erytrocyti.
Pro tento experiment byly nastaveny stejné parametry piistroje jako v kapitole 3.5 v piipadé
pouziti DTNA, pfi pouziti PDS byly nastaveny stejné parametry pfistroje jako v kapitole 3.6.
Z &asovych diivodu byly zvoleny jenom tii testované koncentrace acetylthiocholinu (3.10%,
5.10%, 8.10* M). Objem erytrocytt byl zvolen 15 pl. Tyto hodnoty byly vybrany z diivodu
dostateéné odezvy pii predchozim testovani. Redéni erytrocytli probihalo postupné
v poméerech 1:1 az 1:9, poté nasledovalo jesté¢ fedéni v pomérech 1:15 a 1:20. Cilem bylo
zjistit jaké fedéni je nejvhodnéjsi pro méteni s PDS i DTNA a zaroven jaké nejnizsi fedéni
erytrocytli by mohlo byt pouzito pro méfeni inhibi¢nich koncentraci vybranych inhibitord
cholinesteraz. U DTNA byla zvolena pro toto méfeni 1 mM koncentrace a objem 50 pl
v reakéni smési, nebot’ jsme chtéli nastavit co nejpodobnéjsi podminky pro oba testované

chromogeny.

Reakéni smés vzdy obsahovala 50 pl chromogenu, 15 pl erytrocyti fedénych dle vyse
uvedenych pomér, 100 pl substratu v pozadované koncentraci, fosfatovy pufr v objemu
zbylém do celkového 1 ml. Reakéni smés bez substratu byla vzdy 1 minutu inkubovana, poté
byl teprve pridan substrat a tim se spustila méfena enzymaticka reakce. Kazdé méteni bylo

opakovano dle potfeby 2-3X.
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3.9 Stanoveni ICso

Hodnota 1Cso piedstavuje potiebnou koncentraci inhibitoru pro 50% inhibici enzymu.
Hodnotu ICsp lze ziskat z grafu zavislosti poméru neinhibované a inhibované reakce (vo/vi) ha
koncentraci inhibitoru ci. Rovnice regrese piimky prochazejici body (1;0) a body (ci; Vo/Vi)

umoznuje po dosazeni za y=2 vypocet ICso.

Pro méfeni byly vybrany dva inhibitory cholinesteraz (standardy), galantamin a donepezil
a mé&feni probihalo za nasledujicich reakénich podminek. Reakéni smés obsahovala substrat
acetylthiocholin jodid (3.10“% M) v objemu 100 pl, chromogen DTNA nebo PDS (1 mM)

v objemu 50 pl, objem erytrocyti 15 pl za pouziti fedéni v poméru 1:4 a 1:9.

Meéfeni neinhibované reakce probihalo stejnym zptisobem jako u piedchozich stanoveni

s DTNA a PDS. Inhibovana reakce navic obsahovala inhibitor o zvolené koncentraci.

Blank pro inhibovanou reakci obsahoval 50 pl chromogenu, 15 pl erytrocytd, inhibitor 0
dané koncentraci (celkem 4 ruzné koncentrace) a fosfatovy pufr v objemu zbylém do

celkového 1 ml.

Reak¢ni smés navic obsahovala 100 pl substratu acetylthiocholin jodidu, kterym byla

reakce spusténa po piedchozi minutové inkubaci, méteni opakovano dle potieby 2-3X.

Z kazdého méfeni byla vypoctena reakéni rychlost a vynesena do grafu vuci dané

koncentraci inhibitoru.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Postup méreni za pouziti chromogenu DTNA

Stanoveni probihalo za pomoci UV/VIS spektrofotometru Agilent 8453. Byla méfena

absorbance v zavislosti na ¢ase, z cehoz byly nasledné vypocteny reakéni rychlosti.

Z takto vypoctenych primérnych reakcnich rychlosti byl sestaven 3D graf (graf. ¢. 1,
ptiloha 1) porovnavajici zavislosti reakénich rychlosti na koncentraci substratu a objemu

erytrocytt pro chromogen DTNA.

Meéieni spocivalo v urceni nejvhodnéjsiho objemu erytrocyti a koncentrace substratu

V reakéni smési.

Jak je patrné z grafu €. 1 (ptiloha 1), tak odezva nebyla pfi nizkych objemech erytrocytl u
nejnizs§ich koncentraci dostate¢na, naopak u objemu erytrocytd 20 pl se jiz pravdépodobné
zacal projevovat vliv hemoglobinu nebo vysoka koncentrace erytrocytl. Jako vhodny objem
erytrocyttll je zvolen objem 15 pl. Jako vhodné koncentrace substratu je zvolena hodnota 9.10

M. Obé¢ tyto hodnoty poskytovaly dostate¢nou odezvu.

4.2 Postup méreni za pouziti chromogenu PDS

Stanoveni probihalo stejnym zptisobem jako stanoveni s DTNA. Pii méfeni s PDS byly
erytrocyty fedény demineralizovanou vodou v poméru 1:1 pouze u objemut 3, 5, 7, 10 a 12 pl.
U objemti 15 a 20 pl byly erytrocyty ziedény v poméru 1:3 nebot’ fedéni 1:1 ani 1:2

nevykazovaly linearni vzestupnou zavislost absorbance na case.

Z takto vypoctenych primérnych reakénich rychlosti jsou sestaveny 3D grafy (grafy €.
2 a 3, prilohy 2 a 3) porovnavajici zavislosti reakénich rychlosti na koncentraci substratu a

objemu erytrocytt pro PDS.

Meéfeni spocivalo v urceni nejvhodnéjsiho objemu erytrocytli a koncentrace substratu v

reakéni smési.

Z grafu ¢. 2 (pfiloha 2), je patrné, ze pii objemu erytrocyti 3 ul byla odezva patrna az pti
koncentraci substratu 1.10“% M, u objem@ 10 a 12 ul az pfi koncentraci substratu 3.10* M.
Pokud tedy jsou erytrocyty fedény v poméru 1:1, volime jako idedlni objem erytrocytil
mnozstvi 7 pl, odezva je dostateCna a poskytuje rostouci zdvislost na koncentraci substratu.

Pii fedéni erytrocyti 1:3, jeZ je zobrazeno na grafu €. 3 (pfiloha 3), staci objem erytrocytd 15
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ul, nebot’ poskytuje stejné¢ vhodné vysledky jako objem 20 pl. Jako vhodna koncentrace
substratu je zvolena hodnota 3.10* M nebo vy3si, nebot poskytuje dostate¢nou odezvu u obou

fedéni.

4.3 Postup méreni za pouziti jiné koncentrace chromogenu PDS

Stanoveni s 5 mM PDS probéhlo stejnych zptisobem jako pii pouziti 1| mM PDS. Linedrni
vzestupna zavislost absorbance na Case byla zaznamendna az pti fedéni 1:4, lepsi vysledky ale

poskytovalo fedéni 1:5.

Pti pouziti 5 mM PDS nejvétsi odezvu poskytovalo fedéni erytrocytli v poméru 1:5,
koncentrace substratu 8.10* M. Tento experiment byl proveden z diivodu piiblizeni reakénich
podminek u stanoveni s 5 mM DTNA. Na rozdil od DTNA je pii pouziti 5 mM PDS nutné
fedéni erytrocytll, alespoil 1:4, 1épe vSak 1:5, na rozdil od DTNA, kdy postacuje fedéni
erytrocytu 1:1., viz graf €. 4 (pfiloha ¢. 4).

4.4 Stanoveni nejvhodnéjSiho Fedéni erytrocyti

Me¢éiend zavislost absorbance na Case pro poméry fedéni erytrocyti 1:1 a 1:2 neméla

line4rni vzestupny trend, tudiz relevantni méteni probihalo az od poméru 1:3.

Vypocet reakénich rychlosti probihal stejnym zpisobem jako v predeslich méteni. Jak je
patrné z grafu ¢. 5 (pfiloha €. 5) tak reakéni rychlosti pii pouziti PDS (1 mM) klesaly se
zvySujicim se fedéni erytrocyt. Jako optimalni fedéni erytrocytd bylo zvoleno fedéni 1:3,

maximalné 1:4, nebot’ odezva byla dostate¢né vysoka.

Pii pouZiti chromogenu DTNA (1 mM), byla maximalni odezva pfi fedeni erytrocytt 1:5,
jak je patrné z grafu ¢. 6 (ptiloha €. 6). Poté s kazdym dalsim fedénim odezvy klesaly, ale
trend vzestupu reak¢nich rychlosti na koncentraci substratu ziistal zachovan. Jako vhodné

fedéni bylo zvoleno fedéni 1:5, které poskytovalo nejvyssi odezvu.

Tento experiment byl navrZen tak, aby se reakéni podminky pii méfeni s DTNA 1 pfi
méfeni s PDS, co nejvice podobaly. To znamena oba chromogeny byly v 1 mM koncentraci a
jejich objem v reakéni smési Cinil 50 pl. Prvotni stanoveni s 5 mM DTNA nepfineslo
ocekavané vysledky, proto se koncentrace DTNA pfizptsobila koncentraci PDS, které jiz
V prvnim stanoveni vykazovalo vhodné vysledky. Cilem bylo nalézt takové fedéni erytrocytt,
které bude vhodné pro métfeni s ob€éma chromogeny, coz poskytuje fedéni erytrocyt 1:4,

které¢ bylo zvoleno pro dal§i méfeni. Dale bylo zvoleno tfedéni 1:9, které je poslednim

49



fedénim, které jesteé vykazuje dostacujici odezvu. Na grafu ¢. 7 (ptiloha ¢. 7) porovnana
odezvy pii razném fedéni u obou chromogent, Ize vidét, ze PDS poskytuje vyssi odezvu

v porovnani s DTNA a proto je jeho pouziti vhodngjsi.

4.5 Stanoveni ICso

Redéni erytrocytd 1:4 bylo zvoleno z diivodu dostateéné odezvy jak pii pouziti DTNA, tak
pii pouziti PDS. Nasledné méteni pti fedéni 1:9 bylo provedeno z diivodu, Ze je to maximalni
fedéni erytrocytd, kdy je jesté odezva u obou chromogentd dostacujici. Objem erytrocyta 15 ul
byl zvolen na zakladé vykonanych méfeni, nebot’ poskytoval dostate¢nou odezvu, stejné tak

koncentrace i substratu 3.10™ M.

5. Tabulka 2: Hodnota IC50 v zavislosti na chromogenu a redéni erytrocytii

Galantamin DTNA 1:4 56,70 + 2,25
Donepezil DTNA 1:4 0,10 + 0,00
Galantamin DTNA 1:9 53,54 + 3,18
Donepezil DTNA 1:9 0,09 + 0,00
Galantamin PDS 1:4 101,01+ 3,09
Donepezil PDS 1:4 0,51+ 0,02
Galantamin PDS 1:9 126,31 + 12,78
Donepezil PDS 1:9 0,21 +0,01

Hodnota ICs je nepfimo imérna Gcinnosti inhibitoru, z tabulky €. 2 je patrné ze donepezil
je fadove U€inngjsi inhibitor, neZ galantamin. Pro méteni ICsp 1ze pouzit obé metody, tedy
pouzit chromogen DTNA 1 PDS. Metoda s pouzitim DTNA je lepsi, nebot’ poskytuje vhodné
vysledky pfi rizném fedéni erytrocytd. Vysledky pro dany inhibitor se méni s pouzitim
riznych chromogeni a rdznych fedéni erytrocyti (ICso vyrazné zavisi na reakcnich
podminkach) U donepezilu miiZzeme pozorovat, Ze hodnoty 1Cso jsou fadove stejné pii pouZiti
obou chromogent a obou fedéni. U galantaminu pozorujeme rozdilne hodnoty ICso za pouziti
testovanych chromogent. Dle dostupné literatury [103-105] se hodnoty ICsg pro testované
standardy pohybuji v fadu kolem 0,5 mM pro galantamin a 0,02 mM pro donepezil. Pro

stanoveni ICsp se témto hodnotam blizi vice stanoveni s DTNA.
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5. Zavér

Cilem diplomové prace bylo zpracovat krev od dobrovolnych darcii a nasledné ji aplikovat
v analytickych metodach pro stanoveni aktivity cholinesteraz. V ramci experimentalni prace
se testovali celkem dva chromogeny DTNA a PDS. Chromogen DTNA o koncentraci 5 mM
byl testovan v prvnim kroku. Dostate¢nou odezvu poskytoval objem erytrocyti 15 pl (fedéni
vpoméru 1:1) a koncentrace substratu 9.10* M. Toto stanoveni nepfineslo ocekdvané

vysledky, pfesnéji absorbance v Case neméla dostatecné vzestupny pribeh.

Nasledovalo stanoveni za pouziti chromogenu PDS o 1 mM koncentraci, kde v ptipadé
fedéni erytrocytt v poméru 1:1 poskytoval dostate¢nou odezvu objem erytrocytd 7 pul.
V pfipadé fedéni erytrocyti v poméru 1:3 poskytoval dostate¢nou odezvu objem erytrocyti
15 pl. V obou piipadech fedéni dostate¢nou odezvu poskytovala koncentrace substratu 3.10™

M.

Pro sjednoceni podminek u obou chromogenti bylo provedeno méteni s 5 mM koncentraci
PDS, kde dostate¢na odezva byla az u fedéni erytrocytd v poméru 1:5. Chromogeny tedy
potiebuji pii 5 mM koncentraci jiné fedéni erytrocytd, DTNA 1:1 a PDS 1:5.

Dal$im experimentem bylo stanoveni nejvhodnégj$iho fedéni erytrocytil, pouzity byly oba
chromogeny o 1 mM koncentraci, objem erytrocytd 15 pl a tii rizné koncentrace substratu.
Nejvhodngjsim fedénim erytrocytt, které poskytuje nejvétsi odezvu pii pouziti obou
chromogeni je fedéni v poméru 1:4. Redéni 1:9 je poslednim fedéni, které poskytuje jeste
dostacujici odezvu pii pouziti obou chromogentl. Pfi srovnéni obou chromogent, poskytuje

PDS vyssi odezvy neZ DTNA.

Poslednim stanovenim v experimentalni ¢asti bylo stanoveni hodnoty ICso. Pro tento
experiment byly vybrdny dva inhibitory, galantamin a donepezil. Na zdklad¢ ptedchozich
vysledku byly zvoleny erytrocyty v objemu 15 ul, které byly fedény v poméru 1:4 a 1:9,
koncentrace substratu 3.10*% M a chromogeny DTNA a PDS o 1 mM koncentraci. Donepezil

v

je fadove tcinngjsi inhibitor neZ galantamin. Metoda s DTNA poskytuje lepsi vysledky.

A%

Obé metody hodnotim jako stejné dobré, pro DTNA bylo t&€Z§i najit optimalni podminky,

ale po jejich nalezeni se mi pracovalo s obéma chromogeny podobné.
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Graf 1: Satura¢ni graf pro DTNA (5 mM)
52




Piiloha 2

3,00E-03

2,50E-03

rychlost [s
-‘E
m
8

0,00E+00

mnozstyj erytrocyty [ul]

Graf 2: Satura¢ni graf pro PDS (1 mM), fedéni erytrocytt v poméru 1:1
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Graf 3: Saturac¢ni graf pro PDS (1 mM), fedéni erytrocyt v poméru 1:3
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Graf 8: Zavislost poméru rychlosti reakce neinhibované/inhibované (pramérné hodnoty z 2
méfeni) na koncentraci inhibitoru, chromogen DTNA, fedéni ery 1:4, inhibitor galantamin
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Graf 9: Zavislost poméru rychlosti reakce neinhibované/inhibované primérné hodnoty z 2
meéteni) na koncentraci inhibitoru, chromogen DTNA, fedéni ery 1:4, inhibitor donepezil
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Graf 10: Zavislost poméru rychlosti reakce neinhibované/inhibované (primérné hodnoty z 2
méfeni) na koncentraci inhibitoru, chromogen DTNA, fedéni ery 1:9, inhibitor galantamin
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Graf 11: Zavislost poméru rychlosti reakce neinhibované/inhibované (pramérné hodnoty z 2
méfeni) na koncentraci inhibitoru, chromogen DTNA, fedéni ery 1:9, inhibitor donepezil
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Graf 12: Zavislost poméru rychlosti reakce neinhibované/inhibované (pramérné hodnoty z 2
meéfeni) na koncentraci inhibitoru, chromogen PDS, fedéni ery 1:4, inhibitor galantamin
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Graf 13: Zavislost poméru rychlosti reakce neinhibované/inhibované (primérné hodnoty z 2
méfeni) na koncentraci inhibitoru, chromogen PDS, fedéni ery 1:4, inhibitor donepezil
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Graf 14: Zavislost poméru rychlosti reakce neinhibované/inhibované (primérné hodnoty z 2
meéfeni) na koncentraci inhibitoru, chromogen PDS, fedéni ery 1:9, inhibitor galantamin
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Graf 15: Zavislost poméru rychlosti reakce neinhibované/inhibované (primérné hodnoty z 2
méfeni) na koncentraci inhibitoru, chromogen PDS, fedéni ery 1:9, inhibitor donepezil
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