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UVOD

Cholinesterasy (ChE) jsou spojovany s neurologickymi patologiemi, piedevsim
s Alzheimerovou chorobou (AD) nebo myasthenii gravis (MG). Aktivita téchto enzymi,
primarn¢ acetylcholinesterasy (AChE), byva vysokd. ChE maji také vyznamné nekatalytické

funkce, které mohou prispét k agregaci amyloidu (Kietczewska a kol., 2021).

Acetylcholinesterasa je enzym, patfici do skupiny hydrolas, které¢ pulsobi
na esterové vazby karboxylovych kyselin. Jedna se o serinovou hydrolasu, ukonc¢ujici pisobeni
neurotransmiteru acetylcholinu (ACh) jeho hydrolyzou na kyselinu octovou a cholin.
Hraje dulezitou roli v patogenezi neurodegenerativnich onemocnéni (NDD), nebot’” ovliviiuje
zanétlivou odpoveéd’, apoptozu, oxidacni stres ¢i agregaci patologickych proteint (Thapa a kol.,

2017; Walczak-Nowicka a Herbet, 2021).

Butyrylcholinesterasa (BChE) je sérovy protein a enzym, oznaCovany také jako
plazmatickd cholinesterasa ¢i pseudocholinesterasa. Vyskytuje se hlavné ve formé
glykosylovaného rozpustného tetrameru. Hraje dilezitou roli v metabolismu mnoha 1é¢iv

(Jasiecki a kol., 2021).

Inhibitory cholinesteras (ChEI) se vyuzivaji jako cholinergni 1éCiva. Jejich funkci je
zpomaleni progrese a tlumeni symptoml neurodegenerativnich onemocnéni. Dosud jsou
hlavnimi 1éky pro symptomatickou 1é¢bu Alzheimerovy choroby, jejich uzivani je vsak
omezené, nebot’ vykazuji Cetné vedlejsi ucinky (Sharma, 2019; Shinagawa a Shigeta, 2014;

Yamazaki a kol., 2021).

Alzheimerova choroba je jedno z nejcastéjSich neurodegenerativnich onemocnéni lidi
v pokrocilém veéku. Zakladem léc¢by jsou inhibitory acetylcholinesterasy (AChEI) jako je
donepezil, rivastigmin a galantamin. Jednim z nejslibnéjSich ptistupli pro symptomatickou
1écbu AD je zvySeni synaptické hladiny ACh v mozku pomoci inhibice enzymu AChE (Anand
a kol., 2012; Huang a kol., 2020).

Myasthenia gravis je autoimunitni onemocnéni zpusobené protiladtkami proti
acetylcholinovym receptorim (AChR) a dalS§im strukturdlnim proteinim nervosvalového
spojeni. Dochézi ke snizeni cholinergniho pfenosu, coZ mize mit za nasledek svalovou slabost.
O¢ni MG se zpocatku 1é¢i inhibitory AChE, generalizovand vyzaduje dlouhodobou
imunosupresi (Miillges a Stoll, 2019).
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Cholinesterasy

Cholinesterasy jsou tfidou serinovych hydrolas, jejichz ulohou je hydrolyza estert
cholinu, které maji v organismu riznou ucinnost. U obratlovcl piredstavuji dvouclennou
skupinu, neboli dvé¢ formy, kodované odlisSnymi geny — acetylcholinesterasu

a butyrylcholinesterasu (Korabecny, 2021; Silman a Sussman, 2008).

Funkci téchto hydrolas je n€kolik: hraji dilezitou roli v nervovém systému (NS),
zahrnujici periferni (PNS) a centralni (CNS) nervovy systém. Kromé cholinergniho pfenosu se
podileji i na bunécné proliferaci, diferenciaci a reakcich na rtizné inzulty (napf. stres, tvorba
amyloidu). Déale mohou slouzit jako biochemické markery nékterych patologii (Eckroat a kol.,

2020; Korabecny, 2021; Talesa, 2001).

1.1.1 Acetylcholinesterasa

Acetylcholinesterasa je enzym, patfici do rodiny karboxyesteras. Za fyziologickych
podminek ukoncuje plisobeni neurotransmiteru acetylcholinu  jeho  hydrolyzou
na neuromuskuldrnich spojich, za vzniku cholinovych a acetatovych iontti (viz obr. 1).
ACh je dilezity neurotransmiter, regulujici pohyb svalii a mozkové funkce (pamét, pozornost,
uceni) na cholinergnich synapsich. Diky své rychlé katalyze je AChE povazovana za jeden

z nejucinngjSich enzymii (Korabecny, 2021; Sharma, 2019; Silman a Sussman, 2008).

/ AChE + H,0 O /
+ N*.
Acetvicholine Acetate Choline

Obrazek 1: Enzymova hydrolyza ACh pomoci AChE (Dvir a kol., 2010)

Utinky (a tedy i hladina AChE) zavisi na typu buiiky, stavu bun&né diferenciace,
bunécné distribuci a vazbe s proteinovymi partnery. Mimo jiné hraje dtlezitou roli v patogenezi
neurodegenerativnich onemocnéni — ovliviiuje zanétlivou odpovéd’, Gcastni se oxidacniho
stresu, degradace patologickych proteinti a apoptdzy. Bylo zjisténo, Ze buiiky exprimujici tento
enzym snadngji podléhaji apoptoze. Pokud je AChE inhibovévana, dochazi i k inhibici
apoptozy. Déle se tato cholinesterasa ucastni tvorby apoptosomu, pro jehoZ vznik je nezbytna
interakce AChE s kaveolinem a nésledna reakce s cytochromem c. Inhibice AChE mize
zpusobit fadu nezddoucich zdravotnich ucinkl véetné toxicity (Eckroat a kol., 2020; Li a kol.,

2022; Walczak-Nowicka a Herbet, 2021).
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1.1.1.1 Funkce

Jak jiz bylo uvedeno vyse, zdkladni biologickou ulohou acetylcholinesterasy je ukonceni
pfenosu vzruchu na cholinergnich synapsich hydrolyzou neurotransmiteru acetylcholinu

(viz obr. 2) (Dvir a kol., 2010).

pre-synaptic neuron

CoA choline carrier
ACh carrier choline acetyl
transferase
ACh
+
Ach —CoA
exocytosis
Acetylcholine (ACh) AChE choline
(partially) &

acetate
ACh receptor -'{

post-synaptic neuron

Obrazek 2: Metabolismus ACh pomoci AChE (Li, Q. a kol., 2018)

ACh je v synaptické Stérbiné casteCné hydrolyzovan pomoci AChE na cholin
a acetat. Volny cholin se dostava pies nosi¢ zpét do presyntaptického neuronu, kde se spolu
s acetylkoenzymem A ucastni resyntézy ACh. Tato reakce je katalyzovana
cholinacetyltransferasou. Nasledné se uvolni jedna molekula koenzymu A. ACh pronikne

do vezikul a pomoci exocytozy se dostava opét ven, aby inicioval novy ob¢h (Li a kol., 2018).

Pti vyvoji nervového systému je AChE zodpovédna nejen za cholinergni neurotransmisi,
ale podili se i na vzniku neuromuskularnich a thalamo-kortikalnich spoji a rastu axont.
Muze plsobit jako medidtor zmén bunééné architektury v neurogenezi a miize byt pfic¢inou
neuroplastickych procesti v neokortexu. Dale se podili na diferenciaci embryondlnich
kmenovych bunék, bunééné adhezi, hematopoéze a trombopoéze, synaptogenezi, aktivaci
dopaminovych neurond, sestavovani amyloidnich B-vlaken (A), aj. (Jiang a Zhang, 2008;

Korabecny, 2021; Walczak-Nowicka a Herbet, 2021).

1.1.1.2 Struktura
Aktivni misto AChE (obr. 3) ma tvar hluboké a uzké rokle a rozSifuje se smérem
k zdkladn¢ enzymu. Zdkladna a vystelka rokle jsou slozeny =ze zbytkh Asn66

a [le444, obsahuji i zbytky Asp285, Glu273, Tyr334, Asp72 nebo Glu199. Glul199 je spojen se
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stabilizaci pfechodné¢ho stavu, zbytek Asp72 se podili na zachyceni ligandu v rokli.
Vrokli je téméf stfedové symetricky od kazdé katalytické podjednotky umisténo aktivni
centrum. Vzdélenost aktivniho centra a katalytické podjednotky je 4 A (Walczak-Nowicka
a Herbet, 2021).

Obrazek 3: Katalyticka podjednotka AChE s ACh (Silman a Sussman, 2008)

Molekula AChE ma elipsoidni tvar o rozmérech cca 45 x 60 x 65 A a obsahuje celkem
537 aminokyselin. Jeji vazebné misto se sklada z nékolika dil¢ich mist: katalytického aktivniho
mista (CAS), periferniho aniontového mista (PAS), acylové kapsy a oxyaniontové jamky

(OAH) (Eckroat a kol., 2020; Walczak-Nowicka a Herbet, 2021).

Katalytické aktivni misto se nachdzi na dné Uzké prohlubné uvniti enzymu,
kde probiha hydrolyticka reakce. Toto misto se skladd ze dvou cCasti — negativné nabitého
aniontového mista pro substrat a esterového mista. Na aniontovém misté se kromé& kladné
nabitého kvartérniho aminu ACh mohou vézat i1 dal$i kationtové substraty a inhibitory.
Esterové misto je tvofeno zbytky serinu, kyseliny glutamové a histidinu, oznacujici
se souhrnné jako ,katalytickd triada®. Soucasti katalytické triady je Ser 200, zodpovédny
za hydrolyzu esterti cholinu pienosem protonil (De Boer a kol., 2021; Sharma, 2019; Walczak-

Nowicka a Herbet, 2021).

Jakmile ligand vstoupi do rokle, za€nou svou ulohu plnit acylové a cholinova vazebna
mista. Tato vazebnd mista se nachazeji v blizkosti katalytické triady a pomahaji pfi umisténi
ligandu dileZitého pro katalyzu. Jedna se o hydrofobni oblasti, slozené pfedevsim z tryptofanu,
tyrosinu a fenylalaninu. Za CAS existuji jakasi ,,zadni vratka®, fizend zbytkem tryptofanu.

Mohou jimi prochézet produkty katalyzy, diky ¢emuz nedochézi k zablokovani vstupu do rokle,
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nybrz ke zvySeni katalytické aktivity AChE (De Boer a kol., 2021; Thapa a kol., 2017,
Walczak-Nowicka a Herbet, 2021).

Periferni aniontové misto leZi u vstupu do rokle asi 14 A od aktivniho mista.
Obsahuje dilezité aminokyseliny jako je serin, tyrosin, kyselina aspargova a tryptofan. Ulohou
PAS je transport pozitivn¢ nabitych ligandl, jako jsou napft. choliny. Dale slouzi pro vstup
substratu do acyla¢niho mista. Dochézi zde i k interakei s inhibi¢nimi slou¢eninami. Toto misto
se podili na alosterické modulaci katalyzy v aktivnim centru i na fad¢ neklasickych funkci -
zejména na ukladani amyloidu, bunécné adhezi a ristu neuritd. Je cilem riznych
anticholinesteras (De Boer, a kol., 2021; Johnson a Moore, 2006; Walczak-Nowicka a Herbet,
2021).

Oxyaniontova jamka je jakousi ,.kapsou® v aktivnim mist¢ enzymu, majici za tkol
stabilizovat negativni naboj v pfechodném stavu na deprotonovaném kysliku ¢i alkoxidu.
Snizuje také energetickou bariéru pro hydrolyzu ACh. OAH je tvofena dvéma glyciny
a jednou molekulou alaninu, v pfipadé AChE a BChE ma tfi hroty, u jinych molekul
jako jsou proteasy ¢i hydrolasy, se mohou vyskytovat i formy dvouhroté (De Boer a kol., 2021;

Eckroat a kol., 2020).

Dilezitou roli hraje také Q-smycCka, vazebné misto pro acyl. Tato smycka
je umisténa podél jedné strany prohlubné aktivniho mista. V pfitomnosti substratu
nebo inhibitoru reguluje velikost prohlubné, a tak umoznuje prichod ligandu do aktivniho
mista. Tato smycka je nezbytna pro zvySovani vazebné afinity a stability komplexu.

Q-smycka prochéazi konformac¢nimi zménami (De Boer a kol., 2021).

1.1.1.3 Formy

U vSech obratlovei je AChE koédovana jednim genem ACHE, ale v dasledku
alternativniho sestfihu na C-konci mRNA vznikaji 3 rGzné izoformy: synaptickd (S) nebo
koncova (T), erytrocytarni (E) a cteci (R). Tyto sestiihové varianty sdileji 95 % kodujici
sekvence a li8i se pouze karboxylovymi konci. Exprese dané varianty AChE zavisi na aktivaci
promotoru vyvolané stresem a na posttranskripéni modulaci, vcetné stability mRNA,
alternativniho sestfihu mRNA, kontroly translace a modifikace proteinu (Jiang a Zhang, 2008;

Rotundo, 2017).

Jiny zdroj uvadi sestfihové varianty cholinergni AChE: T (koncovd), R (Cteci)

a H (hydrobdbni). AChE-T transkript se vyskytuje v mozku spoleén¢ s men$im mnozstvim
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AChE-R, jejiz exprese je zvySena ve stresu a u AD. AChE-H je exprimovana v jinych buiikach

(mimo nervoveé) (Cortés-Gomez a kol., 2021).

Vsechny formy AChE jsou glykoproteiny, vznikajici na hrubém endoplazmatickém
retikulu, kde podléhaji kotranslacni glykosylaci. Dochéazi k pfidani tfech nebo Ctyf
oligosacharidi vazanych asparginem, které se vazou k prodluzujicimu se polypeptidovému
fetézci. Nasledn¢ jsou transportovany do Golgiho aparatu k dalsim apravam.
Jednotlivé enzymové formy vykazuji podobné katalytické aktivity, maji ale odlisné
hydrodynamické parametry, iontové a hydrofobni interakce. Lidskd AChE je vysoce
glykosylovana — obsahuje tf1 potencialni glykosyla¢ni mista (Rotundo, 2017; Talesa, 2001).

Molekularni formy AChE se déli na asymetrické a globuldrni. Asymetrické formy jsou
zahrnuté do extracelularni matrice kolagennim ocasem a piednostné jsou lokalizované
v neuromuskularnim spojeni. Globuldrni formy se vyskytuji ve formé monomerd, dimera
nebo katalytickych tetramert. Monomer AChE je o/ protein, sloZzeny z dvanacti vldknového
centralniho smisené¢ho B-listu, obklopeného ¢trnacti a-helixy. Tetramerni forma se vyskytuje
piedev§im v mozku, dimerni se nachazi v erytrocytech. Tyto formy jsou rozlisitelné diky jejich
oligomernimu sestaveni a zplusobu piipojeni k bunécnym membranam. Globularni formy
mohou byt vylucovany jako rozpustné nebo jsou ukotveny k membrané hydrofobni doménou.
Neékteré molekularni formy jsou membranové vazany hydrofobnim peptidem a prednostné
exprimovany v CNS savct, jiné jsou spojeny s membranou glykolipidové kotvy a nachézeji se
v nervech, svalech, erytrocytech a lymfocytech (Bester a kol., 2019; Talesa, 2001;
Walczak-Nowicka a Herbet, 2021).

1.1.1.4 Vyskyt

AChE se nachazi v mnoha typech vodivych tkani: CNS, PNS, motorickych
¢i senzorickych vldknech, v neuromuskuldrnim spojeni vSech inervovanych orgéand,
autonomnich gangliich a cholinergnich synapsich v mozku a miSe. Déle se vyskytuje

ve svalech, plazm¢ a hematopoetickych buinkéach. Obvykle je doprovazena BChE, jejiz hladina
je ale nizsi (Bester a kol., 2019; Li a kol., 2018; Talesa, 2001).

1.1.2 Butyrylcholinesterasa
Butyrylcholinesterasa je enzym oznacovany také jako plazmatickd cholinesterasa
¢i pseudocholinesterasa. Jde o sérovy protein, patiici spolu s AChE do skupiny cholinesteras.

Jelikoz se jedna o pseudocholinesterasu, ma v CNS omezenou neurondlni distribuci.
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Pocet neuront bohatych na BChE je v lidské mozkové ke pfiblizné o dva fady nizsi, nez pocet

neurontl obsahujicich AChE (Li a kol., 2018).

Vyskytuje se predevSim jako glykosylovany rozpustny tetramer. Interaguje s tadou
plazmatickych proteind v lidském séru a tvofi s nimi komplexy. Zaroveinl hraje dilezitou roli

v metabolismu mnoha 1é¢iv (Delacour a kol., 2016; Jasiecki a kol., 2021).

Jedna ze studii ukézala, Ze faktor fedéni séra ovliviuje aktivitu BChE. Cim vice byl
vzorek séra natfedén ve fosfatovém pufru, tim byla pozorovana vysSi aktivita BChE.
Déle bylo zjisténo, Ze nékteré faktory séra (viceslozkovy klinicky materidl), mohou ovlivnit
kinetické parametry BChE. Vysledky ukdzaly, Ze ptredpokladany inhibitor je pravdépodobné
vetsi nez 3 kDa, takze by se mohlo jednat o jeden nebo vice proteinti nebo jinych velkych
molekul. Vzhledem k tomu, ze sérum je bohaté na proteiny, je zde moznost tvorby velkého
mnozstvi interakci. To vede k otazce, zda BChE interaguje se specifickymi proteiny a zda tvoti
mnohem vétSi komplexy, neZ se predpokladd z molekulové hmotnosti tetrameru

(Jasiecki a kol., 2021).

1.1.2.1 Funkce

Tento enzym sice nema zadnou specifickou funkci, dokaze ale hydrolyzovat nékteré
slouceniny a l1éCiva (napf. kyselina acetylsalicylova, sukcinylcholin, kokain, heroin,
fyzostigmin, aj.). Podili se tak na detoxikacni reakci v prvni obranné fazi proti toxickym
slouc¢eninam, které by se mohly dostat do krevniho fecisté a nasledné inhibovat aktivitu AChE.
Stejné jako AChE dokaze hydrolyzovat acetylcholin a dalsi chemické latky obsahujici esterové
vazby (Eckroat a kol., 2020; Jasiecki a kol., 2021; Pohanka a Zakova, 2021).

BChE je cilovym enzymem pro inhibitory, které zvySuji dostupnost neurotransmitert na
synapsich v mozku a jsou klinicky pouzivany jako hlavni pilit pifi 1écbé AD.
Piisobi na nervosvalovych spojich a sekvestruje (nevratn¢ vaze) inhibitory acetylcholinesterasy
(organofosfaty, bojové nervové latky a pesticidy). Tak chrani nervovy systém do chvile,
nez inhibitory doséhnou cile, tj. synaptické AChE, a vyvinou u¢inky. V ptipadé, ze dojde
k poruse funkce AChE se piedpoklada, ze BChE piebira jeji roli. Hladina BChE také hraje
dilezitou roli u diabetu, obezity nebo steatosy jater (Jasiecki a kol., 2021; Korabecny, 2021;
Li a kol., 2018).

Ptestoze funkce BChE za normélniho stavu organismu stale neni objasnéna, bylo zjisténo,
ze koreluje s metabolismem lipoproteinti a 1é¢iv a podili se na degradaci sukcinylcholinu

(myorelaxant uzivany pfi chirurgickych zakrocich) (Li a kol., 2018).
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1.1.2.2 Struktura

Struktura BChE je slozena ze <&tyt identickych podjednotek, sestavujicich se
do tetrameru tetrameriza¢ni doménou na C-konci. V malém mnozstvi se BChE vyskytuje také
tii nebo Ctyt tetramert (A4, A8 a A12). Tyto tetramery jsou k membrandm piipojeny pomoci
domény obsahujici prolin, ktery je soucasti kotvy slozené z kolagenu Q. Ptiklad struktury BChE

je znazornén na obr. 4 (Jasiecki a kol., 2021).

Obrazek 4: Dva monomery BChE tvorici spolecné dimer (Ngamelue a kol., 2007)

Oproti AChE obsahuje tento enzym odlisné aminokyseliny v oblasti PAS — aspargin,
kyselina aspargova, glutamin, serin, tyrosin. Slozeni aminokyselin v cholinovém misté se lisi
pouze u tyrosinu (Tyr337), ktery je nahrazen alaninem (Ala328). U acylového vazebného mista
je u BChE nahrazen Phe295 a Phe297 aminokyselinami Leu286 a Val288. Touto nadhradou je
umoznéna vazba vétSich substratii a inhibitort. Katalytické aktivni misto je shodné s CAS

u AChE (De Boer a kol., 2021).

1.1.2.3 Vyskyt

BChE je exprimovana v jinych tkdnich neZ AChE. Syntéza probiha piedevs§im v jatrech,
poté je enzym sekretovan do plazmy, kde plni detoxikaéni tlohu. BChE byla nalezena
v amyloidnich placich a neurofibrilarnich klubkéch, coz naznacuje, Ze protein se mize podilet

na patogenezi AD (De Boer a kol., 2021; Jasiecki a kol., 2021; Li a kol., 2018).

V lidské plazmé se vyskytuje ve vysSi koncentraci nez AChE, v rozmezi 2—-5 mg/l,
ve formé glykosylovanych rozpustnych tetramerti o molekulové hmotnosti 340 kDa (De Boer

a kol., 2021; Jasiecki a kol., 2021).
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Jelikoz je BChE pfitomna u mnoha obratlovct a toleruje nékolik mutaci, vznikla teorie,
ktera tika, ze se BChE vyvinula z AChE jako obecny detoxikator, zachovavajici si funkci
v procesu neurotransmise. Dal§im dikazem pro tuto teorii je fakt, Ze BChE i AChE maji
podobnou strukturu vazebnych mist a afinitu k uritym substratim a ligandim.

Jejich sekvenéni holomogie je kolem 65 % (De Boer a kol., 2021).

1.1.3 Porovnani AChE a BChE

Za fyziologickych podminek hraje AChE v cholinergni neurotransmisi regulaci hladin
ACh dominantngjsi roli nez BChE. Rozdil mezi AChE a BChE se nachézi také v progresivité
onemocnéni. Zatimco aktivita AChE klesa s progresi patogenese AD, aktivita BChE roste.
U pacientii s pokro€ilou AD vSak hladiny AChE klesaji na 55-67 %, zatimco u BChE se zvySuji
az na 120 %. Z tohoto divodu se pro 1éc¢bu casné AD primarné pouzivda AChE,
naopak v pokrocilém stddiu AD by inhibice BChE méla zajistit udrzitelnou 1écbu (Li a kol.,
2021; Pérez-Sanchez a kol., 2021).

Struktury obou ChE jsou velmi podobné, ne ale zcela stejné, coz pfispiva k jejich
substratové specifité. Ob¢ obsahuji CAS, PAS s hlubokou prohlubni. AChE ma vyssi
selektivitu pro malé molekuly (jako je ACh), BChE ma vétsi afinitu k riznym neuroaktivnim
peptidim. Rozdily v krystalovych strukturdch a acylovych kapsach u AChE a BChE jsou
znazornény na obr €. 5 a 6. Zatimco u AChE tvoii acyl-vazebnd mista zbytky: Tyr124,
Trp286, Phe295 a Phe297, u BChE jsou tato mista tvofena zbytky: GInl119, Ala227,

Leu286 a Val288 (Li a kol., 2018; Carreiras a kol., 2020).
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Obrazek 5: Porovnani zbytkii v acylovych kapsach u BChE (A) a AChE (B) (Li a kol., 2018)
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Obrazek 6: 3D struktura BChE (a) a AChE (b) (De Boer a kol., 2021)

1.2 Inhibitory cholinesteras

Inhibitory cholinesteras pfedstavuji obsahlou skupinu chemickych latek. Z praktického
hlediska maji dvé oblasti uplatnéni: prvni zahrnuje farmaceutické vyuziti, kde se ChEI
vyuzivaji jako cholinergni 1é¢iva pro rtizna onemocnéni (AD, MG, nékteré typy demence
nebo 1écba glaukomu), druhou oblasti je uplatnéni jako pesticidii nebo chemickych bojovych
latek. Z chemického hlediska jsou inhibitory slouceniny s riznymi strukturami, které se mohou
vazat esterovou vazbou na serinovy hydroxyl aktivniho mista, nebo interagovat s alfa
aniontovou Casti aktivniho mista, aromatickou prohlubni a aniontovym perifernim mistem

(Daneman a Prat, 2015; Vor¢akova a kol., 2018).

ChEI jsou skupinou Iéciv, kterd dokaze blokovat hydrolyzu neurotransmiteru
acetylcholinu na acetat a cholin. Tim ChEI zvySuji interakci mezi ACh a AChR a nasledné
hladinu ACh v CNS. Plsobi tedy v synaptické $té€rbiné, kde inhibuji cholinesterasové enzymy.
Dle tohoto principu plisobeni se vyrabi mnoho terapeutickych 1é¢iv. Pouzivaji se proto pii 1é€bé
riiznych neurologickych poruch. Dosud jsou hlavnimi léky schvalenymi Utadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (FDA) pro symptomatickou 1é¢bu Alzheimerovy choroby (Dvir a kol., 2010;
Liu a kol., 2017; Yamazaki a kol., 2021).

Mezi silné ireverzibilni inhibitory AChE 1 BChE patii toxické slouceniny, jako jsou
organofosforové nervové paralytické latky (sarin, soman, tabun) nebo organofosforové
pesticidy a lé¢iva (paraoxon, metrifonat). Pokud dojde k ireverzibilni blokadé¢ téchto enzymd,

muze to mit fatalni nasledky (Korabecny, 2021; Pohanka a Zakova, 2021).
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Nékteré inhibitory mohou byt pro AChE vice selektivni nez pro BChE. To je déno
vyvinutéjsim PAS a aniontovym zlabkem u AChE. Z toho divodu mtize pak AChE snadnéji
podléhat kation-m interakci s inhibitory. Mezi takovéto inhibitory se fadi kofein, donepezil,

galantamin, aflatoxiny a nékteré ionty tézkych kovil (Pohanka a Zakova, 2021).

Funkci inhibitori cholinesteras je zpomaleni progrese a tlumeni symptomu
neurodegenerativnich onemocnéni. I kdyz maji tato 1é¢iva jiné farmakologické vlastnosti,
vykazuji u AD stejné ucinky. Jejich uzivani je vSak omezené, nebot’ vykazuji ¢etné vedlejsi
ucinky, které mohou souviset s davkou. Studie zaméfujici se na inhibitory cholinesteras mayji
sva omezeni jako je napf. fakt, ze Alzheimerova choroba se vyskytuje pouze u lidi.
Proto pfi vyzkumech neni uzivani zvitfecich modelti moc piinosné (Przybylowska a kol., 2021;

Sharma, 2019; Shinagawa a Shigeta, 2014).

Dle mechanismu ucinku jsou inhibitory cholinesteras rozdéleny na kratkodob¢ piisobici
(takrin, donepezil, galantamin), stfedné¢ dlouho pilisobici a pseudoireverzibilni latky

(rivastigmin). Struktura téchto inhibitorQ je zndzornéna na obr. 7 (Marucci a kol., 2021).
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Takrin Donepezil Galantamin Rivastigmin

Obrazek 7: Struktura klinicky uZivanych inhibitorii cholinesteras pro lécbu AD (Eckroat a kol., 2020)
Reverzibilni inhibitory funguji kompetitivnim nebo nekompetitivnim mechanismem

a maji terapeutické vyuziti. Ireverzibilni modulatory maji toxické Gcinky. Spolecnym znakem

obou typl inhibitori je vazba na periferni nebo katalytické misto enzymu nebo se mohou vézat

na obou vazebnych mistech soucasné¢ (Islam a kol., 2018).

1.2.1 Reverzibilni inhibitory
1.2.1.1 Takrin

Takrin je jeden =zprvnich klinicky uZivanych inhibitori obou cholinesteras.
Jedna se o derivat akridinu. V roce 1993 byl schvaleny FDA pro 1é¢bu AD, u které je G¢inny
pfedevsim u mirné az stfedni formy (Przybytowska a kol., 2019; Przybylowska a kol., 2021).
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Pivodné byl vroce 1945 syntetizovan jako antibakteridlni 1ék pro infikované rany
vojaki, bohuzel nebyl ucinny proti béznym kmenim bakterii. Nasledné studie zjistily, ze se
jedna o inhibitor AChE, ktery zhruba stokrat vice inhibuje BChE nez AChE. V Australii se
v 80. letech 20. stoleti pouzival k1é¢bé akutniho anticholinergniho syndromu. William
Summers poté vyslovil hypotézu, ze by se mohlo jednat o 1¢ék AD (Jarrott, 2017; Marucci a kol.,
2021).

Stejné jako u vétSiny 1é¢iv mohou 1 pii uzivani takrinu nastat nezadouci ucinky.
Mezi né€ patii napf. nauzea, zvraceni, nechutenstvi nebo prijem. Dalsi nevyhodou je kratky
polocas rozpadu, z toho diivodu musi byt aplikovan Castéji. V roce 2013 byl stazen z trhu,
nebot’ u né&j bylo zjisténo hepatotoxické ptisobeni. Stale ale ztistava dilezitym vychozim bodem
pro vyvoj vicecilovych inhibitori cholinesteras. Soucasné modifikace struktury takrinu se
zaméiuji predev§im na nahrazeni benzenového kruhu heterocyklickym kruhem (Eckroat a kol.,

2020; Przybytowska, a kol., 2019; Przybylowska a kol., 2021).

1.2.1.2 Donepezil

Tento inhibitor byl vyvinut s cilem piekonat nevyhody fyzostigminu a takrinu
pii symptomatick¢ 1écbé AD. Jeho pouziti je zaloZzeno na cholinergni hypotéze.
Jedna se o nekompetitivni, selektivni, reverzibilni inhibitor AChE druhé generace.
Je transportovan ptes hematoencefalickou bariéru (BBB) pomoci organického kationtového

transportéru, kde nasledné zvysuje mnozstvi ACh v synaptickych stérbinach (Barfejani a kol.,

2020; Przybytowska a kol., 2021; Shigeta a Homma, 2001).

Obecné je dobie snasen a jeho nezadouci ucinky jsou mirné a piechodné (napi. nespavost,
nevolnost, svalova slabost, priijem, zvraceni nebo bradykardie). Stejné jako u takrinu se i zde

muze vyskytnout hepatotoxicita (Barfejani a kol., 2020; Przybylowska a kol., 2021).

V roce 1996 byl schvalen pro 1écbu mirné az stiedné té€zké AD. Je prodavan pod ndzvem
Aricept a velmi Casto se pouziva v kombinaci s memantinem. Dostupny je ve formé tablet,
v nékterych zemich se vyskytuje v tekuté ¢i transdermdlni podobé (Birks a Harvey, 2018;

Eckroat a kol., 2020; Sharma, 2019).

1.2.1.3 Galantamin

Galantamin je heterocyklicky derivat fenantridinu, izolovany z cibuli a kvéth Galanthus
woronowii a pribuznych rodl, patfici do celedi Amaryllidaceae (napt. cibule narcist).
Byl vyvinut na pocatku 50. let 20. stoleti v Bulharsku pod ndzvem Nivalin (Marucci a kol.,

2021; Mucke, 2015).
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Tento alkaloid ma dvoji mechanismus G¢inku — je reverzibilnim inhibitorem AChE
a alosterickym modulatorem neurondlnich nikotinovych AChR (za pfitomnosti ACh zvySuje
aktivitu téchto receptortl). Ovliviiuje nejen cholinergni pfenos, ale i dal$i neurotransmiterové
systémy (monoaminy, glutamin, kyselinu y-aminoméselnou). Nasledkem jeho ptisobeni je
zlepSeni kognitivnich funkci a psychiatrickych onemocnéni. Aktivitu BChE ovliviiuje

minimalné (Colovi¢ a kol., 2013; Mucke, 2015; Battle a kol., 2021).

Vhledem ke schopnosti prochdzet hematoencefalickou bariérou a ovlivitovat cholinergni
funkce byl v roce 2000 schvéalen v Evropé, USA a Asii jako symptomaticky 1€k proti AD.
Pivodné byl nazyvan Reminyl, v USA se pozdéji pfejmenoval na Razadyne (Atanasova, M.,

a kol., 2015; Mucke, 2015).

Galantamin se pouziva k1écbé myasthenia gravis, myopatie, syndromi rezidudlni
paralyzy po poliomyelitid¢ a k 1é€bé senzorickych poruch CNS. Také bylo zjiSténo, ze miize

rrrrr

dréhy tim, Ze reguluje interferon vy a snizuje interleukin 6 (Mucke, 2015).

Mezi nezddouci ucinky galantaminu patii kiece, t€¢Zkd nevolnost ¢i zmatenost.
Stejné jako takrin je pouzivan jako referencni sloucenina pti objevovani 1éCiv (De Boer a kol.,

2021).

1.2.1.4 Rivastigmin

Rivastigmin je nekompetitivni, pseudoireverzibilni, karbaméatovy inhibitor obou
cholinesteras. Je podavan peroralné pod nazvem Exelon, dostupny je také ve forme
transdermalni néplasti. V roce 2000 byl schvilen FDA pro 1é¢bu vsSech forem AD
a také pro stfedni a tézkou formu Parkinsonovy choroby (Kandiah a kol., 2017; Marucci a kol.,

2021; Przybytowska a kol., 2021).

Mezi nezadouci ucinky patfi zvraceni, nevolnost, prijjem, ubytek hmotnosti az anorexie
nebo bolesti bficha. Krom¢ traviciho traktu muze byt postizena i1 nervova soustava

(bolesti hlavy, synkopy) (Przybytowska a kol., 2021).

1.2.1.5 Huperzin A

Huperzin A je alkaloid ziskany z ¢inské byliny Huperzia serrata. Identifikovan byl
v 80. letech 20. stoleti v Cin&. V tradiéni ¢inské medicing se pouziva pii horeénatych
onemocnénich a zanétech. Je silnym, reverzibilnim, selektivnim inhibitorem AChE

a antagonistou N-metyl-D-aspartdt receptori. Ma& podobny mechanismus uc€inku jako
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donepezil, galantamin a rivastigmin. V nékterych zemich (napt. USA) se uziva jako doplnck

stravy (Marucci a kol., 2021; Yang a kol., 2013).

1.2.1.6 Neostigmin

Neostigmin je ve vod¢ rozpustnd sloucenina, reverzibiln¢ inhibujici AChE.
Je indikovan pro tlumeni u¢inkd nedepolarizujicich nervosvalovych blokatorti po chirurgickém
zakroku. Po jeho podani musi byt pacient monitorovan, protoze muze dojit k cholinergnim
u¢inkim (napt. bradykardie, bronchokonstrikce), které mohou ovlivnit dals$i organy.
Neostigmin je kvartérni amoniova slou¢enina neprostupujici BBB. PouZiva se pti 1é€bé akutni

pseudo-obstrukce tlustého stieva (Ahuja a kol., 2018; Neely a kol., 2021).

Podava se intravendzné, vétSinou s antimuskarinovou latkou (napf. glykopyrolat,
atropin), aby se oslabila parasympatomimeticka aktivita na jinych nesvalovych mistech
acetylcholinovych receptort. Pii podavani 1é¢iva u pacientii s MG by méla byt pouZzita nejnizsi
mozna déavka, kterd se piipadné postupné zvySuje v zavislosti na reakci organismu pacienta

(Neely a kol., 2021).

1.2.1.7 Fyzostigmin

Fyzostigmin je pfirodni derivat karbamatu a reverzibilni inhibitor obou cholinesteras.
AChE inhibuje interakci s aniontovymi a esterovymi misty enzymu. Diky terciarnim aminovym
fragmentim miize prochazet hematoencefalickou bariérou. Byl schvalen FDA pro 1écbu
glaukomu a je schopen =zabranit ireverzibilni vazbé organickych fosfati na AChE.
Diky tomu se uplatiuje proti intoxikaci nervové paralytickymi latkami (Andrade a Gondal,

2022; Arens a Kearney, 2019; Colovi¢ a kol., 2013).

V roce 1864 byl izolovan ze semen Physostigma venenosum (kalabarsky bob), ktery se
hojn¢ vyskytuje v africkych tropech. Jde o velmi toxicky parasympatomimeticky alkaloid

a jeden z prvnich inhibitort cholinesteras na bazi karbamatu (Andrade a Gondal, 2022; Zhang

a kol., 2022).

Kviili tzkému terapeutickému indexu a kratkému polo¢asu rozpadu s cetnymi vedlejSimi
ucinky (prijem, zvySend tvorba slin, Zaludecni kiece, nadmérné poceni) nebyl schvalen
pro lécbu AD. Po pfedavkovani byly zaznamenany ptiznaky cholinergniho excesu jako jsou
halucinace, nadmérné slinéni ¢i poceni. Periferni muskarinové G€inky fyzostigminu zahrnuji
aktivaci nevaskuldrniho hladkého svalstva snaslednou stievni hyperperistaltikou

a potencionalnim bronchospasmem (Arens a Kearney, 2019; Sharma, 2019).
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Existuji i1 derivaty fyzostigminu, které se fadi mezi inhibitory ChE nové generace.
Do této skupiny patii fenserin, tolserin a eserolin. Fenserin je selektivni a nekompetitivni
inhibitor AChE. Tento 1¢k byl klinicky testovan u pacientd s AD, v pocatecnich klinickych

studiich bylo ale zji$téno, Ze neni moc ucinny (Sharma, 2019).

1.2.1.8 Pyridostigmin

Jedna se o synteticky inhibitor AChE, ktery inhibuje hydrolyzu ACh v synaptické
Stérbin€ a zvySuje tak pocet interakci mezi ACh a AChR v neuromuskularnim spojeni.
Vyhodou tohoto 1é¢iva je nepriichodnost hematoencefalickou bariérou, diky ¢emuz je omezena

toxicita pro CNS (Farmakidis a kol., 2018).

Pouziva se pro lécbu myasthenia gravis, pii pooperacnich stavech ilea, 1écbé AD
¢i glaukomu. U MG je pocate¢ni davka stanovena na 60 mg, poddvana kazdych 6 hodin.
Projev ucinku je mezi 15-30 minutami, doba trvani ptiblizné 3—4 hodiny. Davkovani mize byt
zvyseno az na 120 mg. Se zvySujici se davkou ale stoupa riziko nezadoucich ucinkil, mezi které
patii kiece bificha, rozmazané vidéni, zmatenost nebo koma. Mohou se vyskytnout 1 svalové
zaSkuby a kieCe. Pii vysokych davkadch muze dojit az k cholinergni krizi, vyznacované

respiracni insuficienci (Farmakidis a kol., 2018; Malabaey a kol., 2019).

1.2.2 Pseudoireverzibilni inhibitory

1.2.2.1 Karbamaty

Karbamaty jsou organické slouceniny odvozené od kyseliny karbamové (NH.COOH).
Ve struktuie biologicky aktivnich karbamatt jsou organické nebo alkylové substituenty R1
a R2, pfipadné i vodik. R3 vétsinou oznacuji organicky substituent ¢i kov. X potom oznacuje

kyslik nebo siru. Chemicka struktura karbamatt je znazornéna niZe na obr. 8 (Colovi¢ a kol.,

2013)
X
R g

R,

Obrdzek 8: Chemickad struktura biologicky aktivnich karbamati (Colovié a kol., 2013)

Vétsina karbamatii jsou pseudoireverzibilni inhibitory cholinesteras, které se kovalentné
vazou na enzymy a nasledné karbamyluji katalyticky serin. Pro tento proces potiebuji nosny

skelet, ktery navede karbamatovou ¢ast do spravné polohy enzymu. Poté miize byt tato ¢ast
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prenesena na serin CAS a dojde k uvolnéni nosice. Prvnim karbamatem uzivanym jako ChEI

je fyzostigmin (Li a kol., 2017).

Nékteré inhibitory na bazi karbaméni mohou snadno pronikat BBB a inhibovat ChE
v CNS. Preklinické studie doposud prokazaly, ze inhibitory ChE na bazi karbamati mohou
zvysit hladinu ACh a zlepsit tak poruchy chovani. Z toho diivodu maji karbamaty potencial

pro lécbu AD (Li a kol., 2017; Zhang a kol., 2022).

1.2.3 TIreverzibilni inhibitory

1.2.3.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou skupinou polyfenold, které Ilze snadno extrahovat z rostlin.
ZlepSujici kognitivni funkce a dokazi zpomalit neuronélni degeneraci, nebot’ jsou schopny
prochézet hematoencefalickou bariérou a byla u nich prokazana aktivita v CNS.
Mohou snizovat riziko demence regulaci riznych procest, jako je bunécna signalizace
nebo apoptdza. Pii AD vychytavaji reaktivni formy kysliku a snizuji produkci B-amyloidu.
Déli se do Sesti podtiid: flavanony, flavanoly, flavony, flavonoly, antokyaniny a isoflavony

(Kaur a kol., 2022).

Isoflavony (napf. genistein) byly studovany pro vyvoj novych latek pro 1écbu
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je AD. Li a spol. provedli fadu vyzkumt isoflavonu
a jeho derivath a dosli k zavéru, ze tento typ sloucenin vykazuje inhibi¢ni uc¢inky i pro BChE

w1t

k 1écbé AD (Kaur a kol., 2022; Zhang a kol., 2022).

1.2.3.2 Kumarin

Kumarin je ptirodni produkt, vyskytujici se v mnoha rostlinadch. Nejucinnéjsi kumarinové
derivaty obsahuji piperidinylové a ethoxylové skupiny. Snizuji vazebnou energii AChE témért
antialergické, antivirové, antimikrobialni, antimykotické ¢i antioxida¢ni (Anand a kol., 2012;

De Boer a kol., 2021).

1.2.3.3 Bambuterol

Bambuterol je zndmy selektivni inhibitor BChE, nicméné dokaZe inhibovat i AChE.
Jedna se o prolécivo, které muze byt hydrolyzovano BChE za vzniku aktivniho metabolitu
terbutalinu, ktery se pouziva napft. pii 1é€bé astmatu. Nevyhodou bambuterolu je prinik pres

BBB, kdy vznikly terbutalin mtze zptisobovat srde¢ni potize (Li a kol., 2021; Li a kol., 2017).
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1.3 Detekce AChE, BChE a jejich inhibitori
AChE a BChE mohou byt pouzivany jako biochemické markery riznych patologickych

stavil, jako jsou otravy neurotoxickymi latkami nebo poruchy funkce jater (Pohanka a Zakova,

2021).

Meéteni aktivity cholinesteras ma diagnosticky vyznam. Snizeni AChE muze indikovat
otravu n¢kterych z inhibitori, jako jsou organofosforové nebo karbamatové pesticidy
a nervoveé paralytické latky. Snizeni BChE byva zplsobeno poruchou funkce jater.
Pokud je soucasné sniZzend aktivita AChE 1 BChE, lze pfedpokladat, ze u pacienta doslo k otraveé
ireverzibilnim nebo pseudoireverzibilnim inhibitorem (Daneman a Prat, 2015; Pohanka

a Zakova, 2021).

Stanoveni aktivity AChE hraje dtlezitou roli v diagnostice, detekci pesticidi
a nervove paralytickych latek, dale in vitro charakterizaci toxind a 1é¢iv, véetné potencionalni
1é€by Alzheimerovy choroby. Doposud byly pro stanoveni aktivity AChE zavedeny razné
metody — napi. kolorimetrické, fluorescencni, chemiluminiscencni ¢i elektrochemicke.
Déle se aktivita AChE muze stanovovat pomoci radiometrickych enzymatickych testt
nebo imunocytochemickym znacenim enzymti. VéEtSina téchto metod mé vSak své nevyhody

a omezeni (Daneman a Prat, 2015; Rotundo, 2017; Xiao, T. a kol., 2021).

Pro stanoveni inhibitortt AChE se pouzivaji metody zahrnujici napf. tenkovrstvou
chromatografii, vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii, elektrochemické a fluorescencni

metody (Huang a kol., 2020).

1.3.1 Kolorimetrické metody
Mezi optické metody, pouzivané pro mefeni hladin BChE, AChE a jejich inhibitorq, patii
spektrofotometrické stanoveni thioli. Uplatniuje se pfi nich Ellmaniv test a kolorimetricka

detekce H>O; (Xia a kol., 2014).

Ellmanova metoda byla vyvinula Ellmanem a spolupracovniky zacitkem 60. let
20. stoleti. Principem je hydrolyza acetylthiocholinu (ATCh, stanoveni AChE)
nebo butyrylthiocholinu (stanoveni BChE) na thiocholin a kyselinu octovou
(resp. maselnou). Tato reakce je katalyzovana pomoci cholinesterasy. Ve druhém kroku
thiocholin spontanné reaguje s 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinou (DTNB) a vznika
zluté zbarvend aniontova forma 5-thio-2-nitrobennzoové kyseliny, ktera absorbuje viditelné

svétlo pfi vinové délce kolem 412 nm (Daneman a Prat, 2015; Pohanka a Zakova, 2021).
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Protoze kolorimetrické metody nemaji dostate¢nou citlivost, byly vyvinuty pokrocilé

techniky, zalozené na kovovych a magnetickych nanocésticich a kvantovych teckach (Xia
a kol., 2014).

1.3.2 Elektrochemické metody

Pro detekci AChE a jejich inhibitor mohou byt pouzivany i elektrochemické techniky,
zalozené na inhibici AChE. V typickém uspotfadani je enzym nanesen na povrch pracovni
elektrody, aktivita AChE se nasledn¢ sleduje ptidanim substratu do roztoku. M¢fi se redoxni

proud enzymovych produkti (Xia a kol., 2014).

1.3.3 Fluorescen¢ni metody

Fluorimetrickd metoda pouzivana pro stanoveni aktivity AChE mé velky vyznam diky
své jednoduchosti, vysoké citlivosti a rychlé odezvé. Fluorescenéni sondy jsou zavislé
na organickych barvivech a vykazuji dobrou citlivost a selektivitu. Jejich nevyhodou je Spatna
stabilita a nedostate¢na intenzita emise. Aktivita AChE a jejich inhibitorli je urovéna
dle intenzity fluorescence. Pro detekci mohou byt pouZzity polovodicové kvantové tecky, jejichz
vyhodou oproti organickym fluoroforim je vys$i jas, snizeni vybéleni a del§i Zivotnost

(Xia a kol., 2014; Xiao, T. a kol., 2021).

Jako substrat se Casto pouziva thiamin. Mezi jeho vyhody patii vysoka stabilita, dobra
rozpustnost ve vod¢ a snadnd dostupnost. Pomoci vhodnych oxidantli (napt. peroxid vodiku,
organické peroxidy) ho Ize pfeménit na intenzivné fluoreskujici thiochrom. Oxidace je
zprostiedkovana enzymem peroxidasou ¢i enzymovym imitatorem. Za katalyzy kienové
peroxidasy Ize thiamin oxidovat na thiochrom pomoci peroxidu vodiku, s vytéZzkem vySSim
nez 95 %. K oxidaci thiaminu lze pouzit i dalsi ¢inidla, jako je hexakyanoZelezitan, rtut’, zlato
¢i méd. VétSina téchto oxidanti méa ale nedostatky — pfedev§im vysokou toxicitu

nebo nestabilitu (Xiao, T. a kol., 2021).

Jako oxidac¢ni ¢inidlo mohou byt pouzivany i nanodesti¢ky oxidu manganicitého. Dokazi
pfimo oxidovat thiamin na intenzivné fluoreskujici thiochrom. Vyhodou je nizka toxicita

a dobra rozpustnost ve vod¢ (Xiao, T. a kol., 2021).

Pro detekci aktivity AChE se stale vice pouZivaji nanomateridly (kovové nanocastice,
anorganické kvantové tecky) a fluorescencni konjugované polymery. Zde je ale nevyhoda
slozitého vyvoje, ¢asova narocnost a financni stranka, pfipadné toxicita (v ptipadé n€kterych

kvantovych tecek) (Xiao, T. a kol., 2021).

34



1.4 Neurodegenerativni onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni jsou charakterizovand nevratnou ztratou struktury
a funkce nervového systému s naslednym poskozenim neuronti. Zaroven mize dochazet
k vaskularni dysfunkci, hypoperfuzi a dysregulaci cerebrovaskularniho pritoku, apoptoze

nebo zvyseni oxidac¢niho stresu (Ahmad a kol., 2020; Suresh a kol., 2020).

NDD jsou casto spojovana se zménami v cholinergnim systému, kde je hlavnim
neurotransmiterem ACh Stépeny AChE. Acetylcholin je jeden z nejstarSich neurotransmitert
v NS, v PNS se vaZe na své specifické receptory a reguluje svalovou kontrakci. Hraje zasadni
roli v CNS v procesech souvisejicich s behavioralnim chovanim. Jeho nedostatek mize
zpusobit poruchu pfenosu nervovych vzruchli, ochrnuti az smrt. Do neurodegenerativnich
onemocnéni se fadi naptf. Alzheimerova choroba, myasthenia gravis, Parkinsonova
a Huntingtonova choroba, amyotroficka laterdlni skler6za nebo spinocerebeldrni ataxie

(Ashmawy a kol., 2019; Stephenson a kol., 2018; Walczak-Nowicka a Herbet, 2021).

1.4.1 Klinické projevy

Jak jiz bylo uvedeno vyse, u NDD dochazi ke ztraté¢ a poSkozeni synapsi a neuront.
Tento proces je doprovazen vznikem patologickych proteint, které se primarné ukladaji
v mozku a miSe v neuronech i1 gliovych buitkach. Mohou se kumulovat v extracelularnich
mistech, napt. amyloidnich placich. Nékteré z téchto proteinti 1ze detekovat i v perifernich
organech. K patologickym proteinim se ftadi amyloid beta (vznikajici Sté€penim
transmembranového amyloidniho prekurzorového proteinu APP), tau protein (p-tau),
a-synuklein, prionovy protein a FET proteiny (RNA-vazebny protein FUS, Ewinglv
RNA-vazebny protein a TATA-vazebny protein). PoSkozeni neuroni byva casto spojeno
s chronickou aktivaci imunitni odpovédi v CNS, v nékterych ptipadech i s vlivem virovych
infekci, nasledkem mrtvice nebo v dusledku geneticky podminénych onemocnéni bilé hmoty

mozkové (Kovacs, 2019; Stephenson a kol., 2018).

Klinicky se NDD projevuji poklesem kognitivnich funkci, demenci, zménou funkce
mozku s néaslednym postizenim neokortikalni oblasti a hipokampu. Mohou se rozvinout
hyperkinetické, hypokinetické a cerebralni pohybové poruchy. Klinické symptomy jsou urceny
anatomickou oblasti, kterd vykazuje neuronalni dysfunkci. Symptomy nejsou zavislé
na distribuci patologického proteinu, nebot’ ten se nemusi vZdy vyskytovat. Piestoze se klinické
ptiznaky jednotlivych chorob li8i, zakladni pfi¢iny na molekuldrni Grovni jsou témeét stejné

(Kovacs, 2019; Suresh a kol., 2020).
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1.4.2 Klasifikace
Klasifikace je zalozena na klinickych pfiznacich, anatomickych oblastech, typu bunék
a konformacné¢ zménénych proteinech, Ttcastnicich se patologického procesu.

Existuji dvé formy NDD — dédi¢na a sporadicka (Kovacs, 2019; Suresh a kol., 2020).

Molekularné-patologickd klasifikace je zaméfena na rozliSovani synaptickych,
intracelularnich a extracelularnich akumulacich proteinii. U intracelularnich akumulaci se

urcuje subcelularni umisténi — napft. jaderny, cytoplazmaticky, buné&cny proces (Kovacs, 2019).

1.4.3 Lécba
K Iécbé téchto onemocnéni se Casto pouzivaji inhibitory AChE nebo antagonisté

muskarinovych a nikotinovych receptorti (Walczak-Nowicka a Herbet, 2021).

Vyznam by pfi 1écbé NDD mohl mit neurovaskularni systém. Studie zatim naznacuyji,
ze dysfunkce tohoto systému (konkrétné rozpad BBB a zména pritoku krve v mozku) zptsobuyji
akumulaci toxickych proteini prostupujicich z krve do CNS. To vede k neurodegeneraci
a nasledné smrti neuronti. V souCasné dobé zatim neexistuji zadné terapeutické zakroky,

které by zabranily nebo zpomalily progresi neurodegenerace (Ahmad a kol., 2020).

1.4.4 Prevalence

Prevalence zévisi na konkrétni zemi, celosvétové se ale jednad o nejrozsifend)si
onemocnéni demence a zaroven nejcastejsi pricinu umrti. Nartist demence je ¢astecné zptisoben
postupnym zvySovanim véku populace, nebot’ mozek u star§iho c¢lovéka je nachylnéjsi
k poskozeni  (napi. virovou infekci). Piikladem je virus Zika, piispivajici
k neurodegenerativnim onemocnénim u seniort a majici také vliv na mozek béhem vyvoje

(Stephenson a kol., 2018).

1.4.5 Hematoencefalicka bariéra

Neurony v CNS komunikuji pomoci chemickych a elektrickych signali. Pro spolehlivou
nervovou signalizaci je velmi dilezitd pfesna regulace iontového prostfedi v okoli synapsi
a axonl. Hlavni roli v této regulaci hraji bariérové vrstvy na rozhrani krve a nervové tkané

(Abbott a kol., 2010).

Hematoencefalickd bariéra je tvofena endotelovymi buikami, které tvoii stény cév,
prokrvujici CNS. BBB poskytuje stabilni prostfedi pro funkce nervii a diky kombinaci
specifickych iontovych kandlii a transportérii udrzuje optimalni prostfedi pro synaptickou

signalizaci. Vlastnosti BBB umoziuji regulovat a piipadn€ zabranit prichodu mnoha
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makromolekul a neurotoxickych latek (metabolity, xenobiotika) do mozku. Diky tomu
je nervova tkan chranéna pred toxiny a patogeny. Na obr. 9 je zndzornéno schéma BBB

s normalni funkei (Abbott a kol., 2010; Daneman a Prat, 2015).
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Obrazek 9: Hematoencefalicka bariéra (Jnaidi, a kol., 2020)

U neurologickych onemocnéni (napt. Alzheimerova choroba, roztrouSena sklerdza
nebo mrtvice) mtize dojit ke ztraté vlastnosti BBB. To mé za nasledek dysregulaci iontli, zménu
homeostazy a prunik imunitnich bunék a molekul do CNS. Nasledn¢ dochazi k dysfunkci

a degeneraci neuronti (Daneman a Prat, 2015).

Narozvoji AD se muze podilet dysfunkce strukturalnich slozek BBB (pericyty, astrocyty,
cévni endotelidlni bunky). Pii dysfunkci BBB dochazi k poruse transportu AP z mozku
do periferniho ob¢hu, vyvolani neurozanétu a oxidacniho stresu. Nasledn¢ je zvySena aktivita
B-sekretasy a y-sekretasy a tvorba AP. AP se hromadi v mozku, nebot’ jeho nadbytek nemuze
byt dostatecné odstranén kviili nefunkcnosti bariéry. Postupné hromadéni AP poté vede
ke zhorSeni kognitivnich funkci a vzniku demence. Z tohoto diivodu by regulace funkce BBB

mohla byt novym terapeutickym cilem pro [é€bu AD (Cai a kol., 2018; Daneman a Prat, 2015).

1.4.6 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je komplexni, heterogenni, neurodegenerativni onemocnéni
s chronickym pribéhem. Jde o nejcastéjsi formu demence, pii kterém dochdzi ke ztraté
cholinergniho systému a snizovani hladiny ACh v ¢astech mozku, dilezitych
pro chovani, pamét, emoc¢ni reakce a uceni. Nasledkem toho vznikd porucha kognitivnich
funkci, zména behavioralniho chovani nebo dezorientace (Anand a kol., 2012; Perkovic

a Pivac, 2019).
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Pocatecni faze je charakterizovana neschopnosti ukladat nové vzpominky, v pozd¢jsich
fazich dochézi k progresivnim zménadm v chovani. Mezi rizikové genetické faktory zvySujici
pravdépodobnost AD patii alela APOE €4 (Lopez a kol., 2019; Robinson a kol., 2018; Sharma,
2019).

1.4.6.1 Charakteristika a patologie AD

AD je charakterizovana extracelularnim uklddanim AP fibril a intraneuronélni akumulaci
abnormalné fosforylovaného tau proteinu. Mezi zakladni rysy patii amyloidni plaky,
neurofibrilarni spleti a cerebralni atrofie. Amyloidni plaky jsou extracelularni akumulace beta
amyloidu v Sedé klife mozkové, obsahujici pfevazné abnormalné slozeny AP fetézec obsahujici
40 nebo 42 aminokyselin. Déle se u AD vyskytuji neurofilni ¢i dystroficka vldkna (Kovacs,
2019; Lane a kol., 2018).

Pti akumulaci AP v riznych oblastech mozku vznika kaskdda biochemickych dé&j,
zahrnujici vznik volnych radikal, zanét, dysregulaci vépniku ¢i poSkozeni membrany
neuronalnich bunék. To ma za nésledek neuronalni dysfunkci, vedouci k makroskopické atrofii.
U starSich pacientli se Casto vyskytuje smiSena patologie, zahrnujici vaskularni onemocnéni

¢i Lewyho téliska (Anand a kol., 2012; Lane a kol., 2018).

V pribéhu AD muze dochazet i k bytku a dysfunkci pericytt, které hraji dilezitou roli
v odstraiiovani agregovaného Af. Degeneraci pericyti dochdzi ke zvySovani hladiny AP
a degradaci BBB. V disledku toho vstupuji bunky imunitniho syst¢ému do mozku
a podporuji vznikajici zanét, ktery mize ovlivnit rozvoj neurodegenerativnich
nebo cerebrovaskularnich onemocnéni. V minulych letech probéhlo nékolik studii na mysich,
jako je studie vedena Sagarem a jeho kolektivem, ktefi objevili, ze nedostatek pericytii vede

k patologickému rozvoji tau proteinu (Ahmad a kol., 2020).

Za patogenezi AD jsou zodpovédné predevSim patologické zmény a dysfunkce
neurocholinergniho systému, [-amyloidu a agregace indukujici neuralni apoptodzu,
hyperfosforylaci tau proteinu tvoficiho senilni plak, neurofibrilarni klubka aj. Na obr. 10 je
znazornéno srovnani mozku a neuronii zdravého ¢lovéka s pacientem trpicim AD (Li a kol.,

2018).
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Obrazek 10: Srovnani mozku zdravého cloveka (a) s pacientem trpicim AD (b) (Breijyeh
a Karaman, 2020)

Nekteré studie se snazily zjistit, zda zmény aktivity AChE a jejich izoforem odréazeji stav
centralniho cholinergniho syst¢tmu u AD. Studie AChE v mozkomiSnim moku jsou
lumbalni punkce, strava ¢i prostfedi, kde se pacient nachazi). Za piisné¢ kontrolovanych
podminek (lumbalni punkce byla provadéna po dobu alespoit 2 tydni po nocnim klidu
a po 3 dnech dodrzované diety) byl u AD pozorovan mirny pokles (16 %) aktivity AChE
v mozkomisnim moku. OvSem tento pokles byl stanoven pouze v nékterych piipadech, jini

autofi nenasli u pacientit s AD vyznamné rozdily v aktivité AChE (Talesa, 2001).

Dale byla snaha zjistit souvislost aktivity AChE v krevnich buiikéch a plazmég. V plazmé
ani u trombocytl nebyly zjistény Zadné zmény aktivity ani AChE ani BChE. U erytrocyti bylo
prokazano, Ze se aktivita BChE snizila o 40 %, zatimco aktivita AChE ziistala nepozménéna.
Naopak u lymfocytl byla aktivita AChE sniZena a aktivita BChE nevykazovala Zadné zmény.
Po rozdéleni pacientli s AD do familiarni a sporadické skupiny vykazovaly lymfocyty pacienti
ze sporadické skupiny vyznamné snizeni aktivity AChE (o 60 %), u erytrocytl byla aktivita
BChE snizena o 45 % (Talesa, 2001).
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1.4.6.2 Diagnoza
Diagnoéza je vzdy pouze pravdépodobnd, nebot’ definitivné mize byt stanovena pomoci

autopsie (Lane a kol., 2018).

Studie vedend Robinsonem a kol. se zabyvala rozsahem proteinopatii proteinu tau,
amyloidu B, a-synukleinu a TDP-43. Doslo k pitvé celkem 766 jedinct, ztoho bylo 247
post mortem pacientii s AD. U AD doslo ke zvySeni a-synukleinu (41-55 %) a TDP-43
(3340 %) (Robinson a kol., 2018).

U pacientii s AD byla post mortem vysetfovana kortikalni a subkortikalni oblast mozku.
Byla zjisténa absence enzymaticky aktivni globularni formy G4, kterd je za normadlnich
okolnosti pfednostné exprimovand na cholinergnich synapsich. Nasledkem toho doslo
ke snizeni poméru G4/G1 molekularnich forem AChE. Tento pomér koreluje s trovni aktivity
presynaptického cholinergniho markeru cholinacetyltransferasy ve zdravé fungujicim mozku.
Proto muze slouzit jako marker pro tato mista. Forma G4 AChE piedstavuje vice
jak 80 % celkové aktivity AChE transportované v axonech. Pfi jeji ztraté dochazi k ukladani
amyloidniho proteinu mimo neurony. Nasledkem je tvorbou plaki. Mimo to dochézi
k intraneuronalnimu rozvoji  neurofibrilarnich  klubek. Oba tyto procesy patii

mezi histopatologické markery Alzheimerovy choroby (Talesa, 2001).

1.4.6.3 Lécba

Lécba AD se zaméiuje na posileni cholinergni funkce pomoci agonistii cholinergnich
receptorti a inhibitor acetylcholinesteras. Pouziva se nékolik AChEI rtiznych chemickych
struktur a mechanismi U¢inku. V soucasné dobé se vyuZzivaji inhibitory cholinesteras
(donepezil, galantamin, rivastigmin) spolu s antagonistou N-methyl-D-asparatovych receptoru.
Jednd se o slou€eniny strukturdlné rozmanité, liSici se farmakokinetickymi vlastnostmi
a uplatilyjici odliSné mechanismy inhibice enzymi. Jejich ucinnost by méla byt ale stejna

(Kietczewska a kol., 2021).

Jelikoz je AD komplexni multifaktoridlni porucha, terapie by se méla zamétrovat nejen
na cholinergni systém ale 1 na dal$i neurotransmitery. Dulezité je zahdjit 1é€bu v pocatku
onemocnéni, kdy jsou pfiznaky mirné. Predev§im u starSich lidi by mély byt provadény

prevence (Galimberti a Scarpini, 2016).

Vzhledem k zdvaznosti a sloZzitosti tohoto onemocnéni bylo doposud pro 1écbu

wrwe

1é¢iv, ktera projdou schvéalenim, ale i jejich Spatnou ucinnosti. Kviili tomu se AD doposud fadi
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mezi nevyléCitelnd onemocnéni. Soucasnd farmakologickd terapie, vcetné inhibitord
cholinesteras, bohuZzel neptfedstavuje 1écbu jako takovou, nebot’ 1é¢i pouze symptomy, nikoli

progresi demence (Li a kol., 2018; Przybytowska a kol., 2019).

Utinnost téchto 18¢iv je omezena nejen v diisledku vzniku vedlej§ich u¢inkd (zvracent,
nevolnost, ubytek hmotnosti), ale 1 kviili nedostatecné schopnosti zastavit progresi onemocnéni.
Z toho divodu by bylo pfinosné navrhnou nové inhibitory AChE, které by vychazely
z cholinergni hypotézy, kdy AChE obsahuje dvé vazebna mista (CAS a PAS), zodpovédna
za tvorbu amyloidnich plaki. Objev nové molekuly interagujici s t€mito misty by mohl zabranit

agregaci AP a stat se tak zdkladem pro vyvoj latek proti A (Sharma, 2019; Zia a kol., 2022).

1.4.6.4 Prevalence

AD je jedno z nejCastéjSich neurodegenerativnich onemocnéni zptsobujicich demenci
a poruchu paméti. Celosvetoveé predstavuje 60—70 % pripadi demence. Zaroven jde o Ctvrtou
nejcastéjsi pricinu tmrti v pokrocilém véku (Lane a kol., 2018; Sharma, 2019; Zhang a kol.,

2022).

Vyskyt onemocnéni stoupd v souladu se zvySujicim se vékem piedevsim ve vyspélych
zemich a Castéji se vyskytuje u zen. Primérnéa doba Zivota po stanoveni diagnézy AD ve véku

nad 65 let je odhadovana na 4-8 let (Ahmad a kol., 2020; Dundar a kol., 2019; Kovacs, 2019).

Dle informaci vydanych vroce 2021 Alzheimer’'s Disease International trpi
Alzheimerovou chorobou vice nez 55 miliona lidi na celém svété. Predpokladany vyskyt
v nasledujicich letech ma byt mnohem vyssi, do roku 2030 pravdépodobné¢ dosahne 78 miliont
pacient. Predpoklddany odhad vyskytu AD kroku 2050 pravdépodobné vzroste
na 132 milionii (Li a kol., 2018; Zhang a kol., 2022).

1.4.6.5 Cholinergni hypotéza

Tato hypotéza byla navrzena v roce 1976. Vznikla na zaklad¢ faktu, ze u AD dochazi
ke ztraté cholinergnich neuronl, coZ ma za nasledek sniZzenou hladinu neurotransmiteru
acetylcholinu. Pfedpoklada se, Ze cholinergni funkci Ize =zlepSit inhibitory AChE
nebo antagonisty nikotinovych ¢i muskuldrnich receptor. Obé tyto varianty jsou pouZivany
pii 1é€beé pacientl s AD. Pokud je nadmérna aktivita AChE, dochazi ke sniZeni koncentrace
ACh a nasledné¢ degeneraci cholinergniho systému. Proto se AChEI pouZzivaji k omezeni
degradace ACh tim, ze jsou schopny zvysit funkci nervovych bunék, a to ma za nasledek
zvySeni koncentrace ACh. Pti pouziti téchto inhibitorti miize dojit ke zlepSeni Zivota pacienta,
ale terapie je pouze symptomaticka (Liu a kol., 2017; Liu a kol., 2019; Sharma, 2019).
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1.4.6.6 Amyloidni hypotéza

Druhou hypotézou, pokousejici se vysvétlit patogenezi AD, je hypotéza amyloidni,
navrzena v roce 1991. Jako pfi¢ina onemocnéni je uvadéno hromadéni amyloidnich peptidi
v mozku. ZvySena produkce nebo snizend clearance B-amyloidu ma neurotoxicky ucinek

na zralé neurony, coz vede ke smrti t€chto bunék (Li a kol., 2018).

V neamyloidni draze je amyloidni prekurzorovy protein priméarné $tépen a-sekretasou
a nasledné y-sekretasou. V amyloidni drdze plni nejprve ulohu B-sekretasa, kterd uvolituje AP
do extracelularniho kompartmentu. Nasledné se uplatiiuje y-sekretasa a nastava stépeni APP.
Z tohoto hlediska je inhibice B-sekretasy u¢inna pro inhibici AP a neuroprotekci u pacienti
s AD. APP je dllezitym modulatorem AChE na transkripéni trovni a m4 na AChE represivni
ucinky. Podle vyzkumi existuje mezi cholinergni a amyloidni hypotézou spojeni — synapticka
forma AChE se spojuje s plaky v mozku (Jean a kol., 2019; Li a kol., 2018; Walczak-Nowicka
a Herbet, 2021).

1.4.6.7 Hypotéza tau proteinu

U hypotézy tau proteinu jsou pfi¢inou AD neurofibrilarni spleti, tvofici se
z hyperfosforylovaného proteinu tau. Tento protein stabilizuje mikrotubuly, coz je
za normalnich okolnosti dulezité pro spravné fungovéani neuronti. V nativnim stavu p-tau
postradda definovanou trojrozmérnou strukturu. To vede ke zvySené néchylnosti
a abnormalnimu skladani. Bylo prokédzano, Ze nadmérna exprese p-tau zptisobuje zvyseni
aktivity AChE v mozku s naslednym vycerpanim ACh v nervovém systému. P-tau se
kolokalizuje s AChE ptedevsim v cytoplazmatickych buiikach (Cortés-Goémez a kol., 2021;
Przybytowska a kol., 2019; Sharma, 2019).

Hyperfosforylace  p-tau je  stimulovdna agregaci amyloidniho  peptidu.
Dochdzi k destabilizaci peptidu a ndsledkem toho je destabilizace cytoskeletu a degradace
bunck. Mimo to se vldkna hyperfosforylovaného p-tau, ktera jsou Sroubovité sto¢ena, agreguji

a vytvarejl neurofibrilarni spleti, coz je dulezity taktor 1Z owska a kol., .
ytvareji fibrilarni spleti, coZ je dileZity faktor AD (Przybylowska a kol., 2019)

1.4.7 Myasthenia gravis

Myasthenia gravis je autoimunitni onemocnéni a zarovenl nejcastéj$i onemocnéni,
u kterého dochazi k poruse neuromuskuldrniho pienosu. Dochazi k tvorbé patogennich
protilatek, které se vazou na slozky neuromuskuldrnich synapsi — nejcastéji na AChR,
ale i na receptory svalové specifické kinasy, argininu aj. Projevem je tinava kosterniho svalstva,

véetné celkové slabosti a zasazeni okohybnych svalll. Protilatky proti AChR patii prevazné
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do podtiidy IgGl a IgG3. Mohou aktivovat komplement na postsynaptické membrané
a zpusobit destrukci a ztratu AChR (Bubuioc, 2021; Farmakidis a kol., 2018; Lazaridis
a Tzartos, 2020).

1.4.7.1 Charakteristika MG

MG postihujici déti 1ze rozdélit do 3 forem: prechodna neonatalni myasthenia, vrozené
mysthenické syndromy a juvenilni myasthenia gravis. Juvenilni forma postihuje predevs§im
extraokularni svaly. Pfi zasaZeni kosternich svalti dochazi ke generalizované slabosti a unave,

pii zasaZeni dychacich svali k respiracnimu selhani (Peragallo, 2017).

Prvni symptomy se projevuji na o¢nich svalech. U vétSiny pacientli se pak rozsifi
do dalsich kosternich svalli, u men$i C¢asti pacienti mohou zistat lokalizovang.
Déli se podle véku na MG s nastupem casnym (do 50 let véku) a pozdnim (nad 50 let) (Lazaridis
a Tzartos, 2020).

1.4.7.2 Diagnostika

Diagnostika MG probiha pomoci sérologického vysetteni, u kterého se prokazuji vyse
zminéné protilatky proti AChR. Nasledné je provadéno elektrofyziologické vysSetieni
a posouzeni odpovédi na inhibitory AChE. Titr protilatek sice nekoreluje se zdvaznosti
onemocnéni, je ale spojen se symptomy a odpovédi na terapii. Detekce protilatek je nejcastéji
provadéna radioimunoprecipitacnim testem, zalozeném na nepfimém znaceni AChR
125-I-a-bungarotoxinem (antagonista AChR). Diagnoza by méla byt stanovena na zaklade
klinického vysetieni, vyskytu protilatek proti AChR v séru, opakované¢ nervové stimulace

a elektromyografie (Lazaridis a Tzartos, 2020; Peragallo, 2017).

1.4.7.3 Lécba

Terapie se zamétfuje predevSim na podéavani inhibitori AChE. Déle se pouZzivaji
imunosupresiva, plazmaferéza nebo intravendzni imunoglobuliny (IVIg). Nevyhodou je velka
fada nezadoucich UCinkl. Z toho divodu je v poslednich letech snaha zamcfit 1écbu
na antigenné¢ specifické autoimunitni sloZky imunitniho systému. V tomto ptipadé¢ je terapie

provadéna individualng, kdy nutnosti je znat dané protilatky pacienta (Lazaridis a Tzartos,

2020).

Symptomaticka 1écba zahrnuje cholinesterasové inhibitory, které byly objeveny
a zavedeny do lékaiské praxe béhem 19. stoleti. Patii sem napt. pyridostigmin (kapitola

1.2.1.8). Jednou z prvnich plo$né zavedenych 1éceb MG byla imunosupresivni terapie pomoci
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kortikosteroidii. Mezi imunosupresiva pouzivand pro 1é€bu tohoto onemocnéni patii
azathioprin, cyklosporin, mykofenolat mofetil nebo metotrexat. Azathioprin je cytotoxicky
antimetabolit inhibujici DNA a RNA syntézu, bunéfnou replikaci a funkci lymfocyti.
V 70. letech 20. stoleti se v Evropé stal nejrozsifenéjSim imunosupresivem pouzivanym
pro 1é¢bu MG. Mykofenolat mofetil inhibuje syntézu guanosinovych nukleotidt, kterd je
dilezita pro funkci T a B lymfocytd. Nevyhodou této 1éCby je schopnost kortikosteroida tlumit
imunitni odpovéd’ snizenim produkce zanétlivych cytokinti a endotelidlni adheze leukocytu.
Daéle se vyskytuji nezadouci Gc¢inky jako hypertenze, demineralizace kosti, diabetes mellitus

¢1 neuropsychické poruchy (Farmakidis a kol., 2018).

Koncem roku 2017 byl pro 1écbu dospélych s MG schvdlen eculizumab.
Jedna se o rekombinantni monoklonalni protilatku podavanou intravendzné. Principem Gc¢inku
je inhibice Sté€peni C5 sloZky komplementu. Primarné je urcen pro stiedné tézky az tézky
pribéh MG, imunoterapie ale neni ucinna u pacientll majicich protilatky proti AChR.
Doporucené davkovani je 900 mg tydné prvni mésic, 5. tyden je davkovani zvyseno na 1200 mg
a nasledné upraveno na 200 mg podavané kazdé 2 tydny. Pied zahajenim terapie je dilezité

meningokokové ockovani (Farmakidis a kol., 2018).

Dalsi moznosti 1écby je thymektomie (chirurgické odstranéni brzliku). Indikuje se
v ptipadech, kdy pacienti neodpovidaji na imunoterapii nebo maji v disledku 1écby
kortikosteroidy vazné nezddouci ucinky. Thymektomie by méla byt zvazena u déti
s generalizovanou MG, u kterych se vyskytuji protilatky proti AChR, a to v pfipade,
kdy je odpovéd’ na lécbu pyridostigminem neuspokojivd nebo aby se mohlo predejit

komplikacim pfi [é¢b€ imunosupresivy (Sanders a kol., 2016).

Ke kratkodobé 1écbé predevSsim u pacientii s zivot ohrozujicimi symptomy
(napt. respiracni insuficience) se indikuje vyména plazmy (PLEX) nebo intravenosni
imunoglobuliny. Tyto metody se pouzivaji i pfed zacdtkem podani kortikosteroidil
¢1 u pacientli s nedostatecnou odpovédi na jinou lécbu. Volba mezi PLEX a IVIg zavisi
na zdravotnim stavu pacienta, PLEX nelze pouZit napf. u pacienti se sepsi, [VIg
u pacientd srendlnim selhanim. U téZké generalizované MG jsou obé tato [éCiva
pravdépodobné stejné ucinna. U mirng&jsi a o€ni MG je ucinnost IVIg snizena, ale mohou byt

vhodna pro 1é¢bu refrakterni MG (Sanders a kol., 2016).

Problémem pii 1é€bé MG je heterogenita tohoto onemocnéni, kvili ¢emuZ neexistuje

nejlepsi obecny pfistup pro vSechny pacienty. V fijnu 2013 se sesli odbornici organizace
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Mysthenia Gravis Foundation of America s cilem vypracovat doporuceny postup pii 1éCbe.
Dosli k zavéru, ze pyridostigmin by mél byt soucasti pocatecni 1écby u vétSiny pacientd,
s davkou upravenou dle individudlnich pfiznakti nemocnych. Kortikoidy by se mély pfedepsat
az u pacientd, ktefi na lécbu pyridostigminem nereaguji, po cCase se jejich davka
ale musi snizit. Pokud jsou kortikosteroidy kontraindikovany ¢i odmitnuty, méla by se zacit
podavat nesteroidni latka. Ta se také pouziva i v pfipad¢€, ze se rozvinou vazngjsi nezadouci
ucinky po podavani kortikosteroidl, odpoveéd’ na kortikosteroidy je nedostatecna ¢i se davka

kortikosteroidd neda snizit kvili relapsu symptomu (Sanders a kol., 2016).

1.4.7.4 Prevalence

Pocet pacienti s MG stale roste a za poslednich 20 let se vice neZz zdvojnasobil,
celosvétova prevalence je okolo 700 000 jedincti. Nartst je pravdépodobné zplisoben zvysujici
se délkou zivota, diagnostice a nasledné 1écbé tohoto onemocnéni. Myasthenia gravis dostala

svlj ndzev kvili velké timrtnosti v predeslych letech. Souc¢asna umrtnost se uvadi v rozmezi

0,06-0,89 na 1 mil. osob za rok (Bubuioc, 2021; Farmakidis a kol., 2018).
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2 CIL PRACE

Cilem prace bylo porovnat klasickou Ellmanovu metodu, pouzivanou pro sledovani
aktivity a inhibice cholinesteras, u které se jako substrdt pouziva acetylthiocholin,
se spektrofotometrickymi metodami uzivajicimi jako substrat indoxylacetat. K detekci
produktu vzniklého hydrolyzou indoxylacetatu bylo vyuzito méteni absorbance a fluorescence.
Na zékladé ziskanych dat byly vybrany vhodné podminky pro stanoveni inhibi¢ni u¢innosti

vybranych inhibitorti cholinesteras.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Acetylcholinesterasa z pauhofte elektrického (Sigma-Aldrich)
AChE rozpusténa v 0,1 M PBS pH 7,4

Butyrylcholiesterasa z konského séra (Sigma-Aldrich)
BChE rozpusténa v 0,1 M PBS pH 7,4

Indoxylacetat (IA)

5.107° M IA rozpustény v 5% ethanolu

0,1 M fosfatovy pufr (PBS)

4 g NaCl, 0,1 g KH PO4, 1,45 g NoHPO4.12H,0, 0,1 g KCI do 500 ml demineralizované vody,

pH upraveno na 7,4 (vSe od Penta)

5% ethanol — k pfipravé koncentraci substratu IA a spolu s PBS jako blank pfi reakcich

vyuzivajicich IA

Ellmanovo ¢inidlo (DTNB) (Sigma-Aldrich)

5.10* M 5,5’ -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
Acetylthiocholin jodid (ATCh) (Sigma-Aldrich)

0,1 M roztok ATCh v PBS — substrat pro stanoveni aktivity AChE

Inhibitory (tab. 1); 0,01 M rozpusténé v DMSO, poskytnuty Katedrou organické

a bioorganické chemie (Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové)

Tabulka 1: Prehled testovanych inhibitorii

oznaCeni | -R obecna struktura

inhibitoru

1 -Cl o

2 -H {

3 _CF3 O%N HN R
4 -CH; < >

5 -OCHs S )\s

6 -NO»
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Rivastigmin (Sigma-Aldrich)
Rivastigmin tartarat rozpustény v demineralizované vodé na koncentraci 1.10> M
Galantamin (Sigma-Aldrich)

Galanthamin hydrobromid rozpustény v demineralizované vodé na koncentraci 2.1072 M

3.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Ptistroj BioTek Synergy H1 microplate reader

Mikrotitracni desticka

Jednokanalové a multikanéalové pipety (Eppendorf, Biohit, Sartorius)

Mikrozkumavky

3.3 Stanoveni aktivity enzymu

Stanoveni aktivity enzymi AChE a BChE bylo uskutecnéno Ellmanovou metodou.

Tato metoda je zlatym standardem pro urceni aktivity cholinesteras.
Nejprve byl zméten blank, ktery obsahoval:

0,1 M ATCh (0,08 ml),
- 5.10*M DTNB (0,8 ml),
1,192 ml PBS (o pH 7,4).

Objem PBS byl dopocitan do celkového objemu reakéni smeési (2 ml). Nasledné bylo

provedeno samotné stanoveni aktivity obou cholinesteras, u kterého bylo davkovano:

- 0,1 M ATCh (0,08 ml),

- 5.10*M DTNB (0,8 ml),
- 0,008 ml AChE (BChE),
- 1,184 ml PBS (o pH 7,4).

Stejn€ jako u blanku i zde byl celkovy objem reakéni smési 2 ml. PBS bylo opét
dopocitano z celkového mnozstvi smési po odecteni ptidaného objemu ATCh, DTNB
a AChE (BChE). Enzym byl vzdy davkovan jako posledni, nebot’ po jeho pfidani

do smési dochazi ke startu reakce.

Meéteni probihalo pii laboratorni teploté, pfi vlnové délce A = 412 nm, po dobu
70 s v intervalech 3 s. Kazdé méteni bylo provedeno vzdy alespon tiikrat, namétené hodnoty

byly nasledné¢ zprimérovany. Do grafu byla vynaSena zavislost absorbance na Ccase.

48



Z vyneseného grafu byla pomoci rovnice regrese spocitdna dand aktivita enzymu. Z definice
jednotky enzymové aktivity byla za hodnotu ¢asu dosazena hodnota 60. Vysledna absorbance

byla nakonec vynéasobena ptepocitavacim faktorem (17,67), ktery zahrnuje:

délku kyvety (1 cm),

molarni absorpéni koeficient (14150 M.cm™}),

celkovy objem reakéni smési (2 ml),

objem davkovaného enzymu (0,008 ml).

3.4 Stanoveni reaké¢ni rychlosti

U obou cholinesteras (AChE a BChE) byly reakéni rychlosti téchto enzymt méfeny
celkem tfemi zpisoby s vyuzitim dvou substrath — acetylthiocholinu a indoxylacetatu.
ATCh byl vyuzit u Ellmanovy metody, IA u UV/Vis spektrometrie a fluorimetrického méteni.
U vSech méfeni bylo zvoleno 810 koncentraci pfislusného substratu (IA, ATCh), které byly

do mikrotitra¢ni desticky davkovany vzestupné.

Zacatek reakce nastava po smiseni enzymu a substratu, z toho divodu byl u vSech méteni

pridavan dany enzym (AChE, BChE) jako posledni a ihned nasledovalo méieni.

3.4.1 Stanoveni rychlosti hydrolyzy acetylthiocholinu cholinesterasami
(Ellmanova metoda)

U Ellmanovy metody se jako substrdt pouziva acetylthiocholin. Tato metoda
je rychld, levna a slouzi k métfeni aktivity cholinesteras. Principem je hydrolyza acetyl-
nebo butyryl- thiocholinu pomoci cholinesteras (AChE, BChE) a reakce thiocholinu
s thiolovym cCinidlem DTNB (5,5 -dithiobis-2-benzoova kyselina). Vznikd kyselina
5-thio-2-nitrobenzoova (TNB). Nevyhodou této metody je nestabilita cinidla DTNB,
které muze ve vzorku interagovat s volnymi sulthydrylovymi skupinami a nasledné maze dojit

k ovlivnéni aktivity cholinesteras. Na obr. 11 je znazornén princip této reakce (Shetab-

Boushehri, 2018; Dingova, D. a kol., 2014).
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Obrazek 11: Hydrolyticka (enzymova) reakce s pouzitim substratu a Ellmanova cinidla (Zeman a kol.,
2018)

Jak jiz bylo uvedeno, pii Ellmanové metodé€ byl jako substrat pouzit 5 mM zasobni roztok
ATCh. Piipravilo se 8 koncentraci tohoto substratu tak, aby jednotlivé koncentrace
ve vysledné reakéni smési byly v rozmezi 1.10°-5.10"° M. Koncentrace byly piipraveny
nafedénim zasobniho roztoku ATCh v PBS. Aktivity u obou enzymi (AChE, BChE)

ve vysledné reakéni smési byly zvoleny nasledovné: 0,1; 0,2; 0,3 a 0,4 U.
Reakéni smés v jamkach obsahovala slozky o vysledné koncentraci:

- ATCh o nami zvolené koncentraci (40 ul),

- 1.10* M DTNB (40 pl),

- PBS (dopocitano do celkového objemu 200 pul),

- AChE / BChE v takovém objemu, aby vysledna aktivita v celkové reakéni smési byla
0,1-0,4 U.

Pti laboratorni teploté¢ byla méfena zavislost absorbance (A = 412 nm) na case.
Celkova doba méfeni byla nastavena na 1 min a doba opakovéani na 3 s a jednotlivé

koncentrace substratu byly méteny zv1ast, vzdy v dubletu.

Nasledné byly v programu GraphPad Prism 8.0.1 zpracovany jednotlivé zavislosti —
zavislost absorbance na Case (ze které se poté vypocitaly reakéni rychlosti
u jednotlivych koncentraci substratu), saturacni kiivka (zavislost reakéni rychlosti
na koncentraci substratu), linearizované zavislosti (zavislost pfevracené hodnoty reakéni
rychlosti na ptfevracené hodnoté koncentrace substratu) a graf zavislosti zpriimérovanych
reakcnich rychlosti na koncentraci substratu pii danych aktivitich enzymi. Vysledky vSech

méteni byly zprimérovany.

50



3.4.2 Stanoveni rychlosti hydrolyzy indoxylacetatu cholinesterasami
Indoxylacetat byl pouzit pii UV/Vis spektrometrii a fluorimetrickém méfeni.

Je tedy vyuzivén jako chromogenni a fluorescencni substrat.

Principem reakce je hydrolyza indoxylacetatu, katalyzovana cholinesterasou (AChE,
BChE). Indoxylacetat je S$tépen, vznika indol a kyselina octova. Indol po oxidaci prechazi
na modré nerozpustné indigo. Indoxylacetait mize byt vyuzit. U UV/Vis spektrometrie se
stanovuje absorbance vzniklého barevného produktu, v ptipadé fluorescencniho méfeni
intenzita fluorescence. Schéma acetylcholinesterasou katalyzované reakce hydrolyzy

indoxylacetatu je zndzornéno na obrazku 12.

O
CJJL(:,H3 OH
holinesterasa
2 @\S S 2 m 2 CH3COOH
N H,O N + 3
H H

O H
N
+ 240
N
H O

Obrazek 12: Hydrolytické (enzymoveé) stépeni indoxylacetatu za vzniku indiga (Zeman a kol., 2018)

3.4.2.1 UV/VIS spektrometrie

Pro oba enzymy (AChE, BChE) byly zvoleny stejné aktivity ve vysledné reakéni smési:
0,2; 0,4; 0,6 a 0,8 U. Ze zasobniho roztoku indoxylacetatu (5 mM) byla pomoci fedéni s 5%
ethanolem pfipravena fada 8 riiznych koncentraci tak, aby vysledna koncentrace IA ve vysledné
reakéni smési v jamkach byla v rozmezi 5.10°~1.10~° M. Pro kazdou koncentraci byla uréena

jedna jamka desticky.
Do jamek mikrotitracni desti¢ky byly pipetovany reagencie:

- IA o nami zvolené koncentraci (40 pl),
- PBS (dopocitano do celkového objemu 200 ul),

- AChE / BChE v takovém objemu, aby vysledna aktivita v konecné reakéni smési byla

0,2-0,8 U.
Celkovy objem kazdé jamky byl spocitdn na 200 ul. MnozZstvi ptidavaného PBS bylo
vypocitano z rozdilu celkového objemu jamky (200 pl) po odecteni objemil jednotlivych slozek
smeési (substratu a enzymu).
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Do devaté jamky byl pipetovéan blank:

- 5% ethanol (40 pl),
- PBS (dopocitano do celkového objemu 200 pl) (160 pl).

Pti laboratorni teplot¢ byla méfena zavislost absorbance (A = 670 nm) na Ccase.
Celkovy ¢as méteni byl stanoven na 25 minut a absorbance byly odecitany v 1 min intervalech.

Jednotlivé koncentrace substratu byly méfeny zvlast, vzdy v dubletu (Pohanka a kol., 2011).

Na zaklad¢ vysledkli métfeni byly v programu GraphPad Prism 8.0.1 zpracovany
jednotlivé zavislosti — zavislost absorbance na case (ze které se poté vypocitaly reakcni
rychlosti u jednotlivych koncentraci substratu), saturacni kiivka (zavislost reakéni rychlosti
na koncentraci substratu), linearizované zavislosti (zavislost pfevracené hodnoty reakcni
rychlosti na pfevracené hodnoté koncentrace substratu) a graf zavislosti zprimérovanych
reak¢nich rychlosti na koncentraci substratu pti danych aktivitach enzymi. Méteni byla vzdy

zprimérovana.

3.4.2.2 Fluorescenc¢ni méreni

Pro méfeni aktivit cholinesteras fluorimetrickou metodu byl pouzit podobny postup
jako u UV/Vis spektrometrie, kdy aktivity enzymt v reakénich smésich byly nejprve zvoleny
stejné (tedy 0,2; 0,4; 0,6 a 0,8 U). Ukazalo se ale, ze pii1 pouziti téchto aktivit v kombinaci
s vy$§imi koncentracemi substratu (zhruba od 5.107* M) zméfené hodnoty intenzity
fluorescence presahovaly mez detekce pfistroje. Proto byly zvoleny aktivity nizsi, konkrétné
0,05; 0,08; 0,1 a 0,15 U. Bylo pouzito celkem 9 koncentraci indoxylacetatu v koncentra¢nim
rozmezi 5.107°-5.10™* M, kdy jednotlivé koncentrace substratu IA byly pfipraveny nafedénim
zasobniho roztoku IA (5 mM) s 5% ethanolem. Pipetovany objem enzymit byl opét vypocitan

pro jednotlivé aktivity, v zavislosti na aktivité zdsobnich roztokl enzymd.
Do kazdé jamky bylo postupné pipetovano:

- 1A o dané koncentraci (v rozmezi 5.10%-5.10"° M) (40 nl),
- PBS (dopocitano do celkového objemu 200 pl),

- AChE / BChE v takovém objemu, aby vysledna aktivita v konecné reakéni smési byla

0,05-0,15 U.
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Desaté jamka obsahovala blank:

- 5% ethanol (40 pl),
- PBS (dopocitano do celkového objemu 200 pl) (160 pl).

Mgfteni probihalo pti laboratorni teploté. Byla métfena zavislost intenzity fluorescence
na Case, kdy vlnova délka excita¢niho zéfeni byla stanovena na Aexe = 395 nm a emisni vinova

délka na Aem = 470 nm (Guilbault a Kramer, 1965).

Celkova doba meéfeni byla nastavena na 2 minuty, intenzita fluorescence byla métfena
automaticky po 5 s. Jednotlivé koncentrace substratu byly spolu se zbylymi slozkami smési
napipetovany do jamek 1-8 (kazda do jiné jamky) a méfeny najednou. Méteni bylo provedeno

dvakrat az tfikrat.

Po zméteni byly v programu GraphPad Prism 8.0.1 zpracovany jednotlivé zavislosti —
zéavislost intenzity fluorescence na Case (na zékladé které se vypocitala rychlost reakce
pro jednotlivé koncentrace substratu), saturacni kiivka (zéavislost reakéni rychlosti
na koncentraci substratu), linearizované zavislosti (zavislost pievracenych hodnot reak¢énich
rychlosti na pfevracené hodnoté koncentrace substratu) a graf zavislosti zprimérovanych
reak¢nich rychlosti na koncentraci substratu pii danych aktivitach enzymi. Pro jednotlivé
vypocty byly hodnoty zprimérovany.

4 we

3.5 Stanoveni inhibi¢ni u¢innosti vybranych inhibitori cholinesteras

U vSech meéfeni byla zvolena nejvhodnéjsi koncentrace ptislusSného substratu
(ATCh, TA) v kombinaci s vhodnou aktivitou enzymu AChE. Tato kombinace byla volena
v zavislosti na vysledcich vynesenych do grafi zavislosti zprimérovanych reakénich rychlosti
na koncentraci substratu pfi danych aktivitdich enzym, u kterych je dobie patrné, pfi kterych
hodnotach dochézelo k dostatecné odezveé. Méfeni probihalo pouze senzymem AChE,

protoZze se jedna o predniho zastupce cholinesteras.

Pomoci niZze uvedenych metod bylo moZzné stanovit rychlost inhibice reakce enzymu
a substrdtu po pfidani inhibitoru o dané koncentraci. K zahijeni reakce dochazi
po smichani enzymu a daného substratu. Z toho diivodu se u vSech méfeni jako posledni
pfidaval enzym, ihned po pfidani muselo probéhnout meétfeni pii dané vinové délce.

Vzdy byla porovnavéana inhibovana reakce s neinhibovanou.

U kazdé metody probihalo celkem 8 méteni s 8 riznymi inhibitory. Piehled jednotlivych

inhibitord je uveden vyse v tab. 1. U kazdého inhibitoru bylo zvoleno 8 riiznych koncentraci
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v rozmezi 2.10°~7.1077 M ve vysledné reakéni smési. Vyjimkou byl galantamin, u kterého
byly koncentrace voleny o ¥ad niz§i (1.10%-5.10% M ve vysledné reakéni smési).

Koncentrace inhibitort byly v desticce sefazeny vzdy od nejvyssi po nejnizsi.

Z jednotlivych méfeni byly v programu GraphPad Prism 8.0.1 z primérnych hodnot

prislusnych méfeni spocitany hodnoty ICso.

ICso je kvantitativni hodnota udévajici, kolik je potfeba konkrétni inhibi¢ni latky
k poklesu in vitro inhibice dan¢ho biologického procesu nebo biologické slozky
(enzym, buiika, bunécny receptor) na 50 %. Dale je definovéana jako koncentrace 1éCiva,
potifebnd pro 50 % inhibici. Diky ni lze zjistit G€innost a mnozstvi 1éCiv, které je potieba

k polovi¢ni inhibici biologického procesu (Aykul a Martinez-Hackert, 2016).

3.5.1 Stanoveni ICso s vyuzitim acetylthiocholinu (Ellmanova metoda)

Pro jednotlivé inhibitory bylo pfipraveno 8 koncentraci v rozmezi 2.10°-7.107 M
(koncentrace inhibitori jsou uvedeny vySe v kapitole 3.5, ptehled inhibitorii je uveden
v tab.1). Tyto koncentrace byly ziskany nafedénim zasobnich inhibitor v roztoku PBS.
Koncentrace ATCh byla pouzita takova, aby ve vysledné smési byla hodnota 1.107 M.
Jako enzym byla pouzita AChE s aktivitou 0,2 U ve vysledné smési.

Pro inhibovanou reakci byly do jamek pipetovany reagencie tak, aby vysledna reakéni

smés obsahovala:

- dany inhibitor o pfislusné koncentraci (uvedeno vyse v kapitole 3.5) (40 ul)
- 1.10° M ATCh (40 ul z 0,1 M zasobniho roztoku ATCh)

- 1.10*M DTNB (40 pl z 5.10™* M zasobniho roztoku DTNB)

- PBS (dopo¢itano do celkového objemu 200 pl) (62 pl)

- 0,2U AChE.

Do jamek pro neinhibovanou reakci byly pipetovany slozky, jejichz vyslednd koncentrace

ve smési byla:

- 1.10° M ATCh (40 pl z 0,1 M zasobniho roztoku)

- 1.10*M DTNB (40 ul z 5.10* M z4sobniho roztoku)
102 pl PBS (dopocitano do celkového objemu 200 ul)
0,2 U AChE.
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Pro blank byly pouzity reagencie s kone¢nou koncentraci:

- 1.10° M ATCh (40 ul z 0,1 M zasobniho roztoku ATCh)
- 1.10*M DTNB (40 pl z 5.10* M z4sobniho roztoku DTNB)
- PBS (dopocitano do celkového objemu 200 pl) (120 pl).

Me¢éteni probihalo pfi laboratorni teploté, bez inkubace, pii vinové délce 412 nm.
Celkovy Cas méfeni byl nastaven na 1 min, méfeni se opakovalo ve 3 s intervalech.

U vSech inhibitorti probéhlo méteni minimalné dvakrat.

Nasledné¢ byly vypocteny hodnoty reakénich rychlosti neinhibované (vo)
a inhibovanych (v;) reakci a v programu GraphPad Prism 8.0.1 vyneseny zavislosti poméru vo/v;
na koncentraci daného inhibitoru ve vysledné reakéni smési. Ze ziskané rovnice regrese byly

spocitany hodnoty ICso, které byly vzdy v zavislosti na poctu opakovani méteni zprimeérovany.

3.5.2 Stanoveni ICso s vyuzitim indoxylacetatu
Pro stanoveni hodnot ICso byly u jednotlivych méfeni vybrany nejvhodnéjsi kombinace

substratu a enzymu. Pouzitym enzymem byla AChE, protoze je vyznamné¢jsi cholinesterasou.

3.5.2.1 UV/Vis spektrometrie

Do mikrozkumavek bylo pfipraveno 8 riznych koncentraci jednotlivych inhibitora
(koncentrace inhibitort jsou uvedeny vyse v kapitole 3.5, ptehled inhibitorti je uveden v tab. 1).
Koncentrace byly piipraveny fedénim zasobnich roztokl inhibitor v PBS. Koncentrace 1A
byla zvolena tak, aby jeji vysledna hodnota v reakéni smési byla 1.1073 M. PouZitym enzymem

byla AChE s aktivitou 0,6 U ve vysledné reakéni smési.

Prvni dva fadky mikrotitra¢ni desticky (méfeni v dubletu) byly uréeny pro inhibovanou
reakci. Do téchto jamek byly pipetovany jednotlivé objemy tak, aby ve vysledné reakéni smési

byly kone¢né koncentrace reagencii:

- 1.1073 M indoxylacetatu (40 pl),

- dany inhibitor s ptisluSnou koncentraci (uvedeno v kapitole 3.5) (40 ul),
- 0,6 U AChE,

- PBS (dopocitano vzdy do celkového objemu 200 pl) (60 pl).
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Pro neinhibovanou reakci byl urcen tieti fadek desticky, ktery mél slozeni vysledné

smeési:

- 1.107% M indoxylacetatu (40 pl),
0,6 U AChE,
- PBS (dopocitano do celkového objemu 200 pl) (100 pl).

Do devaté jamky prvniho a druhého fadku byl napipetovan blank inhibované reakce.

Blank obsahoval slozky s vyslednou koncentraci v reakéni smési:

- 1.107% M indoxylacetatu (40 pl)
- inhibitor v rozmezi koncentraci 5.1078-1.107* M (40 pl),
- PBS (dopocitano do celkového objemu 200 pl) (120 ul)

Do devaté jamky tretiho fadku byl ptfipraven blank neinhibované reakce (160 pul PBS
a 40 pl 5% ethanolu).

Meéfieni probihalo pfi laboratorni teploté, bez inkubace. Zvolena vinova délka byla 670
nm. Celkovy ¢as méfeni byl nastaven na 25 minut a absorbance odecitana automaticky v 1 min

intervalech. U vSech inhibitora se méfeni opakovalo nejméné dvakrat.

Nasledné¢ byly vypocteny hodnoty reakénich rychlosti neinhibované (vo)
a inhibovanych (vi) reakci a v programu GraphPad Prism 8.0.1 vyneseny zavislosti poméru vo/v;
na koncentraci daného inhibitoru ve vysledné reakéni smési. Ze ziskané rovnice regrese byly

spocitany hodnoty ICso, které byly vzdy zprimérovany v zavislosti na po¢tu opakovani meieni.

3.5.2.2 Fluorescen¢ni méreni

Pti stanoveni fluorimetrickou metodou se postupovalo podobné jako u méteni s vyuzitim
absorbance. Nejprve bylo ze zasobniho roztoku daného inhibitoru pfipraveno
8 koncentraci (od nejvyssi hodnoty po nejnizsi). Koncentrace inhibitor jsou uvedeny vyse
v kapitole 3.5, ptehled inhibitorii je uveden v tab. 1. Koncentrace IA byla zvolena tak,
aby ve vysledné reakéni smési bylo 1.107* M. PouZitym enzymem byla AChE s aktivitou

0,1 U ve vysledné reakéni smési.
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Do 8 jamek mikrotitracni desticky davkovany reagencie tak, aby vyslednd smés

obsahovala:

- dany inhibitor s pfislusnou koncentraci (uvedeno v kapitole 3.5) (40 ul),
- 1.10°3 M IA (40 pl),

- PBS (dopocitano vzdy do celkového objemu 200 pl) (100,5 ul),

- 0,1 UAChE.

V devaté jamce probihala neinhibovand reakce. PouZité reagencie pro tuto reakci byly

voleny tak, aby vysledna smés obsahovala:

- 1.107° M 1A (40 pl),
- PBS (dopocitano do celkového objemu 200 pl) (140,5 ul)
0,1 U AChE.

Me¢fteni probihalo pfi laboratorni teplote, bez inkubace. Excita¢ni vlnova délka byla 395
nm, emisni vinova délka 470 nm. Intenzita fluorescence byla zaznamendvana v 5 s intervalech
po dobu 2 min. VSechna méfeni probéhla opakované, alesponn dvakrat. Nasledn¢ byly
vypocteny hodnoty reakénich rychlosti neinhibované (vo) a inhibovanych (vi) reakci
a v programu GraphPad Prism 8.0.1 vyneseny zavislosti poméru vo/v; na koncentraci dané¢ho
inhibitoru ve vysledné reak¢ni smési. Ze ziskanych rovnic regrese byly spocitany hodnoty ICso,

které byly vzdy zprimérovany.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni reaké¢ni rychlosti
U obou cholinesteras (AChE, BChE) byly pfi zvolenych aktivitich enzymu
a koncentraci substrati stanoveny reakéni rychlosti. Hodnoty aktivit enzyma se liSily

v zavislosti na konkrétni metod¢. Pii daném méteni byly aktivity obou enzymt zvoleny stejné.

Stanoveni reakéni rychlosti bylo uskute¢néno tfemi metodami: Ellmanovou, UV/Vis
spektrometrii a fluorescenéni metodou. U Ellmanovy metody byl jako substrat pouzit

acetylthiocholin, u zbylych dvou metod poté indoxylacetat.

U vSech meéfeni byla nejprve vynesena cCasova zavislost naméfenych hodnot
pii dané vinové délce na nami zvolenych koncentracich substratii (IA, ATCh). Hodnoty byly
ziskany vzdy z praméru alesponn dvou méfeni. Z tohoto grafu byl poté vybran linearni usek,

ze kterého bylo mozno vypocitat reakéni rychlost.

Reakéni rychlost je definovana jako pfeména mnoZstvi latky za danou ¢asovou jednotku.

Vzorovy vypocet této rychlosti je uveden nize:

— (A20— 46)
(t20— ts)

_ (0,61 - 0,4)

(20— 6)

v = 0,015min~?

Tento ptiklad uvaddi méfeni UV/Vis spektrometrii pii vlnové délce 670 nm
s koncentraci substratu IA 3.107* M. Hodnoty Az a A¢ jsou absorbance naméiené
pii vlnové délce 670 nm v case 20. a 6. minuty. Hodnoty t a t¢ potom Casy

20. a 6. minuta.

Nasledné byly v programu GraphPad Prism 8.0.1 zhotoveny saturacni kiivky, které
vystihuji ~ zavislost  reakénich  rychlosti na  danych  koncentracich  substratu.
Po vypocteni vSech reakénich rychlosti pfi danych aktivitaich enzymii (AChE, BChE) bylo
mozné sestrojit graf zavislosti zprimérovanych reakénich rychlosti na koncentraci substratu
(IA, ATCh) pifi danych aktivitich enzymi. Grafy jednotlivych méfeni jsou uvedeny

v ptislusnych kapitolach nize.
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4.1.1 Stanoveni rychlosti hydrolyzy acetylthiocholinu cholinesterasami
(Ellmanova metoda)

U Ellmanovy metody probihalo méfeni pii vinové délce 412 nm. Pouzitym substratem
byl ATCh s koncentracemi vynesenymi v grafu na ose x. Aktivity enzymu ve vysledné reakcni
smési byly zvoleny v rozmezi 0,1-0,4 U. Mé&feni probihalo 1 min pii laboratorni teplot¢.
Zavislosti primérnych hodnot reakénich rychlosti na koncentracich ATCh a aktivité¢ enzymi

jsou znazornény nize na grafu 1 (pro AChE) a grafu 2 (pro BChE).
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Graf 1: Zavislost reakcni rychlosti na danée koncentraci ATCh pri dané aktivite AChE. (Hodnoty
reakcnich rychlosti jsou vyjadrené jako priimeér minimalné ze dvou méreni.)
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Graf 2: Zavislost reakcni rychlosti na dané koncentraci ATCh pri dané aktivité BChE. (Hodnoty
reakcnich rychlosti jsou vyjadrené jako priimer minimalné ze dvou merent.)
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4.1.2 Stanoveni rychlosti hydrolyzy indoxylacetatu cholinesterasami

4.1.2.1 UV/Vis spektrometrie s vyuZzitim IA

UV/Vis spektrometrie probihala pifi vinové délce 670 nm po dobu 25 minut
pfi laboratorni teploté. U tohoto méfeni byl jako substrat pouzit indoxylacetat s koncentracemi
uvedenymi na ose x. Aktivity enzymi (AChE, BChE) byly zvoleny v rozmezi 0,2-0,8 U
ve vysledné reakéni smési. Zavislosti reak¢nich rychlosti na rtznych koncentracich IA
a pti danych aktivitich enzymii jsou uvedeny na grafu 3 (pro AChE) a grafu 4 (pro BChE) nize.

U obou grafii se jedna o zprimérované hodnoty.
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Graf 3: Zavislost reakcni rychlosti na dané koncentraci IA pri dané aktivite AChE. (Hodnoty
reakcnich rychlosti jsou vyjadrené jako priimer minimalné ze dvou méreni.)
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Graf 4: Zavislost reakcni rychlosti na dané koncentraci IA pri dané aktivité BChE. (Hodnoty
reakcnich rychlosti jsou vyjadiené jako primér minimalné ze dvou méreni.)
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4.1.2.2 Fluorimetrické méfeni s vyuzZitim [A
U fluorimetrického méfeni byla zvolena excitacni vinova délka 395 nm a emisni vlnova
délka 470 nm. Substratem byl IA s koncentracemi vynesenymi na ose x. Aktivita enzymu byla

zvolena v rozmezi 0,05-0,15 U ve vysledné reakéni smési.

Mgteni probihalo pii laboratorni teploté, bez inkubace po dobu 1 min. Zavislosti reakéni
rychlosti na koncentraci substratu a dané aktivit¢ enzymu jsou opét uvedeny na grafu 5

(pro AChE) a grafu 6 (pro BChE). U obou grafii se jedna o zprimérované hodnoty.
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Graf 5: Zavislost reakcni rychlosti na danée koncentraci 1A pvi dané aktivite AChE. (Hodnoty
reakcnich rychlosti jsou vyjadrené jako priimer minimalné ze dvou méreni.)
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Graf 6: Zavislost reakcni rychlosti na dané koncentraci IA pri dané aktivité BChE. (Hodnoty
reakcnich rychlosti jsou vyjadrené jako priimer minimalné ze dvou merent.)
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4.2 Stanoveni kinetickych parametri
Nésledné¢ byla provedena linearizace dle Lineweavera-Burka. Tento graf zndzornuje

zavislost prevracené hodnoty rychlosti (1/v) na pfevracené hodnoté jednotlivych koncentraci

substratu (1/S).

Vsechna méfeni pro jednotlivé aktivity enzymt (AChE, BChE) byla zprimérovana
a z rovnice grafu y = kx + q byly dopocitdny hodnoty mezni rychlosti (Vi) a Michaelisovy
konstanty (Km), kdy Michaelisova konstanta je definovana jako konstanta poloviéni saturace.
Vyjadiuje koncentraci substratu, pii které se rychlost enzymové reakce rovna poloving limitni

rychlosti. Vzorovy ptiklad je uveden nize:
y=kx+q

y =0,0911x + 502,56

K, =0,0911.1,99.10 3
K,=181.10"*M

Ptiklad UV/Vis spektrometrie s pouzitim enzymu AChE o aktivit¢ 0,4 U
a substritem IA. Ptiklady linearizanich kiivek jsou wuvedeny nize v kapitolach.

Prehled hodnot Vi, a K pfi danych aktivitach enzym je shrnut niZe v tabulkéach ¢. 2—7.

4.2.1 Stanoveni kinetickych parametra s vyuzitim acetylthiocholinu (Ellmanova
metoda)

Meéteni Ellmanovou metodou probihalo pifi laboratorni teploté, bez inkubace,
pii vinové délce 412 nm, po dobu 2 minut. Kazd4 koncentrace ATCh byla métena zvlast'.
Priklad zévislosti 1/v na 1/S pro enzym AChE je uveden na grafu 7 a pro BChE na grafu 8.
Jedné se vzdy o primér hodnot daného méfeni. V tabulkach 2 a 3 jsou uvedeny primérné

hodnoty Vi, a Kn.
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Graf 7: Linearizace dle Lineweavera-Burka s pouzitim substratu ATCh a enzymu AChE
o aktivite 0,1 U. (Hodnoty reakcnich rychlosti jsou vyjadiené jako primér minimalné ze dvou méreni.)

Tabulka 2: Hodnoty kinetickych parametrit V,, a K, pri danych aktivitach AChE s pouzitim ATCh jako

substratu (priumér alespon ze 2 mérent)

Aktivita AChE (U) | 0,1 0,2 0,3 0,4
Vinax [s7] 7,09.107 2,06.102 2,56.1072 2,22.10
Km [M] 6,73.107 1,90.10* 3,78.10° 2,47.107
1.5x103=
= 1x10%-
Zz
5x102
| |
1x105 2x105

1/earcn [1/M]

Graf 8: Linearizace dle Lineweavera-Burka s pouzitim substratu ATCh a enzymu BChE

o aktivite 0,2 U. (Hodnoty reakcnich rychlosti jsou vyjadrené jako primér minimalné ze dvou méieni.)

Tabulka 3: Hodnoty kinetickych parametrii V., a K pFi danych aktivitach BChE s pouzitim ATCh jako

substratu (prumeér alespon ze 2 mérent)

Aktivita BChE (U) | 0,1 0,2 0,3 0,4
Vinax [s7] 2,75.1072 3,17.1072 6,92.102 4,63.102
Km [M] 3,99.10 2,46.10 5,19.10°* 3,19.10°*
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4.2.2 Stanoveni Kkinetickych parametrii s vyuZitim indoxylacetatu

4.2.2.1 UV/Vis spektrometrie

Meéteni probihalo pii laboratorni teploté, bez inkubace o vlnové délce 670 nm
po dobu 25 minut. Na grafu 9 je uvedena zavislost pievracenych hodnot reakéni rychlosti
na ptrevracenych hodnotach koncentrace 1A s aktivitou AChE 0,8 U ve vysledné reakéni smési
a na grafu 10 zavislost 1/v na 1/S (IA) s aktivitou BChE 0,4 U ve vysledné reakéni smési.
V obou pripadech se jedna o zprimérované hodnoty. Prehled jednotlivych zprimérovanych
hodnot Vi, a K pro UV/Vis méfeni je pti danych aktivitach enzymi s pouzitim A uveden

v tab. 4 (pro AChE) a tab. 5 (pro BChE).

1.5x104=
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/ey, [1/M]
Graf 9: Linearizace dle Lineweavera-Burka s pouzitim substratu 14 a enzymu AChE o aktivite 0,8 U.

(Hodnoty reakcnich rychlosti jsou vyjadrené jako primeér minimdlné ze dvou merent.)

Tabulka 4: Hodnoty kinetickych parametri V., a K, pri danych aktivitach AChE s pouzitim IA jako

substratu (prumeér alespon ze 2 mérent)

Aktivita AChE (U) | 0,2 0,4 0,6 0,8
Vimax [min~'] 6,24.10°3 1,99.10°3 5,52.10°° 1,07.1072
Kn [M] 9,96.10* 1,81.10°* 5,12.10°* 1,04.107°
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Graf 10: Linearizace dle Lineweavera-Burka s pouZitim substratu IA a enzymu BChE o aktivite 0,4 U.
(Hodnoty reakcnich rychlosti jsou vyjadrené jako primér minimalné ze dvou mereni.)

Tabulka 5: Hodnoty kinetickych parametric V,, a K» pri danych aktivitach BChE s pouzitim 14 jako

substratu (priumér alespon ze 2 mérent)

Aktivita BChE (U) | 0,2 0,4 0,6 0,8
Vimax [min~'] 4,44.10* 5,15.10°* 1,82.107° 2,49.1072
Kn [M] 1,23.10°* 1,44.10* 2,42.107* 6,97.10°°

4.2.2.2 Fluorimetrické méreni

Fluorimetrické méfeni probihalo pfi excitacni vinové délce 395 nm a emisni vinové délce
470 nm pfti laboratorni teplot¢ po dobu 1 min (méfena kazda koncentrace substratu zvlast’).
Priklady zprtimeérovanych zavislosti pfevracenych hodnot 1/v na 1/S (IA) jsou uvedeny
pro enzym AChE na grafu 11 a pro BChE na grafu 12. V tabulkach 6 a 7 jsou poté uvedeny

prumérné hodnoty kinetickych parametrii Vi, a Kin.

6x10-2

4x10-2
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Graf'11: Linearizace dle Lineweavera-Burka s pouzitim substrdtu IA a enzymu AChE o aktivite 0,08
U. (Hodnoty reakcnich rychlosti jsou vyjadrené jako priimér minimdlné ze dvou méreni.)
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Tabulka 6: Hodnoty kinetickych parametrii V., a Kn pri danych aktivitach AChE s pouzitim 1A jako
substratu (priumér alespon ze 2 mérent)

Aktivita AChE (U) | 0,05 0,08 0,1 0,15
Vmax [S_l] 151,52 263,16 400,00 2500,00
Kn [M] 1,06.1074 2,37.1074 1,20.1074 1,00.1073
3x10-2=
®
2x102=
_ °
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Graf 12: Linearizace dle Lineweavera-Burka s pouzitim IA a BChE o aktivité 0,08 U. (Hodnoty
reakcnich rychlosti jsou vyjadrené jako priumér minimalné ze dvou mérent.)

Tabulka 7: Hodnoty kinetickych parametrii V, a K, pri danych aktivitaich BChE s pouzitim IA jako
substratu (prumer alespon ze 2 méreni)

Aktivita BChE (U) | 0,05 0,08 0,1 0,15
Vmax [s7] 303,03 357,14 833,33 1428,57
Kn [M] 9,09.10° 7,14.10° 1,67.10" 2,86.10™

4.3 Stanoveni reaké¢ni rychlosti u inhibované reakce

Z grafu zé&vislosti reakénich rychlosti na koncentraci substratu pifi danych aktivitdch
enzymil uvedenych vyse (kapitoly 4.1.1., 4.1.2. a 4.1.3.) byly pro jednotlivd méfeni zjiStény
vhodné aktivity enzymi a koncentrace substratii, majici dostate¢nou odezvu. Tyto hodnoty se
zvolily tak, aby pii co nejnizsi koncentraci substratu a aktivité enzymu byla stale dostatecna
odezva. Divodem byla snaha o usporu pouZzitého materialu. Pfi stanoveni inhibi¢ni u¢innosti
vybranych inhibitorti Ellmanovou metodou byla pouZita aktivita AChE 0,2 U a koncentrace
substratu ATCh 1.107 M ve vysledné reakéni smési. U UV/Vis spektrometrie byla zvolena
aktivita AChE 0,6 U a aktivita substratu IA v reakéni smési 1.1073 M a u fluorimetrického
méfeni byla aktivita AChE zvolena 0,1 U a koncentrace substratu IA 1.107° M ve vysledné

reakéni smési.
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Bylo testovano celkem 8 inhibitorti (pfehled jednotlivych inhibitord je uveden v tab. 1).
Pro kazdy inhibitor bylo zvoleno 8 rtznych koncentraci. Pro vSechny inhibitory ¢. 1-6
a rivastigmin byly zvoleny koncentrace v rozmezi 2.10°~7.10"" M. Vyjimkou byl galantamin,
pro ktery bylo uréeno koncentra¢ni rozmezi 1.107%-5.10"8 M. Z4sobni roztoky inhibitord mély

koncentraci 0,01 M a kalibracni fada byla pfipravena fedénim piislusnych inhibitorti v PBS.

U vsech méfeni s danymi koncentracemi inhibitord byla nejprve pro jednotlivé
koncentrace inhibitorii vynesena zavislost absorbance (Ellmanova metoda, UV/Vis
spektrometrie) nebo fluorescence (fluorimetrické meéteni) na Case pii urcité vinové délce.
Z tohoto grafu byl vybran linearni tsek, ze kterého bylo nasledné mozné vypocitat reakéni
rychlosti pfi jednotlivych koncentracich inhibitord, stejné jako pfi stanoveni reakcnich rychlosti
u danych aktivit enzymua (uvedeno vysSe v kapitole 4.1.1. a 4.1.2., 4.1.3.). Vzorovy vypocet
reakéni rychlosti je uveden nize:

_ (Fleo— Flao)
(teo— tao)

(11561 — 7638)
V= T (60 — 40)

v= 196,15s"1

Reak¢ni rychlost byla pocitana pii fluorimetrickém meéteni jako rozdil hodnoty naméiené
intenzity fluorescence (v 60 s a 40 s) vyd€lena rozdilem odpovidajicich casti (60 s a 40 s).

Namétené hodnoty byly vzdy primérovany.

Déle byl vypocten pomér reakéni rychlosti neinhibované reakce s inhibovanou.
Pro vypocet reakcni rychlosti neinhibované reakce byl pouzit stejny vypocet jako
pro inhibovanou reakci. Pomér vo/vi byl dalezity pro vyneseni zavislosti vo/v; na koncentraci
prislusného inhibitoru.

Pro stanoveni ICso byla vynesena zéavislost poméru neinhibované reakce s inhibovanou
na dané koncentraci daného inhibitoru. Z kalibra¢ni kiivky byla ziskana rovnice regrese,

ze které bylo moZno dopocitat hodnoty 1Cso.
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Do rovnice y = kx +q byla za y dosazena hodnota 2 (dle definice ICso). Vzorovy piiklad

pro stanoveni ICso je uveden nize:

y = 5964,4x + 0,936

20936
X = 50644

x=178.10"*M

Ptiklad znazornuje vypocet ICso pro rivastigmin. Méfeni probihalo UV/Vis spektrometrii
s pouzitim enzymu AChE a substratu [A. V tabulce 8 je uveden piehled jednotlivych hodnot

ICso pii1 danych méfenich.

Tabulka 8: Prehled zpriumérovanych hodnot ICsy danych inhibitorii u prislusnych méreni

oznaceni méfeni s vyuZitim méfeni s vyuZitim
inhibitoru indoxylacetatu acetylthiocholinu
UV/Vis | Fluorimetricky | Ellmanova metoda
1 3,79.10° | 2,77.107° 3,50.107°
2 1,05.10* [ 3,78.107 1,12.10°*
3 1,38.10* | 2,08.10°° 7,66.107°
4 4,41.107 [3,25.107 8,40.107
5 8,90.107 |2,41.107° 6,36.107°
6 1,53.107 | 1,80.107 1,89.107°
Rivastigmin | 1,46.10* | 1,57.10™* 9,13.10™*
Galantamin | 4,24.107 | 1,15.10”’ 2,08.10°¢

Déle byla vynesena zavislost

Procenta inhibice byla vypocitana pomoci uvedeného vzorce:

. Aq
%mh = (1 —A—)100
2
, 0,006
% inh = (1—0166).100

inhibice na koncentraci

inhibitoru.

% inh = 96,4 %

Pro rivastigmin méfeny UV/Vis spektrometrii (substrat indoxylacetat) byla pro
koncentraci tohoto inhibitoru 2.107* M v 15. minuté vypo¢itana inhibice 96,4 %. Hodnota A,
odpovida hodnoté absorbance inhibované reakce A, absorbanci neinhibované reakce.

Pro dana méfeni jsou uvedeny piiklady niZe v jednotlivych kapitolach.
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4.3.1 Stanoveni ICso s vyuZitim acetylthiocholinu (Ellmanova metoda)
Me¢teni Ellmanovou metodou probihalo pii laboratorni teploté, bez inkubace,
pti vlnové délce 412 nm po dobu 1 min (kazda koncentrace ptislusSného inhibitoru byla méfena

zvlast). Jako substrat byl pouzit ATCh o koncentraci 1.10° M a jako enzym AChE o aktivité

0,2 U ve vysledné reakéni smési.

Nize na grafu 13 je znazornéna zavislost poméru vo/vi na koncentraci ptislusného

inhibitoru. Jedna se o zprimérované hodnoty dvou méfeni s pouzitim inhibitoru rivastigminu.

1 | | 1
0 5x10-4 1x10-3 1.5x10-3 2x10-3
¢ [M]

Graf 13: Zavislost poméru rychlosti neinhibované a inhibované reakce vo/v; na koncentraci inhibitoru
rivastigminu pri pouziti enzymu AChE s aktivitou 0,2 U. (Hodnoty poméru reakcnich rychlosti jsou
vyjadiené jako primeér minimalné ze dvou meéreni.)

Déle byla v programu GraphPad vynesena zavislost procentudlni inhibice na logaritmu

koncentrace inhibitoru.

Jako piiklad je nize uvedena zavislost pro inhibitor ¢. 3 (graf 14) v21. s.
Jedna se opét o zpriimérované hodnoty. Pro nejvyssi koncentraci tohoto inhibitoru (2.107> M)

byla vypodtena inhibice 83,1 % a pro nejnizsi koncentraci (7.107" M) 11,2 %.

100
80

60—

% inh

40—

1 1 1 1
7 -6 5 -4 3 2

loge;

Graf 14: Zavislost % inhibice na log c inhibitoru ¢. 3 ve 21. s. (Hodnoty procent inhibice jsou
vyjadrené jako priumér minimalné ze dvou méreni.)
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4.3.2 Stanoveni ICso s vyuzZitim indoxylacetatu
4.3.2.1 UV/Vis spektrometrie

Meéteni probihalo pfi laboratorni teploté, bez inkubace. VIinova délka byla nastavena na
670 nm. Celkovy ¢as méfeni byl 25 minut. Jako substrat byl pouzit IA o koncentraci 1.107 M
a enzym AChE o aktivité 0,6 U ve vysledné reakéni smési. Zavislost zprimérovanych hodnot

pomeéru rychlosti neinhibované a inhibované reakce na koncentraci inhibitoru pti pouziti AChE

byla zhotovena v programu GraphPad Prism 8.0.1 (graf 15).

25+

Vo/V;

1 I 1 1
0 5x10-4 1x10-3 1.5x1073 2x10-3
ci[M]

Graf 15: Zavislost poméru rychlosti neinhibované a inhibované reakce vo/v; na koncentraci inhibitoru
rivastigminu pri pouziti enzymu AChE s aktivitou 0,6 U. (Hodnoty pomeéru reakcnich rychlosti jsou
vyjadrené jako priumér minimalné ze dvou méreni.)

V nize uvedeném grafu 16 je vynesena zavislost procentualni inhibice na koncentraci
rivastigminu v 20. minuté. Pro nejvyssi koncentraci tohoto inhibitoru (2.10° M) byla
vypoctena inhibice 97,0 % a pro nejniz&i koncentraci (7.107 M) 17,8 %. Opét se jedna

o zprumeérované hodnoty.
150-

100

% inh

50

loge;

Graf 16. Zavislost % inhibice na log c inhibitoru ¢. 1 ve 20. min. (Hodnoty procent inhibice jsou
vyjadrené jako priumér minimalné ze dvou méreni.)
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4.3.2.2 Fluorimetrické méreni

Fluorimetrické méfeni probihalo opét pii laboratorni teploté, bez inkubace. Excita¢ni
vlnova délka byla A = 395 nm a emisni A = 470 nm. Celkovy Cas meéfeni byl
2 minuty (kazd4d koncentrace pfislusného inhibitoru byla meétfena zvlast). Jako substrat
byl pouzit IA o koncentraci 1.10° M a jako enzym AChE o aktivité 0,1 U ve vysledné reakéni
smési. Na nize uvedeném grafu 17 jsou znazornény zprimérované hodnoty zavislosti poméru

vo/vi na koncentraci inhibitoru rivastigminu.

10.0-

7.5

V()/Vi

5.0

2.5

0.0 T T 1 1 1
0 5x104 1x10-3 1.5x103 2x10-3
cr[M]

Graf 17: Zavislost poméru rychlosti neinhibované a inhibované reakce vo/v; na koncentraci inhibitoru
rivastigminu pri pouziti enzymu AChE s aktivitou 0,1 U. (Hodnoty poméru reakcnich rychlosti jsou
vyjadiené jako primeér minimalné ze dvou meéreni.)

V grafu 18 jsou vyneseny zprimeérované hodnoty zavislosti procentudlni inhibice

na koncentraci rivastigminu ve 20 s. Pro nejvyssi koncentraci (2.10° M) byla vypoé&itana

inhibice 88,0 % a pro nejnizs$i koncentraci (7.1077 M) 10,0 %.

100

80

% inh

40

20

loge;

Graf 18: Zavislost % inhibice na log c inhibitoru ¢. 1 ve 20. s. (Hodnoty procent inhibice jsou
vyjadrené jako priumér minimalné ze dvou méveni.)
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4.4 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu a tPSA

4.4.1 Lipofilita

Jednou z dulezitych vlastnosti latek pusobicich v lidském téle je lipofilita.
Jde o fyzikalné-chemickou vlastnost, ktera ovliviiuje absorpci, distribuci, metabolismus,
vylucovani a toxicitu (ADME) dané latky. Hraje dllezitou roli v permeabilité 1é¢iv pies
bunécnou membranu a ovlivituje tak i aktivitu 1éCiva v lidském téle. K dosazeni cilové tkané
musi 1€k projit mnoha bariérami (napf. hematoencefalickou). Vyssi lipofilita ma za nasledek
delsi dobu retence ve tkanich. Lze ji stanovit klasickou metodou s vyuZitim tiepaci baiky

a chromatografickymi technikami (Czyrski, 2022; Isik a kol., 2020)

4.4.2 Rozdélovaci koeficient

Dalsi dilezitou vlastnosti je rozdé€lovaci koeficient. Popisuje rovnovazné rozdéleni
molekuly mezi dvé kapalné faze, které jsou v kontaktu. Bézné¢ je pouzivan jako
P (pfipadné¢ PO) a je vztazen k rozdéleni neutrdlniho stavu molekuly. Slouzi jako test
pro fyzikdlni vypocetni modely, podle kterych lze ptfedpovédét vlastnosti vyuZzivané
ve farmacii (napf. vazebna afinita protein-ligand). Pro stanoveni odhadu lipofility se Casto
pouzivd hodnota log P. Ta je definovana jako rozd€lovaci koeficient neutrdlnich druha
a pouziva se jako prediktor vhodnych vlastnosti podobnych Iéktiim z hlediska farmakokinetiky

a toxicity. Log P neni zavisly na pH vodné faze (Isik a kol., 2020).

Zlatym standardem pro stanoveni rozdélovacich koeficientll je metoda tfepacich banck.
Mezi dalsi pfimé metody patii metody =zalozené na dialyzacni komote, micelarni
elektrokineticka kapilarni chromatografie. Nepiimou experimentalni metodou je pak odhad
log P zalozeny na retenc¢nich Casech vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverzni fazi.
Principem méfeni pro vSechny tyto metody je méfeni log D (rovnovazny distribu¢ni koeficient
pro neutralni i ionizované latky) v zavislosti na pH. V dasledku toho je pro méteni log P nutno
uvadeét méfeni log D pti pH, kde je analyt zcela neionizovany. Pti pH, u kterého je analyt

v neutralnim stavu, plati: log P =log D (Isik a kol., 2020).

4.4.3 Lipinského pravidlo
Lipinského pravidlo 5 je pfimd metoda pro predikci 1é€iv ADME a u¢innosti hlavné
peroralnich 1€ki. Lipinski identifikoval, které fyzikalné-chemické vlastnosti jsou u vybranych

slou¢enin spole¢né (Karami a kol., 2022).
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Aby mohla lé¢iva co nejlépe projit jednotlivymi bariérami, méla by spliiovat tato kritéria:

molekulova hmotnost je mensi nez 500 g/mol,
- log P je mensinez 5,
- existuje mén¢ nez 5 donorit H-vazby,

- existuje méné nez 10 akceptorti H-vazby (Chagas a kol., 2018).

4.4.4 tPSA

Poléarni povrchova plocha (PSA) je Siroce vyuZzivany molekuldrni diskriptor pfi studiu
vlastnosti u transportu 1é¢iv, jako je intestindlni absorpce a penetrace hematoencefalickou
bariérou. Jde o soucet piispévkt molekularniho povrchu polarnich atomt jako je kyslik
nebo dusik a jejich ptipojené vodiky. Vypocet PSA je komplikovany, nebot’ se musi spocitat
vhodna 3D molekularni geometrie pro kazdou studovanou molekulu. Tento problém byl
piekonédn po vyvinuti topologické plochy polarniho povrchu (tPSA), ktera se stala dalezitou
soucasti 1ékaiské chemie pro virtudlni screening a predikci vlastnosti ADME vcetné tendence

dané latky k prekroceni hematoencefalické bariéry (Chagas a kol., 2018).

Topologickd PSA je zaloZzena na souctu tabelovanych povrchovych ptispévkl polarnich

fragmentd. Diky ni Ize zjistit, jakou mé& dana molekula schopnost vytvaret
H-mustky, které hraji dualezitou roli pii prichodu latky pires BBB. Jednotkou tPSA
pro uréeni propustnosti je A. Pokud je A% > 70 znaéi, Ze se jedna o latku se zvySenu propustnosti

(Prasanna a Doerksen, 2009).

V tabulce 9 jsou uvedeny konkrétni hodnoty jednotlivych inhibitorii. Tyto vypocty byly

provedeny pomoci programu ChemDraw Ultra 12.

Tabulka 9: Prehled testovanych inhibitorii s hodnotami log P a tPSA

oznadeni Mr (g/mol) | ClogP tPSA (A%
inhibitoru

1 300,77 1,76 49 .41

2 266,33 0,79 49,41

3 334,33 2,12 49 .41

4 280,36 1,29 49,41

5 296,36 0,86 58,64

6 311,33 1,08 101,22
rivastigmin 250,34 1,401 32,78
galantamin 287,36 0,23 41,39
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Z tabulky 9 je patrné, ze vSechny inhibitory maji molekulovou hmotnost mensi
nez 500 g/mol a splnuji tak prvni pravidlo Lipinského. Nejvyssi hodnotu log P ma inhibitor
¢. 3 a proto bude pravdépodobné¢ ze vsSech stanovovanych inhibitorti prochdzet
hematoencefalickou bariérou a bunéénymi membranami nejsnaze. Nejniz$i hodnotu log P ma
galantamin, proto lze predpokladat, ze jeho prichod pies BBB bude pomalejsi nez u inhibitoru
¢. 3. Inhibitor ¢. 6 nesplituje podminky pro tPSA (maximum této hodnoty mé byt 70 A?), z toho
divodu lze predpokladat, ze by pifes BBB prochazel obtizné. Ostatni inhibitory tuto podminku
spliiuji. Z vyse uvedenych podminek dle Lipinského se po srovnani jednotlivych parametri

v

jako nejvhodnéjsi inhibitor ukazuje inhibitor €. 3.
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S DISKUZE

Narast reak¢ni rychlosti je zavisly na nékolika parametrech. Jednim z nich je koncentrace
a typ daného substratu, v pfipad¢ inhibované reakce pak koncentrace a druh pfidavanych
inhibitorti. Dal§im kritériem je typ a aktivita daného enzymu v reakéni smési. Pro zjisténi
priabéhu reakéni rychlosti bylo provedeno n€kolik meéfeni, vyuzivajici kombinaci vyse

uvedenych parametr, ovliviiujicich priabeh reakce.

5.1 Stanoveni reaké¢ni rychlosti
Pro porovnéni reakéni rychlosti byly pouZity tfi metody méfeni s odliSnymi vlnovymi
délkami. Prvni znich byla Ellmanova metoda, uZivajici jako substrdt ATCh. U zbylych

dvou metod byl pouzit substrat indoxylacetat.

Se zvySujici se koncentraci obou substrati (ATCh, IA) dochdzelo pii dané aktivité
enzymu ke zvySovani reak¢ni rychlosti. Se zvySujici se aktivitou enzymu taktéZ reakcni
rychlost imérné rostla. Nejvyssiho nartstu hodnot rychlosti bylo tedy dosazeno pii nejvyssi
nami zvolené koncentraci substratu a aktivit¢ enzymu. U jednotlivych méfeni se nartst
reakénich rychlosti mirn€¢ odliSoval. U Ellmanovy metody byl tento nartst patrny
od koncentrace 3.10° M ATCh. U fluorescenéniho méfeni dochazi k nartstu rychlosti

od koncentrace IA 5.107° M a u UV/Vis spektrometrie az od koncentrace IA 1.107* M.

Prikladem je porovnani nartGstu reak¢nich rychlosti u Ellmanovy metody (substrat
acetylthiocholin) a UV/Vis spektrometrie s vyuzitim indoxylacetatu. Pfi méfeni s aktivitou
enzymu AChE 0,2 U a pii nejvyssi koncentraci substratii 1.107> M byla u Ellmanovy metody
naméfena hodnota 0,0312 s™!, zatimco u pfi pouziti IA hodnota 0,049 min™!, coZ je o Fad niZsi.
Z toho vyplyva, Ze reakéni rychlost se substratem ATCh ma rychlejsi narlist v porovnani
s UV/Vis spektrometrii vyuZivajici IA. Pfi¢inou je pouZiti rozdilného substratu, kdy substrat
IA hydrolyzuje ve srovnani s ATCh pomaleji. Proto u Ellmanovy metody vychéazeji hodnoty

o fad nizs$i.

Fluorimetrické méfeni bylo v porovndni s Ellmanovu metodu citlivéjsi, protoze
pii stejnych aktivitich enzymu (a koncentracich substratu) dochazelo k pfesahu meze detekce
pfistroje. Z toho diivodu musely byt nakonec zvoleny niz§i aktivity enzymu, diky ¢emuz se

Setfilo na davkovaném objemu enzymu.

UV/Vis spektrometrie je v porovnani s fluorescencnim métenim (v obou piipadech byl

N 24
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byla v fadu sekund, nartist t€chto hodnot byl u UV/Vis spektrometrie v fadu minut. Proto se
v tomto piipad¢ jevi fluorescenéni meéteni z Casového hlediska vyhodnéjsi. Mimo to se
také jednd o citlivéj$i metodu, protoze pfi nizSich aktivitich AChE dochazelo k dostate¢né

odezve.

5.2 Stanoveni kinetickych parametri

Pii porovnani Vi, a Ki je patrné, Ze u vSech méteni dochazi se zvySujici se aktivitou
enzymu k nartstu téchto hodnot. Pti porovnani kinetickych parametrii u Ellmanovy metody
s UV/Vis méfenim hydrolyzy IA pti 670 nm s aktivitou enzymu AChE 0,2 U byla hodnota Vi,
u Ellmanovy metody (s ATCh) vypoétena na 2,06.10 % s ' a hodnota K, 1,9.107* M. U UV/Vis
méfeni (s IA) vysla hodnota Vi, 6,24.107° min™ a K 9,96.10* M, z &ehoz vyplyva, e reakce
se substratem ATCh probihala rychleji, a tudizZ hodnoty kinetickych parametri vysly o fad
vys§i. Pfi srovnani hodnot K FEllmanovou metodou s fluorimetrickym méfenim (IA)
pii aktivit¢ AChE 0,1 U byla u Ellmanovy metody stanovena hodnota Km 6,73.10° M

a u fluorimetrického méfeni 1,24.10™* M.

5.3 Stanoveni reakéni rychlosti u inhibované reakce

Pomoci grafii zavislosti reakéni rychlosti na koncentraci substratu a aktivité enzymu byly
vybrany nejvhodnéjsi koncentrace prislusSného substratu (ATCh, TA) a aktivity enzymu,
u kterych stale dochéazelo k dostatecné odezvé. Kombinaci téchto dvou hodnot byla snaha
dosahnout tspory reagencii. Jako enzym byla u vSech inhibovanych reakci zvolena AChE,

nebot’ se jedna o predniho zastupné cholinesteras.

Koncentrace inhibitorit byly u vSech méteni stejné s vyjimkou galantaminu, ktery mél
z divodu vyssi inhibi¢ni €innosti oproti ostatnim inhibitoriim koncentrace voleny o fad niZsi.
Utinnost inhibitort (napf. 16¢iv) je v praxi stanovovana v zavislosti na jejich hodnotach ICs.
Cim vice koncentrovany inhibitor byl do reakce pouzit, tim vice dochazi ke sniZeni reakéni
rychlosti. Cim je hodnota ICs niz§i, tim je inhibitor u¢inngjsi. Podle vysledkii uvedenych
v tab. 8 mél nejvetsi inhibicni aktivitu rivastigmin (téméf o fad vyssi neZ ostatni inhibitory).
Inhibitory €. 1-6 m¢ly dle vysledkt inhibi¢ni U¢innost podobnou. Pfi jednotlivych méfeni

nebyla odchylka namétenych hodnot pro konkrétni inhibitor vyrazné odli$na.

Rhodaninové derivaty jsou heterocyklické slouceniny, schopné interagovat s rliznymi
proteinovymi cili, coZ poskytuje mozZnosti pro objevovani novych 1é¢iv s riiznymi zplsoby
ucinku. V poslednich letech rhodanin spolu s jeho derivaty zaznamenal vyznamny pokrok

ve vyvoji novych lécivych latek — potencidlné antimikrobidlnich a antivirovych.
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V jedné ze studii Yin spolu s kolegy vysetfoval Uc¢innost rhodaninu a jeho derivatu.
VétSina derivatl vykazovala silnou antiproliferacni aktivitu a zéroven tyto derivaty nemeély
zadny negativni vliv na zivotaschopnost normalnich bunék. Kromé& toho zjistili, ze nckteré
slouceniny rhodaninu byly stejné¢ ucinné nebo i uc¢innéjsi nez podavané léky u 1écby rakoviny,
jako je etoposid nebo pentamidin. V dalsi studii byl zkouman antimikrobidlni uc¢inek rhodaninu
a jeho derivatd. Rhodaninové slouceniny byly aktivni proti fadé grampozitivnich kokt. Z toho
1ze ptedpokladat, ze by v budoucnu mohl byt rhodanin nebo jeho derivaty vyznamnym lé¢ivem
(Chaurasyia a kol., 2023; Yin a kol., 2022; AbdelKhalek a kol., 2016). A jak bylo ukézano
v této diplomové praci, rhodaninové derivaty vykazuji 1 jist¢ inhibi¢ni ucinky vuci

cholinesterasam.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo porovnat Ellmanovu metodu, vyuZzivajici substrat acetylthiocholin,
s metodami uzivajicimi substrat indoxylacetat (UV/Vis spektrometrii a fluorimetrickou
metodou). Srovnani t€chto metod bylo provedeno pii stanoveni reak¢énich rychlosti v zavislosti
na riznych koncentracich substrati (ATCh, IA) a aktivitach enzymi (AChE, BChE).
Z nam¢tenych dat byly vypocteny hodnoty Vi, a Km, u kterych dochézelo k nartstu v zavislosti

na stoupajici aktivité¢ enzymi.

Dale bylo provanéno méfeni inhibi¢nich G¢innosti novych rhodaninovych derivati vuci
cholinesterasam, kdy byly hodnoty ICso ziskany ze zavislosti pomé&ru rychlosti neinhibované

a inhibované reakce na koncentraci daného inhibitoru.

U vSech inhibitorti byla vypoctena hodnota tPSA a rozd€lovaci koeficient, diky kterym
bylo mozné urcit, jak dobife by tyto latky mohly prochdzet pres bunééné membrany

a hematoencefalickou bariéru. NejvhodnéjSim inhibitorem se zdal byt inhibitor €. 3.

Pti porovnani vyse uvedenych méfeni se jako nejpiinosnéjsi zdala byt fluorimetrie,
u které dochazelo k dostatecné odezve na rozdil od Ellmanovy metody a UV/Vis spektrometrie
JiZ u nizsich aktivit enzymu. Dalsi vyhodou této metody je rychlost stanoveni, které probihalo

v fadu sekund, u UV/Vis spektrometrie se jednalo o minuty.
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