Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Inhibice vybranych enzymi hrajicich roli v rozvoji neurodegenerativnich

onemocneni

Diplomova prace

2024 Bc. Daniela Zachrdlova



University of Pardubice

Faculty of Chemical Technology

Inhibition of selected enzymes playing a role in the progression of

neurodegenerative diseases

Diploma thesis

2024 Bc. Daniela Zachrdlova



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2023/2024

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a prijmeni: Bc. Daniela Zachrdlova

Osobni ¢islo: C22385

Studijni program: N0914P360001 Bioanalytickalaboratorni diagnostika ve zd ravotniic-
tvi

Téma prace: Inhibice vybranych enzymi hrajicich roli v rozveji neurodegenerativ-

nich onemocnéni

Téma prace anglicky: Inhibition of Selected Enzymes Playing a Role in the Progression of
Neurodegenerative Diseases

Zadavajici katedra:  Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani

Teoreticka Cast:

1. Vypracovat literdrni reSersi tykajici se funkce, struktury a mechanismu plsobeni enzymd, které mo-
hou hrat roli v rozvoji neurcdegenerativnich onemocnéni, zaméfit se pfedevéim na cholinesterazy,
prolyloligopeptidazu a monocaminooxidazu,

2. Shrnout wznam zménéné aktivity damych enzymi pro rozvoj neuredegenerativnich onemocnéni

se zaméfenim predevéim na Alzheimerovu chorobu.

. Popsat moZnosti wuiiti inhibitord danych enzymd.

4. Uvést struény prehled analytickych metod wyukivanych ke stanoveni aktivity a inhibice téchto en-
zymil.

Laa

Experimentalni cast:

1. Zavedeni metody stanoveni aktivity prolyloligopeptidazy — testovat rizné reakéni podminky s cilem
vybrat vhodné podminky pro méfeni aktivity a inhibice prolyloligopeptidazy.
2. Zavhodmych reakénich podminek stanovit inhibiéni GEinnosti wbranjch sloudenin v prolyloli-
gopeptidéze a porovnat je se standardem.
. Inhibiéni Géinnost studovanych inhibitord ovéfit u cholinesterdz a monoaminooxidazy.
4. Zhodnotit schopnost studovanych inhibitord pfestupovat biologické membrany (pfedeviim na za-
kladé hodnoty rozdélovacho koeficientu).

L



Rozsah pracovni zpravy: 35s.
Rozsah grafickych praci: dle potieby

Forma zpracovani diplomové prace: tisténa

Seznam doporucené literatury:
Podle pokyni vedouci diplomowé price.

Vedouci diplomové price: Mgr. Sarka Stépankova, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadani diplomové price: 22. prosince 2023
Termin odevzdani diplomové prace: 10, kvétna 2024

LS.

prof. Ing. Petr Némec, Ph.D. v.r. doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D. v.r.
dékan vedoucl katedry

V Pardubicich dne 29. Gnora 2024



Prohlasuji:

Préci s nazvem Inhibice vybranych enzymu hrajicich roli v rozvoji neurodegenerativnich
onemocnéni jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem

v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym
a o zméné nekterych zakonli (autorsky zakon), ve znéni pozdéjSich predpisii, zejména se
skute¢nosti, ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti této prace
jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, Ze pokud dojde k uZiti této
prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice
opravnéna ode mne pozadovat pfiméfeny prispévek na thradu nakladd, které na vytvoreni dila

vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach
a 0 zméné a doplnéni dalSich zédkont (zékon o vysokych skolach), ve znéni pozdéjsich piedpist,
a smérnici Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvetejiiovani a formalni
upravu zavere¢nych praci, ve znéni pozdéjsich dodatkt, bude prace zvetrejnéna prostiednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 7. 5. 2024

Bc. Daniela Zachrdlova v. r.



PODEKOVANI

Rada bych touto cestou podékovala vedouci mé bakalatské prace Mgr. Sarce Stépankové, Ph.D.
za odborné vedeni mé diplomové prace, laskavy ptistup a ¢as, ktery mi vénovala a také za cenné
rady, které mi poskytla. Velké podékovani patii také mé roding, kterd mé podporovala po celou

dobu studia.



ANOTACE

Tato diplomové prace se zabyva problematikou inhibice vybranych enzymi hrajicich roli
v rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni. Na zacatku teoretické casti jsou popsany
testované enzymy. Dalsi ¢ast obsahuje nékteré metody stanoveni enzymi. Posledni ¢ast je
zamétena na pric¢inu vzniku, diagnostiku a terapii Alzheimerovy choroby. Experimentalni ¢ést
se vénuje inhibi¢ni uCinnosti studovanych inhibitori a pouzitych standardd vaci
cholinesterasam za pouziti acetylthiocholinu a butyrylthiocholinu jako substratu. Dale se
zabyva optimalizaci podminek pro stanoveni aktivity a inhibice prolyloligopeptidasy a zaroven
i stanoveni inhibi¢ni G¢innosti studovanych inhibitorti vi¢i tomuto enzymu. Posledni ¢ast se

zabyva stanovenim inhibi¢ni u¢innosti studovanych inhibitori vii¢i monoaminooxidase.
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TITLE

Inhibition of selected enzymes playing a role in the progression of neurodegenerative diseases

ANNOTATION

This diploma thesis deals with the issue of inhibition of selected enzymes playing a role in the
progression of neurodegenerative diseases. At the beginning of the theoretical part, the tested
enzymes are described. The next part contains some methods for determining enzymes. The
last part is focused on the cause, diagnosis and therapy of Alzheimer's disease. The
experimental part is devoted to the inhibitory efficiency of the studied inhibitors and the used
standards towards cholinesterases using acetylthiocholine and butyrylthiocholine as a substrate.
It also deals with the optimization of the conditions for determining the activity and inhibition
of prolyloligopeptidase, as well as determining the inhibitory efficiency of the studied inhibitors
against this enzyme. The last part deals with determining the inhibitory efficiency of the studied

inhibitors against monoamine oxidase.
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AD Alzheimerova choroba (Alzheimer’s disease)
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APOEe4 apolipoprotein g4

APP amyloidni prekurzorovy protein
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BChE butyrylcholinesterasa
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CAS katalytické aktivni misto (catalytic active site)
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MAO B monoaminooxidasa B
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Neurodegenerativni onemocnéni jsou celosvétové velmi rozSifend multifaktoridlni
celém svéte. Pro neurodegenerativni onemocnéni je charakteristicka ztrata struktury a funkce
nervového systému. Pocet téchto onemocnéni neustdle narGstd ve spojitosti s rostouci
pramérnou délkou zivota. Dnes je demenci postizeno pies 50 miliont lidi a pfedpoklada se, ze

do roku 2050 vzroste toto ¢islo na 130 miliond. (HANSSON, 2021; SURESH a kol., 2020)

Mezi neurodegenerativni onemocnéni se ftadi napiiklad Parkinsonova choroba,
Huntingtonova choroba ¢i amyotroficka lateralni skler6za, avsak nejbéznéjSim typem demence
je Alzheimerova choroba. Charakteristickym znakem tohoto onemocnéni je vyskyt
neuritickych plakt, vzniklych akumulaci nerozpustného AP proteinu, a neurofibrildrnich
klubek, jez vznikaji agregaci hyperfosforylovaného tau proteinu. (BREIJYEH A KARAMAN,
2020; SURESH a kol., 2020)

Na tyto choroby zatim neexistuje 1€k, je vSak k dispozici symptomaticka 1é¢ba umoziujici
alespont zmirn€ni progrese onemocnéni. Tato lécba spocivda zejména v inhibici enzymu
podilejicich se na vzniku onemocnéni. Mezi 1éky na Alzheimerovu chorobu se konkrétné fadi
inhibitory cholinesteras (donepezil, galantamin, rivastigmin) a parcialni antagonista N-methyl

D-aspartatu (NMDA) zvany memantin. (BREIJYEH A KARAMAN, 2020)

Vyznamnou roli v rozvoji Alzheimerovy choroby hraje acetylcholinesterasa. Tento enzym
katalyzuje hydrolyzu neurotransmiteru acetylcholinu, ¢imz dochézi k ukon€eni neurotransmise
a obnové€ cholinergniho neuronu. U Alzheimerovy choroby dochéazi ke sniZeni hladiny
acetylcholinu v oblastech mozku zprostiedkovavajici pamét a uceni. Inhibici
acetylcholinesterasy se zabrani hydrolyze acetylcholinu, ¢imZ se zvySi jeho koncentrace
v synaptické S§térbin€. Proto jsou inhibitory tohoto enzymu prvni volbou pfilécbé

Alzheimerovy choroby. (DE BOER a kol., 2021)

Butyrylcholinesterasa, téz oznaCovdna jako pseudocholinesterasa, hydrolyzuje
acetylcholin stejné¢ jako acetylcholinesterasa. Predpoklada se, ze se tento enzym vyvinul
z acetylcholinesterasy jako obecny detoxifikdtor se zachovanou funkci v procesu
neurotransmise. Jedna se o dalsi cilovy enzym pro inhibitory cholinesteras, diky kterym se
zvySuje dostupnost neurotransmiterll na synapsich v mozku a jsou tak vyuzivany pro 1écbu

Alzheimerovy choroby. (DE BOER a kol., 2021; JASIECKI a kol., 2021)
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Prolyloligopeptidasa je serinova proteasa hydrolyzujici peptidy, které jsou mensi nez
30 aminokyselin. Podili se na regulaci oxida¢niho stresu, agregaci proteinti a zanétu. Inhibice
tohoto enzymu by tedy mohla byt vyznamna v terapii neurodegenerativnich onemocnéni,

vcetné Alzheimerovy choroby. (TOPPILA a kol., 2023)

Monoaminooxidasy jsou flavoproteiny na vné&jsi strané mitochondridlni membrany. Podili
se na metabolismu monoaminovych neurotransmiterd a dalSich amini. ZvysSené hladiny
enzymu jsou spojovany s neurodegenerativnimi stavy jako je Alzheimerova choroba a inhibice

tohoto enzymu by tak méla potencionalné zdrzet progresi onemocnéni. (BEHL a kol., 2021)

15



1 TEORETICKA CAST

1.1 Cholinesterasy

Cholinesterasy jsou serinové hydrolazy rozkladajici estery cholinu. Maji vyznamnou roli
jak v perifernim, tak v centralnim nervovém systému. Kromé charakteristického cholinergniho
pienosu se podili také na bunécné proliferaci, diferenciaci, reakcich na inzulty jako je stres
a tvorbé amyloidu. Jsou také vyznamnymi biochemickymi markery nékterych patologii jako je
napiiklad Alzheimerova choroba (AD). U obratlovct se vyskytuji dvé formy, kddované dvéma
riznymi geny, a to acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa. (KORABECNY A SOUKUP,
2021; TALESA, 2001)

1.1.1 Acetylcholinesterasa
Acetylcholinesterasa (AChE), téZ znamé jako skute¢na cholinesterasa, se nachdzi ve
svalech, nervovych a hematopoetickych buiikdch. Ve starSich zdrojich je AChE oznacovana
jako krevni cholinesterasa, jeji aktivita je totiz lokalizovana také na povrchu erytrocytt. Diky
rychlosti své katalyzy se jedna o jeden z nejucinnéjsich enzymi. Inhibitory AChE nasly vyuziti
v 1é¢be neuromuskuldrnich poruch a jsou jednim z hlavnich 1é€¢iv pouzivanych k 1é€bé AD. (DE

BOER a kol., 2021; DVIR a kol., 2010; POHANKA, 2013)

1.1.1.1 Formy acetylcholinesterasy
Formy AChE jsou glykoproteiny syntetizované na hrubém endoplazmatickém retikulu, kde
dochdzi ke kotranslacni glykosylaci. Dojde k pfipojeni tfi aZ Ctyf asparaginem vazanych
oligosacharidi k prodluzujicimu se polypeptidovému fetézci. Po sloZeni, sestaveni a kontrole
kvality pfechazi do Golgiho aparatu k dalSimu zpracovani. Nasledné jsou oligomerni formy
AChE zabaleny a transportovany do dané povrchové domény builkky. AChE je vysoce
glykosylovany protein, coZ nejspi$ zplsobuje pfipojeni tkanove specifické znacky na jinak

identické molekuly. (ROTUNDO, 2017; TALESA, 2001)

Enzymové formy maji podobné katalytické aktivity, jejich odliSnost spocivad zejména
v hydrodynamickych parametrech a iontovych nebo hydrofobnich interakcich. Molekularni
formy AChE dé€lime na asymetrické a globularni formy. Asymetrické formy obsahuji jednu
(A4), dvé (A8) nebo tii (A12) katalytické podjednotky tetrameru, které jsou piipojeny ke
kolagenovému ocasu, diky kterému jsou ukotveny k bazdlni laminé v synaptické Stérbiné
a pfednostné se tak tedy vyskytuji na neuromuskularnim spojeni. Globuldrni formy se vyskytuji
jako katalytické monomery (G1), dimery (G2) a tetramery (G4). Ve specidlnich ptipadech

byvaji vyluCovany v rozpustné formé, prevazné jsou vSak ukotveny k membrané. Mezi typy
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vazeb k bunéénym membranam se fadi vazba hydrofobnim peptidem, ktera se pfednostné
nachdzi v centrdlnim nervovém systému, dal§im typem vazby je glykolipidova kotva
nachazejici se v nervech, svalech a hematopoetickych buiikach. (ROTUNDO, 2017; SILMAN,
2021; TALESA, 2001)

1.1.1.2 Struktura acetylcholinesterasy
Znalost 3D struktury AChE je nutna pro pochopeni katalytické ti¢innosti enzymu. Diky
znalosti struktury enzymu bylo mozné navrhnout 1€¢iva a terapeutické pristupy k 1€cbé AD,

pripadné k 1é¢b¢ intoxikace organofosfatovymi jedy. (DVIR a kol. 2010)

Molekula AChE ma elipsoidni tvar, sklada se z 537 aminokyselin a degraduje az 25 000
molekul acetylcholinu (ACh) za sekundu. Monomerni forma tohoto enzymu se sklada
z dvanécti B skladanych listti obklopenych ¢trnécti a helixy (obrazek 1). Jsou znamé tii zdkladni
¢asti, a to katalytické aktivni misto (CAS), periferni aniontové misto (PAS) a uzké c¢trnacti
aromatickymi zbytky lemovand prohluben vedouci dovnitt enzymu. CAS se nachdzi uvnitt
enzymu a dochazi v ném k hydrolytické reakci. PAS se nachazi vné enzymu a slouzi jako
vazebné misto s nizkou afinitou ke koncentraci ACh u vstupu do prohlubné. Oblast prohlubné
spojuje CAS a PAS svnéjskem enzymu. (ECKROAT akol., 2020; LI a kol., 2018;
WALCZAK-NOWICKA A HERBERT, 2021)

Obrazek 1: Katalytickd podjednotka AChE s ukotvenym ACh (SILMAN A SUSSMAN, 2008)

CAS se nachazi 20 A hluboko na dné& prohlubné a smérem k zakladné enzymu se rozsifuje.
Tvofi jej zbytky Ser203, His447, Glu334 neboli takzvana ,katalytickd tridada* nachazejici se
v oblasti esteratického mista. Dal§im mistem CAS je periferni aniontové misto obsahujici
aromatické zbytky Trp86, Tyr133, Tyr337, Phe338, které maji dominantni roli ve stabilizaci

a adaptaci substratii. Dale obsahuje aniontové misto oxyaniontovou jamku obsahujici zbytky
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Glyl121, Gly122 a Ala204 ke stabilizaci zaporné nabitého prechodného stavu a acylovou kapsu,
kterd vyuzivéa zbytky Phe295 a Phe297 ke kontrole specifity substratu. PAS na vngj$i strané
enzymu se sklada z aromatickych zbytka Tyr72, Asp74, Tyr124, Trp286, Tyr341. (ECKROAT
a kol., 2020; LI a kol., 2018)

1.1.1.3 Funkce acetylcholinesterasy
Funkce AChE v organismu je velmi dobfe zndma, enzym je soucasti takzvaného
cholinergniho systému, ktery je zalozen na cholinergni neurotransmisi. AChE ma svij
fyziologicky substrat, neurotransmiter ACh, ktery je enzymem S$tépen na cholin a acetat
(obrazek 2). Timto roz$tépenim substratu dochazi k ukonceni neurotransmise. (POHANKA,

2013)

0 / AChE + H,0 *) /
+ N*
Acetyicholine Acetate Choline

Obrézek 2: Enzymatickd hydrolyza ACh piisobenim AChE (DVIR a kol., 2010)

Principem cholinergniho systému je tedy jizZ zminénd hydrolyza ACh pomoci AChE na
cholin a acetat probihajici v synaptické S$térbiné. Cholin se nasledné dostava zpét do
presynaptického neuronu pomoci nosic¢e cholinu. Dochazi k resyntéze ACh spojenim cholinu
s komplexem acetatu a koenzymu A  (acetyl-CoA). Reakce je katalyzovana
cholinacetyltrasferasou za souc¢asného uvolnéni jedné molekuly koenzymu A. Vznikly ACh
prostupuje do vezikuly a exocytdzou vytéka do synaptické $térbiny, aby mohl zacit novy cyklus

(obrazek 3). (LI a kol., 2018)

pre-synaptic neuron

CoA

choline carrier
ACh carrier choline acetyl
transferase
/' ACh
Ach —CoA
exocytosis
Acetyicholine (ACh) AChl choling
—

(partially)
acetate
ACh receptor —f

post-synaptic neuron

Obrazek 3: Metabolismus ACh pomoci AChE (LI a kol., 2018)
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Ptestoze primarni funkci AChE je ukonceni neurotrasmise, ma enzym vyznamny podil také
na diferenciaci embryonalnich kmenovych bunék, neuritogenezi, bunécné adhezi,
synaptogenezi, aktivaci dopaminovych neurond, sestavovani amyloidnich
B-vldken, hematopoéze a trombopoéze. Dulezitou roli hraje enzym v patogenezi
neurodegenerativnich onemocnéni. Dochazi k zanétiim, zvySeni oxida¢niho stresu a bunééné
apoptédze, kdy buiky exprimujici AChE podléhaji apoptéze snadnéji. Pokud je tedy AChE
inhibovana dochazi také k inhibici apoptozy. (KORABECNY A SOUKUP, 2021; WALCZAK-
NOWICKA A HERBERT, 2021)

1.1.2 Butyrylcholinesterasa

Butyrylcholinesterasa (BChE), téz znama jako plazmatickd cholinesterasa nebo
pseudocholinesterasa, se nachazi skoro ve vSech tkéanich téla. Pfedpoklada se, Ze se tento enzym
vyvinul z AChE jako obecny detoxifikator se zachovanou funkci v procesu neurotransmise.
Nejvyssi hladiny BChE nalezneme zejména v jatrech, odkud je enzym uvoliiovan do krevni
plazmy. Byl vSak nalezen také v amyloidnich placich a neurofibrilarnich klubkéch, coz
naznacuje, ze se mize podilet na patogenezi AD. K acetylcholinu ma niz$i afinitu nez AChE.
Polo¢as rozpadu BChE je 12 dni. (DE BOER a kol., 2021; JASIECKI a kol., 2021;
SANTARPIA akol., 2013)

1.1.2.1 Formy butyrylcholinesterasy
BChE se v lidské plazmé nachézi ve ¢tyfech molekularnich formach a to G1 (monomer),
GI-ALB (monomer navazany na albumin), G2 (dimer) a nejcastéji se vyskytujici formé G4

(tetramer). (BONO a kol., 2015)

1.1.2.2 Struktura butyrylcholinesterasy

Struktura BChE se velmi podoba struktute AChE. Bylo zjisténo, ze v sekvenci téchto
enzym je az 53,8% identita. Nejcasteji se vyskytujici forma BChE, tedy tetramer, se sklada ze
Ctyt podjednotek, kdy je kazda podjednotka slozena z 574 aminokyselin a deviti sacharidi,
které jsou spojeny s deviti asparaginovymi zbytky. Hmotnost kazdé podjednotky je 85 kDa. Za
spojeni podjednotek do tetrameru odpovida interakce tetrameriza¢ni domény, coz je spojeni
Sroubovic tvofenych Ctyficeti aminokyselinami na C-konci kazdé podjednotky,
s polyprolinovym peptidem, ktery je ve stfedu svazku Sroubovic vazan vodikovou vazbou

(obrézek 4). (LOCKRIDGE, 2015; POHANKA, 2013)
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tetramerizacni
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== polyprolin
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Obrazek 4: Tetramerni lidska BChE. A) Pohled shora na tetramer BChE s polyprolinem uprostied, B) Boc¢ni pohled na
tetramer BChE (prevzato a upraveno z LOCKRIDGE, 2015)

Samotna struktura BChE se sklada ze tii zdkladnich ¢asti, stejnych jako u AChE, z PAS
nachdzejiciho se na povrchu enzymu, uzké osmi aromatickymi zbytky lemované prohlubné
vedouci dovniti enzymu a CAS na dn€ aromatické prohlubné. Rozdil v konformacnich
zménach prohlubné BChE oproti AChE je divodem, pro¢ BChE miize $tépit velké mnozstvi
estert s vysokou rychlosti obratu, zatimco AChE je specificka pouze pro ACh. (Li a kol. 2017;
POHANKA, 2013)

1.1.2.3 Funkce butyrylcholinesterasy
Presnd funkce BChE zistavd nejasnd, na rozdil od AChE nemé tento enzym sviij
fyziologicky substrat. Je v§ak ziejmé, ze dokaze hydrolyzovat ACh a dalsi latky a 1é¢iva (napf.
sukcinylcholin, kokain, heroin). BChE je také vyznamnym obrancem proti toxickym
sloucenindm (napt. organofosfaty, pesticidy), které¢ by po vstupu do krve mohly inhibovat
aktivitu AChE. BChE tyto latky nevratné vaze jesté pred vazbou na AChE, a brani tak projevu
toxického tc¢inku na nervovém systému. JelikoZ je uvoliiovéna z jater, mize BChE slouzit jako
biochemicky marker v jaternim funkénim testu. BChE ma také vyznamnou roli v diagnostice
diabetu, urémie ¢i hypertyreodzy. (JASIECKI a kol., 2021; POHANKA, 2013; POHANKA

A ZAKOVA, 2021; SANTARPIA a kol., 2013)

Vyznamna je vSak BChE jako cilovy enzym pro inhibitory cholinesteras, které¢ zvysuji
dostupnost neurotransmiterti na synapsich v mozku a jsou tak vyuzivany pro 1écbu AD.

U pacientl s pokrocilou AD dochézi k poklesu hladiny AChE na 55-67 %, hladina BChE se
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naopak zvysuje na 120 %. Piestoze je BChE gliového ptivodu a AChE neuronového ptivodu,
je dokadzano, ze BChE za pfitomnosti inhibitoru cholinesteras hydrolyzuje ACh, ¢imz
kompenzuje deficit AChE a méla by tak zajistit udrzitelnou 1é¢bu AD. (JASIECKI a kol.,2021;
LI a kol., 2021)

1.2 Prolyloligopeptidasa

Prolyloligopeptidasa (POP), téz znama jako prolylendopeptidasa, je serinova proteasa,
kterou miizeme nalézt témét v celém lidském téle. Nejvice exprimovana je zejména v mozku,
ledvinach, varlatech a brzliku. Mnozstvi vyskytovaného proteinu vSak nutné neodpovida
enzymatické aktivit¢ POP. U pacientli s AD byly nalezeny vyznamné vyssi hodnoty aktivity
POP nez u zdravych jedinctli, coz naznacuje, ze by enzym mohl souviset s neurodegeneraci.
Inhibitory POP by tedy mohly najit uplatnéni jako terapeutika pii lécbé AD. (SIATKA a kol.,
2017; SVARCBAHS a kol., 2019)

1.2.1 Struktura prolyloligopeptidasy

Molekula POP ma vélcovity tvar, sklada se z 710 aminokyselinovych zbytkl a jeji
molekulova hmotnost je pifiblizné 80 kDa. Existuje pouze jedna forma POP, a to monomer,
ktery je tvofen dvéma doménami. Jedna z domén je katalyticka s o/B-hydroldzou, zatimco
druha je nekatalytickd sedmilista B-vrtulova doména. Tato B-vrtulova doména funguje jako filtr
peptidi a k aktivnimu mistu pousti pouze ty peptidy, které velikostné neptesahuji 30
aminokyselin. Peptidy vétsi nez 30 aminokyselin nemtiiZze enzym $tépit kvili poloze katalytické
kapsy mezi katalytickou a vrtulovou doménou. Aktivni centrum POP se sklada
z aminokyselinovych zbytki Ser554, Asp641 a His680 anachdzi se na rozhrani domén.

(DUNAEVSKY akol., 2020; SVARCBAHS a kol., 2019)

Unikétni pro POP je flexibilni struktura smycky na rozhrani domén. Tato struktura
zajistuje dulezité katalytické funkce jako je vybér substratu dle velikosti a specificnosti, ale
také samotny vstup substratu do aktivniho mista. Smyckova struktura obsahuje smycku
nekatalytické vrtulové domény (smycku A), smycku katalytické peptidasové domény (smycku
B) a dalsi smycky, které jsou diilezité pro kontrolu katalytické aktivity enzymu (obrazek 5).

(DUNAEVSKY akol., 2020; SZELTNER a kol. 2013)
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Obrazek 5: Struktura POP. C) odlisend zluta smycka A, cervend smycka B a modra smycka C v molekule POP, D) inhibitor
KYP-2047 (zeleny) navdzany na Ser554 (Cerny) v aktivnim misté POP (SVARCBAHS a kol., 2019)

1.2.2 Funkce prolyloligopeptidasy
Charakteristickou funkci POP je schopnost stépit kratké peptidy do 30 aminokyselin na
C-terminalni stran¢ prolinu. (SVARCBAHS a kol., 2019)

POP ovlivituje biologické procesy zejména diky jeho enzymatické peptidasové aktivité,
pfipadné¢ muize biologické procesy ovliviiovat také diky neenzymatické piimé interakci
protein-protein. Katalyticka aktivita enzymu slouzi zejména ke $tépeni peptidovych hormonti
a neuropeptidi jako je oxytocin, vazopresin, hormon uvoliyjici tyreotropin ¢i latka P.
Proteinova interakce je zodpovédnd piedev§im za regulaci oxidacniho stresu a zanétu.
Enzym se také ucastni regulace paméti a uceni, agregace a-synukleinu, neuronalnich procest
a angiogeneze. Aktivita a exprese POP se v dusledku starnuti a neurodegenerativnich chorob
zvySuje, coz souvisi s hromadénim oxida¢niho stresu a toxickych proteinovych agregati.
Zaroven vede vyss$i aktivita a exprese POP k zvySenému rozpadu neuropeptidii a s tim
souvisejicimu poklesu kognitivnich funkei a zrychleni neurodegenerace. Inhibice POP by tak
mohla byt napomocnd v terapii neurodegenerativnich onemocnéni. (DUNAEVSKY a kol.,

2020; KLIMAVICIUSA a kol., 2012; TOPPILA a kol., 2023)

Pfestoze se jedna o intracelularni enzym, mize dojit k jeho uvolnéni z buiky do
extracelularniho prostoru. Enzym byl také nalezen v krevni plazmé a semenné tekuting.
V disledku netizeného uvoliiovani POP do krve a mozkomisniho moku mohou byt ovlivnény
emoce, citlivost nebo i socidlni chovéani. Tato informace ukazuje souvislost mezi zménami

aktivity POP a neuropsychiatrickymi onemocnénimi, kdy snizené hladiny POP nachazime
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u lidi s depresi, naopak zvysené hladiny POP se vyskytuji u pacienti s manickymi poruchami

a schizofrenii. (DUNAEVSKY a kol., 2020)

1.3 Monoaminooxidasa

Monoaminooxidasa (MAQO) patii mezi flavoenzymové oxidasy. Enzym je véazan na
povrchovou membranu mitochondrii, ma vysoké hladiny exprese zejména v neuralnich
a gastrointestindlnich tkénich a podili se vyznamné na metabolismu monoaminovych
neurotransmiterti, jako je dopamin, serotonin, adrenalin a noradrenalin, a dalSich amind.
U pacientli s AD byly objeveny zvySené hladiny tohoto enzymu a inhibitory MAO by tak ve
viceucelovych kombinacich mohly pomoci pii udrZzovani konstantni hladiny neurotransmiteri
u neurodegenerativnich onemocnéni. (BEHL a kol., 2021; CHAURASIYA a kol., 2014;
RAMSAY A ALBREHT, 2018)

1.3.1 Formy monoaminooxidasy
MAO se vyskytuje ve dvou izoformach, a to jako monoaminooxidasa A (MAO A)
a monoaminooxidasa B (MAO B). Tyto dv¢ izoformy jsou kddované riznymi geny, maji svou

vlastni substratovou specifitu, odlisSnou distribuci v tkanich a odliSnou rozpoznavaci oblast

substrat-inhibitor. (BEHL a kol., 2021)

Obecné se MAO nachézi zejména v mozku, kde prevazuje pfedevsim izoforma MAO B,
kterou nalezneme napiiklad v cerebralnich gliovych buikdch. MAO B nalezneme také
v souvislosti s krevnimi destickami a jaternimi buiitkami. Projevy MAO A miiZeme pozorovat
spiSe v perifernich tkédnich, ve stfevech, ve §titné Zlaze, v srdci ¢i placenté. Co se tyce katalyzy
oxida¢ni deaminace monoaminl, serotonin, melatonin, noradrenalin a adrenalin jsou primarné
deaminovany MAO A, zatimco fenylamin a benzylamin jsou primarné¢ deaminovany MAO B.
Substraty dopamin, tyramin a tryptamin jsou spolecné pro ob¢ formy. (BEHL a kol., 2021;
SHULMAN a kol., 2013)

1.3.2 Struktura monoaminooxidasy

MAO A i MAO B jsou relativné velké enzymy dlouhé 527, respektive 520
aminokyselinovych zbytkt. Molekulova hmotnost enzymt je asi 60 kDa. (IACOVINO a kol.,
2018)

Lidska MAO B je dimer, kdy je do oligomerizace zapojeno asi 15 % povrchu monomert.
Vnitini struktura dimeru je stabilizovana vodikovymi mustky, které vedou od vrchu az ke

spodni ¢asti hlavniho globularniho téla proteinu. Jednotlivé monomery obsahuji
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FAD-vazebnou doménu (FAD — flavinadenindinukleotid) v aplika¢ni ¢asti dimeru, substrat-
vazebnou doménu, ktera ukryva dutinu aktivniho mista, a C-koncovy segment skladajici se
z a-helixu, jenz se nachéazi na spodni ¢asti monomeru. Oba a-helixy dimeru jsou vzajemné
rovnobézné, vysoce hydrofobni a plni tlohu membranové kotvy. Aktivni misto enzymu
obsahuje velké bipartitni aktivni misto skladajici se z centralni dutiny vazajici substrat, zde je
také vazan FAD, a vstupni dutiny na periferii, kterd se protind s povrchem proteinu. To, zda
dutiny ziistanou otevieny nebo se spoji, zalezi na povaze piitomného substratu, pripadné

inhibitoru. (BEHL a kol., 2021; IACOVINO a kol., 2018; WANG a kol., 2013)

MAO A je monomer obsahujici usek deviti aminokyselin na N-konci, které MAO B nema.
Lze fici, Ze izoformy spolu sdileji 73 % sekvence aminokyselin. MAO A ma také oproti MAO
B mensi hydrofobni dutinu vazajici substrat, kterd je pouze monovalentni. (WANG a kol.,

2013) Struktura MAO A a MAO B je znazornéna na obrazku 6.

A B

MAO-B

Cter Cter

Obrazek 6: Struktura monoaminooxidasy. A) struktura monomeru MAO A, B) struktura dimeru MAO B; zluté oznacen FAD,
modre oznacena doména vazajici substrat, zelené oznacena doména vazajici FAD, cervené oznacena C-terminalni oblast, N-
ter predstavuje N-termindalni oblast (MANZOOR A HODA, 2020)

1.3.3 Funkce monoaminooxidasy
Funkci MAO je katalyza oxida¢ni deaminace monoaminid. Mozkové monoaminy jako
serotonin a norepinefrin jsou neustale metabolizovany, coZ je nezbytné pro neurdlni ptenos. Pti
reakci katalyzované MAO vznik4 aldehyd, amoniak a peroxid vodiku. Vzniklé aldehydy jsou
dale oxidovany na kyseliny a vznikly peroxid vodiku mize byt pieménén na hydroxylovy
radikal. MAO tedy piispiva k mitochondrialni produkeci reaktivnich forem kysliku, podili se na
neurotransmisi a na oxidativnim stresu v mozku. Enzym také ptisobi jako metabolicka barikada,
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diky jeho konzerva¢nimu ucinku v kapilarach hematoencefalické bariéry, a brani tak pronikéani
aminl do krve zejména v perifernich organech. Zvysena exprese MAO B v mozku, zejména
v astrocytech v okoli amyloidu-f, katalyzuje jiz zminény metabolismus monoamini, a tedy
zvysenou tvorbu Skodlivych latek jako jsou volné radikaly a peroxid vodiku, ¢imz ptlisobi na
neurodegenerativni mechanismy u AD. Inhibice MAO B by tak méla snizit oxidacni stres

a neurodegeneraci a zmirnit progresi onemocnéni. (BEHL a kol., 2021; FISAR 2016)

MAO A ma také vyznamnou roli pfi udrzovani hladin neurotransmitera a jeji zvySena
aktivita a exprese je, stejné¢ jako u MAO B, spojovédna s neurodegenerativnimi poruchami.
Navic byla zvySena hladina MAO A zjisténa u pacientl s depresi, naopak deficit enzymu byl
prokazéan u pacientll s mentalni retardaci. (ALJANABI, 2021)

1.4 Detekéni metody enzymii

Pro stanoveni aktivity i inhibice enzymi existuje fada metod. VéEtSina z nich je zaloZena na
méfeni zmény pH, pfipadné¢ jsou tyto metody zaloZzeny na principu kolorimetrie,
spektrofotometrie, fluorometrie, radiometrie, elektrochemie a jinych. Je prokazano, ze zadna
technika neni vhodna pro vSechny aplikace, jelikoz kazda z nich pozaduje urcité sobé specifické
podminky. Nejnovéjsi techniky zalozené na nanotechnologiich a materidlech vyznamné
rozsifily moZnosti stanoveni aktivity a inhibice enzymi. Mezi tradi€nimi testy a nové¢jSimi

technikami je vSak velka propast. (MIAO a kol., 2010)

1.4.1 Spektrofotometrické metody
Prestoze existuje velké mnozstvi riznych testil, jsou dodnes spektrofotometrické metody

jedny z nejpouzivanéjSich metod pro stanoveni cholinesteras a jejich inhibitori. (MIAO a kol.,

2010)

Aktivita a inhibice POP je, stejné jako u zminénych cholinesteras, také stanovitelna
spektrofotometricky. Typickym substratem pro POP je Z-Gly-Pro-p-nitroanilid, kdy se sleduje
vznik p-nitroanilinu, ktery je pfimo imérny aktivité POP. Spektrofotometrické méteni probiha

pii 405 nm. (SIATKA a kol., 2017)

1.4.1.1 Ellmanova metoda
Ellmanova metoda je nejpouzivangjs$i spektrofotometrickou metodou pro stanoveni
aktivity a inhibice cholinesteras jako je AChE a BChE. Metoda pro stanoveni AChE spociva
v hydrolyze ATCh katalytickym piisobenim AChE na thiocholin a kyselinu octovou. V ptipadé
stanoveni BChE dochazi k hydrolyze BTCh na thiocholin a kyselinu méselnou. Nésledné
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dochdzi ke spontanni reakci thiocholinu s Ellmanovym c¢inidlem, tedy 35,5-dithiobis-2-
nitrobenzoovou kyselinou (DTNB). Touto spontdnni reakci dochdzi ke vzniku zluté zbarvené
aniontové formy kyseliny 5-thio-2-nitrobenzoové (TNB). Tato aniontova forma absorbuje pii
412 nm. Intenzita barvy produktu je pak pfimo timérna aktivité cholinesterasy. Princip metody

je znazornén na obrazku 7. (POHANKA, 2017; POHANKA A ZAKOVA, 2021)
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Obrazek 7: Princip Ellmanovy metody pro stanovent aktivity AChE (POHANKA, 2017)

Vyznamnou vyhodou Ellmanovy metody je zejména jeji rychlost, jednoduchost, presnost
a nizké ndklady na provedeni. Dalsi vyhodou této metody je jeji flexibilita, metoda je snadno
prizptsobitelnd pro automatické analyzatory a da se provadét 1 externé mimo laboratot. (MIAO

a kol., 2010)

Nevyhodou této metody je nizka citlivost detekce, coz znemoziuje detekovat nizké aktivity
cholinesteras, nizké stabilita DTNB v ¢ase a jeho nizka citlivost na svétlo, vysoké pozadi
v biologickych vzorcich v disledku interakce s volnymi sulthydrylovymi skupinami
a interference produktu TNB s hemoglobinem pii 410 nm, coz je problém pii méfeni aktivity
cholinesteras v krvi. Re§enim této komplikace je pouziti alternativniho barevného ¢inidla, misto
DTNB, jako je napiiklad kyselina 6,6 -dithiodinikotinova. (DINGOVA a kol., 2014; MIAO
a kol., 2010)

1.4.1.2 Fluorimetrické metody
Fluorimetrické testy jsou dalsi spektrometrickou metodou, ktera se vyuziva ke stanoveni
aktivity ¢i inhibice enzymu. Princip metody je zaloZen na tvorbé fluorescenéniho produktu.
Fluorescencni latky jsou stabilni, maji dlouhou Zivotnost a vysokou intenzitu fluorescence. Pro
stanoveni aktivity cholinesteras se pouzivaji zejména nefluorescencni substraty, jako je

indoxylacetat nebo resorufin butyrat, které nasledné, po hydrolyze enzymem, poskytuji vysoce
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fluorescencni produkty. Hydrolyza indoxylacetatu je vSak oproti resorufinu mnohem rychle;jsi.
Dalsi vyhodou indoxylacetatu je také vyssi stabilita viici spontanni hydrolyze a vétsi rozdil
mezi excitacni a emisni vinovou délkou. Resorufin ma naproti tomu vyhodu vétsi fluorescence,
¢imz umoznuje méfit niz§i koncentrace substratu. Test tedy, ve srovnani s kolorimetrickymi
metodami, poskytuje az 100x vyssi citlivost a zaroven také nizsi detekéni limity. (HOLAS

akol., 2012; MIAO akol., 2010)

Ptikladem fluorimetrické metody je i stanoveni aktivity a inhibice MAO. Principem je
reakce MAO s p-tyraminem, coz je substrat jak pro MAO A tak i pro MAO B. Tato reakce vede
k tvorbé H»0», ktery dale reaguje s kfenovou peroxiddzou za pouziti barevného cinidla
N-acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazinu. Fluorimetrické méfeni se provadi pfi excitatnim zafeni

530 nm a emisnim zafeni 585 nm. (ZHOU A PANCHUK-VOLOSHINA, 1997)

V soucasnosti se ¢im dal vice pro fluorescencni detekci aktivity enzymi vyuzivaji
nanomateridly jako kovové nanocéstice ¢i anorganické kvantové tecky a fluorescenéni
konjugované polymery. Tyto metody jsou vSak ¢asove a financné€ dost narocné. Kvantové tecky

jsou navic toxické, coz omezuje jejich pouziti v praxi. (XIAO a kol., 2021)

1.4.2 Radioizotopické metody

Princip radioizotopické metody pro stanoveni aktivity AChE je zaloZen na hodnoceni
acetylcholinu znac¢eného *H nebo *C. Metody jsou si velmi podobné, lisi se pouze
v kvantifikaci oznafeného nehydrolyzovaného ACh nebo oznacené¢ho uvolnéného acetatu.
Radiometricky test neni vhodny pro kinetickd meéfeni, jelikoZ se jednd o koncovy test.
Kazdopadné se jednd o nejcitlivejsi test ke stanoveni 1 velmi nizké enzymové aktivity. Dalsi
vyhodou metody je jeji jednoduchost, reprodukovatelnost a piesnost. Velkou nevyhodou této
metody je zejména vysokd cena radioaktivniho substratu a také komplikace s manipulaci

s radioaktivnim materialem. (HOLAS a kol., 2012; MIAO a kol., 2010)

1.4.3 Biosenzory
Biosenzor je analytické zatizeni skladajici se z biologické rozeznavaci €asti zajist'ujici
biochemickou odpovéd’, fyzikalné-chemického pievodniku, ktery tuto odpovéd prevadi na
signal, a detektoru, diky kterému je signal detekovan a nasledné¢ Ize vyjadrit Ciseln€. Nejcastéji
pouzivanym biologickym prvkem v biosenzorech je enzym. Tento enzym reaguje se substratem
a odezva je nasledné monitorovana detektorem. Existuji dva pfistupy méfeni, a to méfeni

produktu enzymatické reakce, kdy je cilovy analyt substratem pro enzym, dal§i moznost je, ze
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cilovy analyt ptsobi jako inhibitor enzymu a pokles tvorby enzymatického produktu se pak

méii a koreluje s koncentraci cilového analytu. (STEPANKOVA A VORCAKOVA, 2016)

Elektrochemické biosenzory jsou nejrozsifenéj$i. Principem je zména -elektrickych
vlastnosti na zdklad¢ produkce nebo spotteby iontt ¢i elektrontl, ke které dochazi v ramci reakci
mezi enzymem a cilovym analytem. Mezi elektrochemické biosenzory se fadi biosenzory
konduktometrické, potenciometrické a amperometrické, dalSimi druhy jsou opticky,
fotoelektrochemicky a piezoelektricky biosenzor. Vyhodou biosenzori je velka vykonnost,
vysoké specifita a citlivost, rychla odezva, nizké ndklady a kompaktni velikost, diky ¢emuz
jsou pouzitelné pro klinické monitorovani. (MIAO a kol., 2010; STEPANKOVA
A VORCAKOVA, 2016)

1.5 Neurodegenerativni onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni jsou celosvétové velmi rozSifena. Jednd se o hlavni
pfi¢inu invalidity a pfed¢asného umrti zejména starSich osob po celém svéte. Pro
neurodegenerativni onemocnéni je charakteristickd ztrata struktury a funkce nervového
systému. Mezi vyznamné zastupce patii napiiklad Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, Huntingtonova choroba ¢i amyotrofickd lateralni skler6za. Zatimco klinickymi
projevy se tyto nemoci lisi, jejich molekularni podstata, akumulace charakteristickych proteinti
do nerozpustnych agregati v nebo mezi neurony a gliovymi buiikkami, je viceméné stejna.

(BRETTSCHNEIDER a kol., 2015; SURESH a kol., 2020)

1.5.1 Alzheimerova choroba
Nemoc je pojmenovana podle némeckého psychiatra Aloise Alzheimera, ktery u svého
prvniho pacienta, jenz pfed smrti trpél ztratou paméti, dezorientaci, a zménou osobnosti, popsal
pii posmrtném zkoumani jeho mozku masivni ibytek neuronti, pfitomnost amyloidnich plaka
a neurofibrilarnich klubek. Tento ndlez charakterizoval jako zavazné onemocnéni mozkové
kiry. Emil Kraepelin nésledné ve své psychiatrické ptfiru¢ce poprvé pouzil termin
Alzheimerova choroba, ¢imz tuto nemoc odlisil od tehdy znamé senilni demence. (CIPRIANI

akol., 2011)

1.5.1.1 Epidemiologie
Jedna se o nejbeéznéjsi typ demence u lidi ve véku 65 let a starSich. Vyskytuje se az v 75 %
vSech pfipadt. Podle organizace Alzheimer's Disease International trpélo v roce 2021 AD
celosvétove vice néz 55 miliont lidi a predpoklada se, Ze se toto Cislo bude dale rapidné

zvySovat. V roce 2030 by podle pfedpokladii melo byt nemocnych az 78 miliontl lidi. Spolu se
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zvysujicim se poétem nemocnych se zvy$uji také naklady na 1é¢bu a pééi. (GARCIA-

MORALES akol., 2021; ZHANG a kol., 2022)

1.5.1.2 P¥#icina vzniku
AD se dlouho vyviji v preklinickém obdobi, kdy toto obdobi miize trvat i nékolik desetileti.
Neni zcela jasné, co pfesné stoji za vznikem patologickych zmén u AD. Existuje v§ak né€kolik
hypotéz, které popisuji moznou pfi¢inu patologickych zmén AD. Mezi hlavni hypotézy patii
zejména cholinergni hypotéza a amyloidni hypotéza. (BREIJYEH A KARAMAN, 2020;
SCHELTENS a kol., 2016)

Cholinergni hypotéza je nejstarsi a velmi vyznamnou teorii popisujici patogenezi AD. ACh
je neurotransmiter, ktery se ucastni procesu uceni, paméti a dalSich kritickych funkci. Jeho
hladina je ovliviiovana centralnim cholinergnim nervovym systémem, ktery reguluje syntézu
auvoliiovani ACh. V mozcich pacienti s AD je casto zjiSténa neurodegenerace, ztrata
cholinergnich neurontl a s tim spojend sniZena hladina neurotransmiteru ACh. Degenerace
cholinergnich neuronii pak tedy zplsobuje ztratu paméti, pozornosti ¢i omezeni kritickych
funkci. Abnormalni centralni cholinergni zmény mohou také zptsobit fosforylaci tau proteinu,
zanét nervovych bunck, bunéénou apoptézu, nerovnovdhu neurotransmiterového
a neurohormonalniho systému a dalsi patologické jevy. (BREIJYEH A KARAMAN, 2020;
CHEN a kol., 2022)

Amyloidni hypotéza také hraje diileZitou roli v patologii AD. Nadmérna produkce nebo
nedostate¢né odstranovani AP proteinu zpisobuje ukladdni amyloidu v mozku. Vysoké
koncentrace AP proteinu pak pisobi neurotoxicky na neurony a zptsobuji jejich atrofii az smirt.

(LIU a kol., 2019)

Amyloidni prekurzorovy protein (APP) je Stépen dvéma zplsoby. Prvnim zpisobem je
hydrolyza APP pies a drahu a-sekretazou, po které nasleduje hydrolyza y-sekretazou. Tento
zpisob fyziologicky pfevlada a nedochdzi k produkci nerozpustného AP proteinu. U druhého
zpusobu, pies drdhu B, dochazi k hydrolyze APP B-sekretazou, po které nésleduje hydrolyza
y-sekretazou a vznika tak nerozpustny AP protein. Za fyziologickych podminek je takto tvoteno
jen malé mnozstvi nerozpustného AP proteinu, ktery je nasledné eliminovdn imunitnim
systémem. Je-1i vSak pfitomna mutace, dochazi k nadmérné tvorbé nerozpustného A proteinu

B drahou, dochazi k jeho akumulaci a vzniku AD. (LIU a kol., 2019)

Dalsi hypotézou snazici se vysvétlit vznik AD je hypotéza tau proteinu. Dllezitou soucasti

patogeneze AD jsou intracelularni neurofibrilarni klubka obsahujici hyperfosforylované tau
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proteiny. Funkci tau proteinu je zejména stabilizace mirkotubull. Tato stabilizace je dilezita
pfedev§im pro neurony, jelikoz mikrotubuly slouzi pro spravnou pfepravu signall v jejich
dendritech a axonech. Za patologickych podminek dochazi ke zvyseni hyperfosforylace tau,
coz zpusobi vétsi nachylnost proteinu k agregaci, snizi se afinita proteinu k mikrotubulim

a celkové se ovlivni pfenos signalti uvnitt a mezi neurony. (DU a kol., 2018; LIU a kol., 2019)

Hypotéza oxida¢niho stresu zdiiraznuje jeho vyznam v patogenezi AD. Oxidacni stres je
zpusoben zvysSenou hladinou reaktivnich forem kysliku a/nebo reaktivnich forem dusiku,
zaroven také nedostateCnou antioxidani obranou. Mozek je vice nachylny k poSkozeni
volnymi radikély, jelikoz spotfebovava velké mnozstvi kysliku a méa jen malé mnozstvi
antioxidacnich enzymi ve srovnani s jinymi tkanémi. U AD dochézi k vyznamnému snizeni
poc¢tu mitochondrii v neuronech a k s tim souvisejicimu zvySeni oxidacniho poskozeni, coz
vede az k neurodegenerativnim zménam. Postupné kumulativni oxida¢ni poskozeni v priabéhu
¢asu by mohlo byt pfic¢inou pozdniho nastupu a pomalé progrese AD. (LIU a kol., 2019;
MARKESBERY, 1997)

1.5.1.3 Rizikové faktory
Urcity vyznamny vliv na nastup demence maji 1 rizikové faktory jako je celkovy Zivotni
styl, cukrovka, obezita, fyzicka a duSevni ne€innosti, deprese, kouteni, nizké vzdélani ¢i Spatna
strava a mnoho dalSich. Odstranéni ¢i uprava zminénych rizikovych faktori by vedla alespoil

k ¢aste¢nému sniZeni vyskytu demence. Urcity podil na vzniku demence ma také geneticky

rizikovy faktor Apolipoprotein €4 (APOEe4). (SCHELTENS a kol., 2016)

VEk je vyznamnym rizikovym faktorem ovliviiujicim vznik AD. Naprosta vétSina ptipadii
AD ma takzvanou pozdni formu nemoci, ktera postihuje dospélé ve véku 65 let a vice. Obecné
lze fict, Ze se vyskyt demence s vékem exponencidln€¢ zvySuje. Nejvyrazn€jsi nartst lze

pozorovat zejména v 7. a 8. dekad¢ Zivota. (REITZ A MAYEUX, 2014; SILVA a kol., 2019)

Diabetes mellitus 2. typu je spojen s patologii AD diky inzulinu, ktery méa vyznamnou roli
jako neuromodulator. Vyznamna je rezistence inzulinu nebo jeho nedostatek, které
stimuluji aktivaci 3 a y-sekretdz a také tvorbu neurofibrilarnich klubek. (ARMSTRONG, 2019;
SILVA akol., 2019)

Alkohol m4, zejména u lidi, ktefi jej piji pravidelné a ve velkém mnoZstvi, vysoky potencial

wrwe

vykazuji ochranné ucinky proti neurodegeneraci. (ZHANG a kol., 2021)
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Koufeni cigaret zvySuje tvorbu volnych radikalii a oxida¢ni stres, ¢imz zvySuje riziko
vzniku AD. Navic mize koufeni vést k cerebrovaskularnim onemocnénim, kterd také zvysuji

riziko vzniku AD (viz nize). (SILVA a kol., 2019)

Obezita také nese zvysené riziko demence. Vétsi riziko demence a AD je u pacientd, ktefi
maji zvySeny index télesné hmotnosti ve stfednim véku. U starsich lidi je naopak vyssi vaha
spojena s urCitym ochrannym ucinkem. ZvySeny ubytek hmotnosti u starSich lidi pak mutize

predchazet vyskytu demence. (SILVA a kol., 2019; ZHANG a kol., 2021)

Cerebrovaskularni onemocnéni, jako je cévni mozkova piihoda, mnohocetné mozkoveé
krvaceni ¢i tézka mozkova aterosklerdza, jsou povazovany za rizikové faktory AD. V dasledku
cerebrovaskuldrniho onemocnéni muze dojit ke snizeni pritoku krve mozkem, poruse
hematoencefalické bariéry nebo selektivni mozkové atrofii. Néasledkem muze byt poSkozeni

neurontl, ptipadné akumulace AP proteinu. (ZHANG a kol., 2021)

Traumatické poskozeni mozku v disledku vn€jsi mechanické sily mulze vést k poruse
paméti, zménam chovani a fyzickych funkci. Zvysené riziko rozvoje AD a demence je zejména

u muzi, kteti vykonavaji sporty jako je box nebo americky fotbal. (ARMSTRONG, 2019)

Krevni tlak, zejména hypertenze, mize byt také jednim z rizikovych faktorti ve vyvoji AD.
Ptredevsim hypertenze ve stitednim véku vyznamné ovliviiuje vyskyt AD ve stafi. Se zvySujicim
se vékem se pak vliv hypertenze na riziko vzniku AD zmenSuje. Hypertenze zplisobuje zménu
ve sténach cév, coZ miZe vést aZ k ischemii mozku. Navic miiZze poskodit hematoencefalickou
bariéru, a tim zvysit riziko AD. Je vSak tfeba zminit, Ze 1 hypotenze pfispiva k rozvoji AD a také
prilis velké kolisani tlaku muiZe vést az ke dvojnasobnému riziku vzniku AD. (REITZ

A MAYEUX, 2014; ZHANG a kol., 2021)

APOEe4 je jeden zhlavnich genl, ktery zvySuje riziko onemocnéni AD. Zejména
pfitomnost alely APOEe4 je genetickym faktorem pro €asny i pozdni nastup AD. Tento gen
vSak neni nezbytné nutny ani dostacujici k samotnému vyvolani AD. Se zvySujicim se poctem
alel APOEe4 se zvySuje riziko AD a zarovei se snizuje ve€k nastupu AD. (VAN
CAUWENBERGHE a kol., 2016)

1.5.1.4 Diagnostika
V soucasné dob€ neexistuje zadny test, ktery by stoprocentné diagnostikoval AD. AD lze
tedy stoprocentné diagnostikovat pouze post mortem prostiednictvim patologického vySetteni

pii pitve. Klinicky vSak lze zjistit alespon pravdépodobna diagnoza AD, a to diky stale se
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rozvijejicim diagnostickym technikdm a kritériim. Zakladem diagnostiky AD je zejména
klinicky rozhovor, fyzikalni a kognitivni vySetfeni. (BALLARD a kol., 2011; LANE a kol.,
2018)

Neuropsychologické vySetteni se sklada z podrobné anamnézy pribéhu a typa ptiznaki
pacienta, diky informacim, které jsou zjiStény od jedince, jenz je s doty¢nym v kontaktu a zna
jeho kazdodenni Zivot (rodinny piislusnik/oSetfovatel). Nasledné je kvalifikovanym klinikem
vysetien duSevni stav pacienta a stanoveno kognitivni hodnoceni. Toto zakladni vySetfeni
slouzi k odliSeni, zda pacient trpi AD ¢i nikoliv. Schopnost rozlisit, zda se jednd o AD ¢i jinou

demenci je vSak méné presnd. (BALLARD a kol., 2011; KNOPMAN a kol., 2021)

Lumbalni punkce je pomérn¢ invazivni a pro pacienta pravdépodobné dost nepiijemny
zakrok, avSak vySetfeni mozkomiSniho moku pomahd odhalit nejvice biomarkert pro
neurodegenerativni onemocnéni. Toto vySetfeni mize pomoci stanovit AD jiz v pocatecni fazi
onemocnéni. Nejcastéji pozivané biomarkery mozkomiSniho moku pro AD jsou amyloid-8
a tau protein. Pro AD jsou charakteristické zvySené hladiny tau proteinu a fosforylovaného tau
proteinu a snizena hladina rozpustného AP proteinu v diisledku ukladani AP proteinu v placich,

coz pacienty odliSuje od zdravych jedinci. (REITZ A MAYEUX, 2014; SALEEM a kol., 2022)

Rutinné se provadéji snadno proveditelné krevni testy, které obvykle zahrnuji krevni obraz,
renalni funkce, funkce S§titné zldzy, vitamin B12 a folat. Tyto testy se provadéji zejména
k vylouceni stavii, které by mohly pfispét ke kognitivnim symptomim AD. Provadéji se také
rutinni sérologické testy, jako je antinuklearni test, test na AIDS nebo syfilis, pro vylouceni

zanétlivych, metabolickych ¢i1 infekénich pficin onemocnéni AD. (LANE a kol., 2018)

Vypocetni tomografie neboli CT je vySetfovaci metoda, kterd by méla byt pouZita u kazdé
osoby s podezienim na AD. Jedna se o zobrazeni struktury mozku, kdy se méii tlouStka

urcitych ¢asti mozku, které byvaji u AD zmenSeny. (LANE a kol., 2018)

Magnetickou rezonanci neboli MRI se da zobrazit struktura mozku detailnéji. Jednd se
o nejvice pouzivanou metodu zobrazujici strukturu mozku. Pouzivé se k posouzeni atrofie
mozku, ke které dochdzi v disledku ztraty tkdn€. Pro AD je charakteristickd zejména atrofie
medidlniho temporalniho laloku. Celkové u AD dochazi k charakteristickému zmensSovani
hipokampu a mozkové kiliry a ristu komor (obrazek 8). (BALLARD a kol., 2011; SALEEM
a kol., 2022)
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Obrazek 8: MRI — skenovani pacienta s AD (vlevo) a kontroly (vpravo) (ALSAEED A OMAR, 2022)

Pozitronova emisni tomografie neboli PET je funkéni zobrazovaci technika. SlouZi
k zobrazeni zmén metabolismu mozku, které¢ predchazi strukturalnim zménam u AD. Metodou
lze méfit metabolismus glukézy u AD, kdy dochazi k poklesu metabolismu glukdzy
v temporoparietalni a hipokampalni oblasti. PET metodou Ize sledovat také umisténi a rozsah
AP proteinu v mozku. Dochazi k vazbé fluorescencniho ligandu na protein a pii pozitivhim
vysledku Ize pozorovat akumulaci A proteinu, ktery je zvyraznén teplou barvou (obrazek 9).
AP protein se kazdopadné vyskytuje i u jinych diagnéz a také u zdravych lidi starSich 60 let,
proto neni tato zobrazovaci metoda pro diagnostiku AD dostacujici. (KNOPMAN a kol., 2021;
SCHELTENS a kol., 2016)

Obrdzek 9: PET u zdravého pacienta (vlevo) a u pacienta s AD (vpravo) (LANE a kol., 2018)
Genetickym vySetfenim lze stanovit mutace genu PSEN1, PSEN2, a APP, zaroven lze také
stanovit piitomnost genu APOEe4 jako rizikového faktoru. Mutace zminénych gent muze AD
vyvolat, neni to vSak pravidlem. Pfestoze genetickym testem nelze zjistit pfitomnost AD

v genetickém materialu ani v€k nastupu nemoci, 1ze urcit alesponl zvySené riziko vyskytu AD
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do budoucna. Testy jsou dnes vyuzivany spiSe pro vyzkumné ucely. (VAN

CAUWENBERGHE a kol., 2016)

1.5.1.5 Terapie

Neexistuje zadny 1€k, ktery by dokazal AD vylécit, avSak je k dispozici symptomaticka
lécba umoznujici alespon zmirnéni progrese onemocnéni. V soucasné dob¢ existuje pouze
nékolik druhti 1éka schvalenych Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv pro symptomatickou
1é¢bu AD. Radi se mezi né zejména inhibitory cholinesteras (donepezil, galantamin,
rivastigmin) a parcidlni antagonista N-methyl D-aspartitu (NMDA) zvany memantin.
V nedavné dobé, konkrétné v letech 2021 a 2023, byly pro 1écbu AD schvaleny dva dalsi [éky,
konkrétné anti-monoklonalni protilatky Aducanumab a Lecanemab. Inhibitory cholinesterasy
funguji na principu blokace rozkladu ACh enzymem cholinesterasou, ¢imz dochazi ke zvySeni
hladiny ACh v synaptické Stérbiné. Antagonista NMDA receptoru, memantin, obnovuje jeho
normalni aktivitu tim, Ze brani nadmérné aktivaci NMDA glutamatového receptoru a s tim
spojenému prilivu Ca®’, které by zplisobovaly bunétnou smrt a synaptickou dysfunkci.
Zminéné anti-monoklonalni protilatky se vazi na amyloidni oligomery ¢i nerozpustné fibrily,
piekondvaji hematoencefalickou bariéru a redukuji AP plaky. (BEHL a kol., 2022; BREIJYEH
A KARAMAN, 2020; YIANNOPOULOU A PAPAGEORGIOU, 2020)

Jednim z prvnich 1éka schvalenych v roce 1993 pro 1écbu AD byl Takrin. Tento 1€k byl
vSak stazen kvili jeho vyznamnym vedlejsim ucinkiim, a to zejména hepatotoxicité a Spatné

biologické dostupnosti po perordlnim podani. (PRZYBYLOWSKA a kol., 2019)

Donepezil je hlavnim poZivanym lékem pro lécbu AD, diky dlouhému poloc¢asu rozpadu
a dobr¢ snasenlivosti pacienty. Jedna se o latku, kterd reverzibilng€ a selektivné inhibuje AChE.
Indikuje se v pfipad¢ mirné, stfedné tézké i tézké demence u AD. Jako nejucinnéjsi se podle
metaanalyz zd4 davka 10 mg/den. Latka ptispiva ke zlepSeni kognitivnich funkci, chovani
1 aktivit kazdodenniho zivota. Mezi nezddouci UCinky donepezilu se tadi zejména
gastrointestindlni poruchy a poruchy nervového systétmu. (BOMASANG-LAYNO
A BRONSTHER, 2021; WALCZAK-NOWICKA A HERBERT, 2021)

Galantamin je latka ptivodné izolovana z cibuli snézenek a narcisi. Tento reverzibilni
kompetitivni inhibitor AChE se pouZziva spiSe u mirnych az sttedné tézkych ptipadi AD. Jeho
pouziti je, stejné jako u donepezilu, spojeno se zlepsenim kognitivnich funkci a rozvojem

¢innosti kazdodenniho Zivota. Nejvétsi vliv ma vSak na dlouhodobou pamét’. Galantamin ma
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schopnost rychleji pfekonat hematoencefalickou bariéru a ovlivnit tak mozek po delsi dobu.

(GARCIA-MORALES a kol., 2021; WALCZAK-NOWICKA A HERBERT, 2021)

Rivastigmin je pseudoireverzibilni inhibitor AChE a BChE. Pouziva se u mirnych a stfedné
tézkych ptipadd AD. Lék je dostupny v transdermalni a ordlni formé. Pro pacienty je
upiednostiiovano transdermalni podani 1éku. Toto podéani je spojeno s lepsi pacientskou
snaSenlivosti, diky nepfetrzittmu doddvani léku v nizSich davkach, coz snizuje vyskyt
nezadoucich uc¢inkt. Oralni podani 1éku je pro pacienty nepohodIné, jelikoz hodné pacienti
trapi mimo ztratu paméti také problémy s polykdnim. Navic je ordlni podani Iéku spojeno
s mnoha nezadoucimi U¢inky jako je nevolnost a ztrdta hmotnosti ¢i srdeni arytmie
avaskularni poruchy. (BREIJYEH A KARAMAN, 2020; WALCZAK-NOWICKA
A HERBERT, 2021)

Memantin se pouziva u pacientil se stfedn¢ t€zkou az t€Zkou AD, u pacientli s mirnou AD
neméd vyznamny ucinek. Funguje jako nekompetitivni nizkoafinitni antagonista NMDA
receptord, kdy modulaci receptorii sniZzuje excitacni neurotoxicitu zprostiedkovavanou
glutamatem, aniz by narusil jeho fyziologickou funkci. Zpomaluje kognitivni i funkéni zhorSeni
pacientli. Mezi vedlejsi ucinky patii zacpa a bolesti hlavy. Mize se pozivat samostatn¢ jako
monoterapie, pifipadné lze pouzit v kombinaci s inhibitory cholinesteras diky jejich
komplementarnimu mechanismu u¢inku. (LANE akol., 2018; YIANNOPOULOU
A PAPAGEORGIOU, 2020)

Nedostatek ucinnych latek k prevenci a 1écbe AD vede k vyvoji novych 1€ki. Vyzkum se
soustiedi zejména na patofyziologickou podstatu AD, zejména akumulaci AP proteinu
a hyperfosforylaci tau proteinu. Lécba zamétujici se na AP protein ma tfi terapeuticke cile, a to
blokaci y-sekretazy a B-sekretdzy, inhibici agregace proteinu a posileni clearance A proteinu
imunoterapii. V souCasné dob¢ je testovana UCinnost mnoha 1ékli. Mezi nejvyznamnéjsi
avnedavné dob¢ schvalené léky se fadi jiz zminény Aducanumab a Lecanemab, lidské
anti-monoklonalni protilatky zabranujici agregaci AP proteinu. Cilem terapeutického feSeni tau
proteinu je inhibice abnormalni hyperfosforylace proteinu, sniZzeni jeho akumulace a vyvoj
imunoterapie. VéEtSina studii byla pozastavena kviili latkové toxicité a nedostatecné ucinnosti.
V soucasnosti probihajici studie jsou zaméfené zejména na imunoterapii, avSak vétSina je
teprve v pocatecnich fazich. (BEHL a kol., 2022; BOMASANG-LAYNO A BRONSTHER,
2021; GARCIA-MORALES a kol., 2021)
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Nefarmakologicka 1é¢ba je také dilezitou soucasti terapie pacientii s AD. Jednou z terapii
je ergoterapie, kde ergoterapeuti pomoci kognitivnich a behaviordlnich cvi¢eni poméhaji
pacientim s AD zvySit samostatnost a celkovy rozvoj postupu pii béznych aktivitach
kazdodenniho zivota. Dalsi dllezitou terapii pro pacienty s AD je pomoc psychologi, ktefi jim
pomahaji fesit deprese nebo tizkost. Tyto problémy jsou u lidi s AD velmi ¢asté a zasahuji az
do kognitivni a funkéni hladiny. Dulezita je také celkova prevence AD, at’ uz jde o Zivotni styl,

fyzickou aktivitu, stravu &i spankovy rezim. (GARCIA-MORALES a kol., 2021)
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2 Cil prace

Cilem mé diplomové prace bylo stanoveni inhibi¢ni G¢innosti studovanych inhibitori
a pouzitych standardli vii¢i cholinesterasam za pouziti acetylthiocholinu a butyrylthiocholinu
jako substratu. Nasledné byl také urcen typ inhibice nejucinnéjsiho ze studovanych inhibitort
a stanoveny kinetické parametry Ky a V. Déle se tato prace zabyva uréenim vhodnych
podminek pro stanoveni aktivity a inhibice prolyloligopeptidasy a zaroven také stanoveni
inhibi¢ni u¢innosti studovanych inhibitori vii¢i tomuto enzymu. Posledni ¢ast této diplomové
prace se vénuje stanoveni inhibi¢ni UCinnosti  studovanych inhibitort = vici

monoaminooxidase B.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie a roztoky

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

Acetylcholinesterase Fluorescent Activity Kit (Invitrogen)

sada pro fluorescencni stanoveni aktivity AChE

Butyrylcholinesterasa z koniského séra (Sigma-Aldrich)

BChE rozpusténa v 0,1 M PBS pH 7.4

Monoamine Oxidase Assay kit (Sigma-Aldrich)

sada pro stanoveni aktivity a inhibice MAO A a B

Monoaminooxidasa B (Sigma-Aldrich)

lidskd rekombinantni MAO B ziskand z mikrosomid hmyzich bun€k infikovanych
bakulovirem obsahujicim cDNA inzerty pro lidskou MAO B, rozpus§téna v pufru dodaném

jako soucast Monoamine Oxidase Assay kit

Prolyloligopeptidasa (Sigma-Aldrich)

rekombinantni POP exprimovana v E. coli, rozpusténa v 0,1 M PBS
0,1 M fosfatovy pufr (PBS) pH 7,4

4 g NaCl, 0,1 g KH2PO4, 1,45 g NoHPO4.12H,0, 0,1 g KCI (vSe Penta) do 500 ml

demineralizované vody

Ellmanovo ¢inidlo (DTNB) (Sigma-Aldrich)
5-10"* M 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
Acetylthiocholin jodid (ATCh) (Roth)

substrat pro AChE rozpustény v 0,1 M PBS pH 7,4
Butyrylthiocholin jodid (BTCh) (Sigma-Aldrich)

substrat pro BChE rozpustény v 0,1 M PBS pH 7.4
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Dimethylsulfoxid (DMSQ) (Penta)

rozpoustédlo pro substraty a inhibitory

Z-Gly-Pro-4-nitroanilid (Sigma-Aldrich)

substrat pro POP rozpustény v DMSO na koncentraci 0,01 M
Z-Pro-Prolinal (prolinal) (Sigma-Aldrich)

selektivni inhibitor POP, rozpustény v DMSO na koncentraci 0,01 M
Donepezil hydrochlorid (Sigma-Aldrich)

Donepezil rozpustény v demineralizované vodé na koncentraci 0,01 M
Galantamin hydrobromid z Lycoris sp. (Sigma-Aldrich)

Galantamin rozpustény v demineralizované vod¢ na koncentraci 0,01 M
Rivastigmin tartrat (Sigma-Aldrich)

Rivastigmin rozpus§tény v demineralizované vodé na koncentraci 0,01 M
Takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin hydrochlorid hydrat) (Sigma-Aldrich)
Takrin rozpustény v demineralizované vodé na koncentraci 0,01 M
Inhibitory

Vzorky inhibitord byly poskytnuty Katedrou organické a bioorganické chemie
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Inhibitory byly rozpustétny v DMSO na

koncentraci 0,01 M. Na obrazku 10 jsou uvedeny strukturni vzorce studovanych inhibitord.
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Obrazek 10: Strukturni vzorce studovanych inhibitorii enzymii

3.2 Pouzité pristroje a pomiicky

UV/VIS spektrometr Agilent 8453

Ptistroj BioTek Synergy H1 microplate reader

Mikrotitracni desticky

Sklenéné kyvety s optickou drahou 1 cm

Jednokanalové a multikanalové pipety (Eppendorf, Biohit, Sartorius)
Ttepacka IKA lab dancer

Mikrozkumavky
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3.3 Stanoveni aktivity eeAChE a BChE

Definici enzymové aktivity je schopnost enzymu katalyzovat urcitou reakci. Stanoveni
aktivity eeAChE a BChE bylo provedeno standardni Ellmanovou metodou. Pro eeAChE byl
jako substrat pouzit ATCh, pro BChE byl jako substrat pouzit BTCh.

Nejprve byl zméten blank o celkovém objemu reakéni smeési 2 ml, ktery obsahoval:

o 5-107* M DTNB (800 pl)
o 0,1 M ATCh/BTCh (8 pl)
o 0,1 MPBS (1192 pl)

Poté byla stanovena aktivita AChE, kdy bylo pipetovano:

o 5107 M DTNB (800 pl)
o 0,1 M ATCh/BTCh (8 pl)
AChE/BCHE (8 pl)

0,1 M PBS (1184 ul)

(@)

(@)

Celkovy objem reakéni smési byl opét 2 ml. Pfiddnim enzymu dochazi ke startu reakce,

proto se enzym do smési pfidava az nakonec.

Samotné méteni probihalo za laboratorni teploty pti vlnové délce A = 412 nm. Méfila se
zavislost absorbance na ¢ase po dobu 70 s v intervalech 3 s. Do grafu byla nasledn¢ vynesena
zavislost absorbance na ¢ase. Pomoci rovnice regrese byla nasledné spocitana dané aktivita
enzymu. Z definice jednotky enzymové aktivity (1 U) byla za hodnotu ¢asu dosazena hodnota
60. Vysledna absorbance byla nakonec vynasobena ptepocitavacim faktorem (17,67), ktery

zahrnuje:
o délka kyvety — 1 cm,
o molarni absorpéni koeficient — 14150 M.cm ™!,
o celkovy objem reakéni smési — 2 ml,

o objem davkovaného enzymu — 0,008 ml.

Meéieni bylo provedeno celkem Sestkrat. Vysledna aktivita enzymu byla nakonec zjisténa

zprumérovanim vsech Sesti vysledki aktivit enzymu.
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3.4 Stanoveni inhibi¢ni ucinnosti studovanych inhibitori a pouzitych
standardu vici cholinesterasam

3.4.1 Ellmanova metoda

3.4.1.1 Stanoveni ICso

ICs0 byla proméiena pro eeAChE 1 BChE za pouziti péti vzorki a Ctyt standardt inhibitoru.
Jejich prehled je uveden v kapitole 3.1. Pro kazdy enzym bylo v dubletu nebo tripletu zméteno
celkem devét koncentraci kazdého ze studovanych inhibitord i devét koncentraci kazdého
pouzitého standardu. Koncentrace pro studované vzorky byly zvoleny v rozmezi
1-10% - 7-10° M ve vysledné reakéni smési. Pro standardy byly tyto koncentrace v reakéni
smési zvolené v rozmezi 1-10° — 7-10”7 M pro galantamin, 1-10* — 7-107% M pro rivastigmin
a 11077 — 7-10° M pro donepezil a takrin. Zaroveti byl proméfen také blank a neinhibovana

reakce.

Vzorky a standardy byly fedény PBS na vyse uvedené koncentra¢ni rozmezi. Mnozstvi
substratu (ATCh/BTCh — dle pouzitétho enzymu) bylo voleno tak, aby jeho vysledna
koncentrace v reakéni smési byla 5-107> M. Mnozstvi pipetovaného enzymu (eecAChE/BChE)
bylo voleno na ziklad¢ aktudln€ stanovené aktivity zdsobniho roztoku enzymu tak, aby jeho

vysledna aktivita v reakéni smési byla 0,05 U.

Kazda jamka mikrotitracni desticky obsahovala reak¢éni smés o celkovém objemu 300 pl
améfeni bylo provedeno ve dvou nebo tfech opakovanich. Pfiddnim substratu dochazi

k zah4jeni rekce, proto je nutné ptidavat substrat az jako posledni.

Nize je uveden postup davkovani vSech reagencii do jamek mikrotitracni desti¢ky pro

promé&feni blanku, neinhibované reakce a inhibovanych reakci.
Jamka pro blank obsahovala:

o 5:107° M ATCh/BTCh (pipetovéano 15 pl 0,001 M)
o 5:10*M DTNB (60 pl)
o 0,1 M PBS (dopocitano do celkového objemu 300 ul) (225 ul)

Jamky s neinhibovanou reakci obsahovaly:

o 5:10° M ATCh/BTCh (pipetovéano 15 pl 0,001 M)
o 0,05 U eeAChE/BChE (pipetovany 2 pl ze zasobniho roztoku enzymu o aktivité
7,4 U)
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o 5-107*M DTNB (60 ul)
o 0,1 M PBS (dopocitano do celkového objemu 300 ul) (223 ul)

Jamky s inhibovanou reakci obsahovaly:

o 5-10° M ATCh/BTCh (pipetovano 15 ul 0,001 M)

o 0,05 U eeAChE/BChE (pipetovany 2 ul ze zasobniho roztoku enzymu o aktivité
7,4 U)

o 5-107*M DTNB (60 ul)

o 10 pl inhibitoru o dané koncentraci, aby bylo dosaZeno Zadané koncentrace

inhibitoru ve vysledné reakéni smési (koncentracni rozmezi viz vyse)

o 0,1 M PBS (dopo¢itano do celkového objemu 300 ul) (213 ul)

Desticka byla po pipetovani substratu vloZena do readeru a absorbance byla méfena po
Sminutové inkubaci, ta byla potfeba z ditvodu, aby doslo k dostate¢nému navazani jednotlivych

slozek smési. Méteni absorbance probihalo za laboratorni teploty pii vinové délce 412 nm.

Nésledné byla vypoctena procenta inhibice, jako primér minimalné ze dvou hodnot, pro
kazdy enzym. Pro vypocet procent inhibice byl pouZit vztah:

Aj
Ao

%1=(1— )><100,

kde Aj je absorbance reakéni smési obsahujici inhibitor a Ao je absorbance reakéni smési

neobsahujici inhibitor.

V programu GraphPad Prism 8.0.1 byla vynesena zavislost % inhibice na logaritmu

koncentrace inhibitoru ve vysledné reakéni smési a poté vypoctena hodnota ICs.

3.4.1.2 Urceni typu inhibice nejicinnéjSiho inhibitoru a stanoveni kinetickych
parametrit Km, Vim

U vzorku inhibitoru ¢islo 4 byl urcen typ inhibice BChE. Pro urceni typu inhibice byly
pouzity &tyfi riizné koncentrace substratu BTCh v reakéni smési, a to 1-107, 3-107°, 5-107°
a7-107° M. Pro kazdou koncentraci substratu byly zaroven testovany &tyii rizné koncentrace
inhibitoru, a to 1,5-107°, 2,5-107°, 3,5-107° a 4,5-:10° M v reakéni smési. Jako enzym byla
pouzita BChE, kdy bylo davkovano takové mnozstvi enzymu, aby jeho vysledna aktivita
v reakéni smési byla 0,05 U. Kazdé jamka mikrotitracni desti¢ky obsahovala smés o celkovém
objemu 300 pl a méfeni bylo provedeno v dubletu. Pfidanim substratu dochazi k zahéjeni rekce,

proto je nutné ptiddvat substrat az jako posledni.
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Jamky s neinhibovanou reakci obsahovaly:

o pipetované mnozstvi BTCh: 10 ul 3-10™* M (pro 1:107° M); 9 ul 0,001 M (pro
3-107° M); 15 ul1 0,001 M (pro 5-107° M); 21 pl 0,001 M (pro 7-1075 M)

o 0,05 U BChE (pipetovéano 2,3 ul ze zasobniho roztoku enzymu o aktivité 6,5 U)

o 5-107*M DTNB (60 ul)

o 0,1 M PBS (dopocitano do celkového objemu 300 pul) (222,7 ul)

Jamky s inhibovanou reakci obsahovaly:

o pipetované mnozstvi BTCh: 10 pl 3-10™* M (pro 1-107°> M); 9 ul 0,001 M (pro
3-107° M); 15 ul1 0,001 M (pro 5-107° M); 21 pl 0,001 M (pro 7-107° M)

o 0,05 U BChE (pipetovano 2,3 ul ze zasobniho roztoku enzymu o aktivité 6,5 U)

o 5-10°*M DTNB (60 ul)

o 10 pl inhibitoru o dané koncentraci, aby bylo dosazeno Zadané koncentrace
inhibitoru ve vysledné reakéni smési (tedy 1,5-107°, resp. 2,5:107°, 3,510~ nebo
4,5-107° M, viz vyse)

o 0,1 M PBS (dopocitano do celkového objemu 300 ul) (212,7 ul)

Pro méfeni absorbance bylo nastaveno kinetické méfeni. Byla sledovana zména
absorbance v Case po 7sekundovych intervalech po dobu 2 minut. Mé&feni probihalo za
laboratorni teploty pfi vinové délce 412 nm. Ze ziskanych kinetickych méteni byly spocitany

reakéni rychlosti pro neinhibované a inhibované reakce (v = AA/At).

Nakonec byl sestrojen graf podle Lineweavera a Burka, tedy graf zavislosti pfevracené
hodnoty reakéni rychlosti 1/v na pievracené hodnoté koncentrace substratu 1/S. Z tohoto grafu
byly nasledn¢ vypocteny kinetické parametry, tedy Michaelisova konstanta (Kwm) a mezni

rychlost (Vm), a byl ur€en typ inhibice.

3.4.1.3 Stanoveni inhibi¢ni konstanty Ki
Inhibi¢ni konstanta byla stanovena pro vzorek inhibitoru ¢islo 4 inhibujiciho BChE. Byl
sestaven graf zavislosti smérnice (Lineweaver-Burklliv vynos viz kapitola 3.4.1.2) na
koncentraci inhibitoru ¢islo 4. Koncentrace inhibitoru byly stejné jako v kapitole 3.4.1.2.

K byla stanovena odectenim hodnoty pruseciku na ose x.

3.4.2 Fluorescen¢ni metoda
Test byl proveden pomoci sady pro fluorescencni stanoveni aktivity acetylcholinesterasy.

Tento test je vhodny pro méfeni aktivity AChE v riznych vzorcich jako je sérum, plazma,
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membrany erytrocytli ¢i bunéénych a tkanovych lyzatech. Tyto vzorky by mély byt lidského
puvodu, avsak predpoklad je, ze by mél test fungovat i na vzorcich jiného druhu, naptiklad
u mysi a opic. Tato sada miize byt pouzita jak k méfeni kinetické aktivity, tak 1 pro end point
testy. Principem je vyuziti patentované nefluorescencni molekuly ke kovalentni vazbé
thiolového produktu reakce mezi substrat a AChE za vzniku fluorescenéniho produktu, ktery je
nasledné méten pii excitatnim zafeni 390 nm a emisnim zafeni 510 nm. Dulezit4 je 20minutova

inkubace pted samotnym meétenim. (cely navod dostupny zde)

Stanoveni inhibi¢ni G¢innosti studovanych inhibitorti bylo provedeno pro lidskou AChE

(hAChE), ktera byla soucasti sady, a nasledné i pro eeAChE.

3.4.2.1 Stanoveni za pouZziti hAChE
Z dtivodu malého mnozstvi hAChE byla inhibi¢ni u€innost studovanych inhibitord viici
tomuto enzymu stanovena pouze orientané a byla vyjadfena jako procenta inhibice (% I) pfi

jedné zvolené koncentraci inhibitoru (30-107° M ve vysledné reakéni smési).

Byla proméfena jak neinhibovana reakce, tak i inhibovana reakce s jednotlivymi vzorky
a standardy inhibitord za pouziti hAChE, ktera byla soucasti testované sady pro fluorescencni

stanoveni aktivity acetylcholinesterasy.

Nejprve bylo potteba piipravit roztok hAChE o aktivité 0,1 U/ml ptidanim 50 pl dodané¢ho
standardniho roztoku k 450 pl pufru. Nésledné byla pfipravena detekéni reagencie pfidanim
700 ul DMSO do lahvicky s detekénim ¢inidlem. Nakonec byl pfipraven roztok substratu, kdy
bylo pfidano 700 ul DMSO do lahvicky se substraitem AChE. Z ptipravenych roztokd byl
nasledné ptipraven roztok pracovni, ktery obsahoval 550 pl substratu AChE, 550 ul detekéniho
¢inidla a 4,4 ml DMSO.

Jamka s neinhibovanou reakci obsahovala:

o 0,05 U hAChE (pipetovéano 75 pl ze zasobniho roztoku o aktivité 0,1 U/ml)
o pufr (25,5 ul)
o pracovni roztok (50 pl)

Jamka s inhibovanou reakci obsahovala:

o 30:10°% M vzorek/standard (pipetovano 0,5 pl 0,01 M)

0,05 U hAChE (pipetovano 75 pl ze zasobniho roztoku o aktivité 0,1 U/ml)
pufr (25 pl)

o pracovni roztok (50 ul)

O

O
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Fluorescen¢ni méfeni probihalo pfi laboratorni teploté. Intenzita fluorescence byla méfena
v intervalech po 1 minuté po dobu 20 minut, pfi jiz zminéném excita¢nim zafeni o vinové délce
390 nm aemisnim zafeni o vinové délce 510 nm. Z naméienych zavislosti intenzity
fluorescence na Case byly vypocitany reakcni rychlosti (v = ARFU/At) pro neinhibovanou (vo)

a inhibované reakce (vi). Poté byla spoc€itdna procenta inhibice podle vztahu:
ol =(1-%
%1 =(1-2)x100.

3.4.2.2 Stanoveni za pouziti eeAChE

Fluorescenc¢ni stanoveni aktivity eeAChE bylo provedeno pro kontrolu, zda je tento test
zavedeny predevsim pro stanoveni aktivity hAChE pouzitelny i pro eeAChE a zaroven také pro
porovnani inhibice hAChE a eeAChE. Byla proméfena jak neinhibovana reakce, tak
1 inhibovana reakce s jednotlivymi vzorky a standardy inhibitord, a to tak, Ze bylo davkovano
takové mnozstvi inhibitoru, aby jeho koncentrace v reakéni smési byla 10-107°, 30-107¢
a 50-107° M. Nejprve bylo zapotiebi nafedit 10x zasobni roztok inhibitoru o koncentraci 0,01
M. Z tohoto nafedéné¢ho roztoku bylo déale pipetovdno mnozstvi inhibitoru potfebné pro
vyslednou koncentraci v reakéni smési 10-107° M. Jako enzym byla pouZita eeAChE, kdy bylo
davkovano takové mnozstvi enzymu, aby jeho vyslednd aktivita v reakéni smési byla 0,05 U.

Stanoveni bylo provedeno v dubletu.

Postup piipravy detek¢ni reagencie, substratu AChE 1 naslednd piiprava pracovniho

roztoku jsou uvedeny vyse v kapitole 3.4.2.1.
Jamky s neinhibovanou reakci obsahovaly:

o 0,05 U eeAChE (pipetovan 1 ul ze zdsobniho roztoku enzymu o aktivité 7,5 U)
o pufr (99 ul)
o pracovni roztok (50 ul)

Jamky s inhibovanou reakci obsahovaly:

o vzorek/standard (1,5 pl z 0,001 M roztoku; 0,5 a 0,8 ul z 0,01 M roztoku)

o 0,05 U eeAChE (pipetovan 1 ul ze zdsobniho roztoku enzymu o aktivité 7,5 U)
o pufr (vzdy dopocitat do celkového objemu 200 ul)

o pracovni roztok (50 pl)

Fluorescen¢ni métfeni probihalo pti laboratorni teplot€. Intenzita fluorescence byla méfena

e ee
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390 nm aemisnim zafeni o vlnové délce 510 nm. Z naméfenych zavislosti intenzity
fluorescence na Case byly vypocitany reakéni rychlosti (v = ARFU/At) pro neinhibovanou (vo)
a inhibované reakce (vi). Poté byly v programu GraphPad Prism 8.0.1 vyneseny zavislosti
poméru neinhibované a inhibované reakce (vo/vi) na koncentraci daného inhibitoru ve vysledné

reakéni smési. Ze ziskané rovnice regrese byly spocitdny hodnoty ICso.

3.5 Urceni vhodnych podminek pro stanoveni aktivity a inhibice
prolyloligopeptidasy

Byly proméfeny rizné kombinace koncentrace substratu, mnozstvi davkovaného enzymu

za pusobeni rizné teploty tak, aby byla vysledna reakéni rychlost dostacujici pro prabéh reakce

po pfiméfené dlouhou dobu. Vybér téchto podminek vychazi z nékolika publikaci, jako je

¢lanek od PORTUGAL a kol., 2017 nebo LASSE a kol., 2020. Méteni probihalo pfii teploté

25 °C a 37 °C. Pro kazdou koncentraci enzymu byly v dubletu zméfeny vSechny vybrané

koncentrace substratu.
Celkovy objem reakéni smési byl vzdy 200 pl a jamky obsahovaly:

o mnozstvi POP pipetované ze zasobniho roztoku o aktivité 20 U tak, aby ve vysledné
reakéni smési byla aktivita 0,5; 0,8; 1,1; resp. 1,4 U (odpovidad pipetovanym
objemiim 5, 8, 11, resp. 14 pul).

o mnozstvi substratu (Z-Gly-Pro-4-nitroanilidu) pipetované ze zasobniho roztoku
o koncentraci 0,01 M tak, aby koncentrace substratu ve vysledné reakéni smési byla
5-1075; 1,5-107% 2,5-107% 3,5-107%; resp. 4,5-107* M (odpovida pipetovanym
objemim 1, 3, 5, 7, resp. 9 pul).

o 0,1 M PBS - vzdy dopocitat do 200 ul pro kazdé méteni

Me¢teni absorbance probihalo 10 minut po minutovych intervalech pii vinové délce 405 nm
pfi teploté 25 °C, resp. 37 °C. Poté byly spocitany reakéni rychlosti (v = AA/At) a ndsledné byl
v programu GraphPad Prism 8.0.1 vynesen graf zavislosti reak¢ni rychlosti na koncentraci

substratu pro rtizné aktivity enzymu v reakéni smési.

3.5.1 Stanoveni inhibi¢ni ucinnosti studovanych inhibitord vici
prolyloligopeptidase
Z divodu malého mnozstvi POP byla inhibi¢ni U¢innost studovanych inhibitorti viici

tomuto enzymu stanovena pouze orientacné a byla vyjadiena jako procenta inhibice
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(% 1) pfi jedné zvolené koncentraci inhibitoru (30-10°® M ve vysledné reakéni smési). Jako

standard byl pouzit prolinal, jehoz inhibi¢ni u¢innost byla vyjadiena hodnotou ICso.

Nejprve byla zméfena inhibi¢ni ucinnost studovanych inhibitorii, kdy bylo davkovano
takové mnozstvi inhibitoru, aby jeho koncentrace ve vysledné reakéni smési (200 pl) byla

30-107° M.
Byl méfen blank, kdy tato jamka obsahovala:

o 30:107% M inhibitor (pipetovano 0,6 ul 0,01 M roztoku inhibitoru)
o 0,1 M PBS (199,4 ul)

Jamka s neinhibovanou reakci obsahovala:

o 2,510* M Z-Gly-Pro-4-nitroanilid (pipetovano 5 ul 0,01 M roztoku
Z-Gly-Pro-4-nitroanilidu)

o 1,1 UPOP (pipetovano 11 pl ze zdsobniho roztoku enzymu o aktivité 20 U)

o 0,1 M PBS (184 pl)

Jamka s inhibovanou reakci obsahovala:

o 30-107° M inhibitor (pipetovano 0,6 ul 0,01 M roztoku inhibitoru)

o 2510* M Z-Gly-Pro-4-nitroanilid (pipetovano 5 ul 0,01 M roztoku
Z-Gly-Pro-4-nitroanilidu)

o 1,1 UPOP (pipetovano 11 pl ze zdsobniho roztoku enzymu o aktivité 20 U)

o 0,1 M PBS (183,4 ul)

M¢éfteni absorbance probihalo pfti teploté 37 °C po dobu 10 minut v minutovych intervalech
pfi vinové délce 405 nm. Z namétenych zavislosti absorbance na ¢ase byly vypocitany reakéni
rychlosti (v = AA/At) pro neinhibovanou (vo) a inhibované reakce (vi). Poté byla spocitana

procenta inhibice podle vztahu:
%1 = (1-2) x 100.
0

Pro porovnani inhibi¢ni G€innosti studovanych inhibitor byl jako standardni inhibitor
pouZit selektivni inhibitor POP — prolinal. Do reakéni smési bylo pipetovano takové mnoZzstvi
inhibitoru, aby jeho koncentrace ve vysledné reakéni smési byla 5-1078, 1:107%, 5-107°, resp.
1-10~° M. Piivodni koncentrace inhibitoru byla 0,01 M. Bylo tedy zapotiebi nejprve tento roztok

naiedit, a to na koncentraci 1-10% a 1-10”7 M. Nésledné bylo v dubletu pipetovéano:
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o pipetované mnozstvi prolinalu: 10 pl 1-10°° M (pro 5-10 8 M); 2 ul 1-10°° M (pro
1-108M); 10 ul 1-107" M (pro 5-107° M); 2 ul 1-1077 M (pro 1-107° M)

o 5ul0,01 M Z-Gly-Pro-4-nitroanilidu

o 11 ul ze zadsobniho roztoku POP o aktivité 20 U

o 0,1 M PBS — vzdy dopocitat do 200 pl pro kazdé méteni

Meéieni absorbance probihalo pii teploté 37 °C po dobu 10 minut v minutovych intervalech
pii vinové délce 405 nm. Z naméienych zavislosti absorbance na ¢ase byly vypocitany reakéni
rychlosti (v = AA/At) pro neinhibovanou (vo) a inhibované reakce (vi). Poté byly v programu
GraphPad Prism 8.0.1 vyneseny zavislosti poméru neinhibované a inhibované reakce (vo/vi) na
koncentraci prolinalu ve vysledné reakéni smési. Ze ziskané rovnice regrese byly spocitany

hodnoty 1Cso.

3.6 Stanoveni inhibi¢ni ucinnosti studovanych inhibitora  vuci
monoaminooxidase B

Test byl proveden pomoci sady pro stanoveni aktivity monoaminooxidasy. Principem je

reakce s p-tyraminem, substraitem pro MAO B, coz vede k tvorbé H2O:, kterd je stanovena

fluorimetrickou metodou. Fluorescen¢ni produkt je nasledné¢ méfen pii excitatnim zéfeni

o0 vlnové délce 530 nm a emisnim zafeni o vinové délce 585 nm. Dulezita je vzdy 10minutova

inkubace enzymu s inhibitorem pted pfidanim reakéniho roztoku a také 20minutova inkubace

pfed samotnym méfenim. (cely navod dostupny zde)

Nejprve byl fedénim pufrem dodanym v sad¢ pro stanoveni aktivity monoaminooxidasy

pfipraven zasobni roztok MAO B o aktivité 0,06 U.

Pracovni roztok byl pfipraven smichdnim 50 pl testovaciho pufru, 1 pl p-tyraminu, 1 pl

enzymu kienova peroxidaza a 1 pl barviciho ¢inidla, nachdzejicich se v pouzité sadé.
U neinhibované reakce, provedené v dubletu, jamky obsahovaly:

o MAO B (pipetovano 45 pl ze zasobniho roztoku enzymu o aktivité 0,06 U)
o pufr (5 ul)
o reakéni roztok (50 pl)

V dubletu byl proméfen také specificky inhibitor pro MAO B, pargylin, a to
v koncentracich 0,5-107% 1-107% 5-10° a 10-10°® M v reakéni smési, kdy bylo nejprve

zapotiebi nafedit pivodni roztok o koncentraci 20-10~° M. Jamky tedy nasledné& obsahovaly:
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o MAO B (pipetovano 45 ul ze zasobniho roztoku enzymu o aktivité 0,06 U)
o pargylin v dané koncentraci (pipetovano vzdy 5 pl vhodné natedéného pargylinu)

o reakcni roztok (50 pl)

Nakonec byly, také v dubletu, proméfeny vzorky inhibitort, kdy bylo také zapotiebi
puvodni roztoky nafedit, a to z koncentrace 0,01 M vhodné¢ tak, aby koncentrace ve vysledné

reakéni smési byla 30-107° M. Po nafedéni bylo pipetovano:

o MAO B (pipetovano 45 pl ze zasobniho roztoku enzymu o aktivité 0,06 U)
o fedény vzorek inhibitoru (5 pl)

o reakéni roztok (50 pl)

Fluorescencni méfeni probihalo pfi laboratorni teploté. Intenzita fluorescence byla méfena
v intervalech po 1 minuté po dobu 20 minut, pfi jiz zminéném excitacnim zafeni o vinové délce

530 nm a emisnim zafeni o vlnové délce 585 nm.

Z namétenych zavislosti intenzity fluorescence na ¢ase byly vypocitany reakéni rychlosti
(v = ARFU/At) pro neinhibovanou (vo) a inhibované reakce (vi). Pro studované inhibitory byla

spocitana procenta inhibice podle vztahu:
%1 = (1-2) x 100.
0

Pro standard pargylin byla v programu GraphPad Prism 8.0.1 vynesena zavislost poméru
neinhibované a inhibované reakce (vo/vi) na koncentraci pargylinu ve vysledné reak¢éni smési.

Ze ziskané rovnice regrese byla spocitana hodnota ICso.
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4 VYSLEDKY
4.1 Stanoveni inhibi¢ni ucinnosti studovanych inhibitorii a pouzitych
standardi vici cholinesterasam

4.1.1 Ellmanova metoda
4.1.1.1 Stanoveni ICso

Hodnota ICso popisuje ucinnost inhibitoru. Udava tedy koncentraci inhibitoru, kterd
zpiisobi 50% inhibici enzymu, nebo také pokles aktivity enzymu na 50 %. Cim je tedy hodnota
ICs0 inhibitoru mensi, tim je dany inhibitor u¢inné;si.

Pomoci Ellmanovy metody byla stanovena hodnota ICso pro studované inhibitory a pouzité
standardy vzdy trikrat pro kazdé davkované mnozstvi studovaného inhibitoru a standardu za
pouziti eeAChE a BChE. Z kazdych tii naméfenych hodnot absorbance byla vypoctena
primérnd hodnota absorbance jak pro neinhibovanou (Ao) tak pro inhibované reakce (Aj).
Nasledné byla spocitana procenta inhibice podle vztahu:

A.
%1=(1—A—‘>x100
0

V programu GraphPad Prism 8.0.1 byla néasledné¢ vynesena zavislost % inhibice na

koncentraci inhibitoru ve vysledné reakéni smési a vypoctena hodnota ICso.

Ptiklad grafické zavislosti procent inhibice na logaritmu koncentrace inhibitoru pro

inhibitor ¢islo 4 pfi inhibici BChE je zobrazen na grafu ¢islo 1.
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Graf 1: Zavislost procent inhibice na logaritmu koncentrace inhibitoru 4 pri inhibici BChE.
(Hodnoty procent inhibice jsou vyjadrené jako priumeér minimalné ze dvou mérent.)
(logICso = -4,570, ICs0 = 26,93 uM, R> = 0,9818)
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V tabulce ¢islo 1 jsou uvedeny vypoctené hodnoty ICsp pro vSechny studované inhibitory
a pouzit¢ standardy pfi inhibici acetylcholinesterasy =z pathote elektrického

a butyrylcholinesterasy z konského séra.

Tabulka 1: Inhibicni ucinnosti studovanych inhibitorii a standardii pri inhibici eeAChE a BChE (Ellmanova metoda)

AChE BChE
inhibitor | 1Cso (uM) | logICso ICso (M) logICso
1 135,39 £8,23 | 3,87 | 317,07+12,78 | 3,50
2 84,46 +3,62 | 4,07 |512,07+£16,98 | 3,29
3 89,19 £4,01 4,05 | 33533 +£13,22 | 348
4 125,02+ 6,32 | 3,90 38,05 +1,78 4,42
5 170,01 +8,84 | 3,77 |237,59+£10,01 | 3,62

rivastigmin | 60,12 £ 1,41 4,22 40,11 £1,12 4,40
galantamin | 1,64 +0,03 5,79 3,21 +£0,05 5,50
donepezil 0,04 £ 0,002 7,40 0,03 +£0,001 7,52

takrin 0,03 +£ 0,001 7,52 0,01 + 0,001 8,00

Hodnoty ICso jsou vyjadieny jako primér alespoil ze dvou méteni.

4.1.1.2 Urceni typu inhibice nejucinnéjSiho inhibitoru a stanoveni kinetickych
parametri Km, Vm

Kinetické parametry Ize wurcit z linearizované rovnice Michaelis-Mentenove dle

Lineweavera-Burka. Michaelisova konstanta (Km) uddva koncentraci substratu, kterd je pfi

dané koncentraci enzymu nutna k dosaZeni poloviny maximalni rychlosti (Vi). Cim je Ku

niz$i, tim méa enzym k danému substratu vyssi afinitu. Vi, je rychlost reakce, kdy je enzym

nasycen substratem. Typ inhibice se urcuje porovnanim Km a Vi stanovenych pro reakce

neinhibované a inhibované.

Inhibice se dle mechanismu ucinku inhibitoru déli na kompetitivni, nekompetitivni,
akompetitivni a smiSenou. Pfi kompetitivni inhibici sout&zi substrat a inhibitor o jedno vazebné
misto aktivniho mista enzymu, dochazi k zvySovani Kwm, zatimco Vi ziistdva stejné. Pii
nekompetitivni inhibici se inhibitor vaZe na alosterické misto enzymu a zptsobuje konformaéni
zmény aktivniho mista enzymu. Kwm se neméni, avSak Vi, se snizuje. Pii akompetitivni inhibici
se inhibitor vaZe na komplex enzym-substrat a oba kinetické parametry (Km a Vi) se snizuji

pomeérove stejné. Pokud nejsou splnény predpoklady pro vyse uvedené typy inhibice, jedna se
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o inhibici smiSenou, kdy je Km bud’ vyssi nebo nizsi a Vin vzdy nizsi v porovnani s kinetickymi

parametry zjiSténymi pro neinhibovanou reakci.

v

Ze souboru studovanych inhibitorti se ukazal jako nejicinnéjsi inhibitor 4 pfi inhibici

BChE. Z tohoto diivodu byl zvolen pro stanoveni typu inhibice.

Samotné meéifeni bylo provedeno kineticky, kdy byly proméfeny CcCtyfi koncentrace
nejucinnéjsiho inhibitoru ¢islo 4 pro kazdou ze ¢ty koncentraci substratu BTCh (vzdy za stejné
aktivity enzymu v reakéni smési). Nasledné byla provedena linearizace dle Lineweavera-
Burka, kdy graf znézoriiuje zavislost pfevracené hodnoty rychlosti (1/v) na pfevracené hodnoté
jednotlivych koncentraci substratu (1/cgrcn). Jak je patrné z grafu Cislo 2, inhibitor 4 plsobi

jako kompetitivni inhibitor BChE z koniského séra.

¢ [uM]
2x103- - 0
= 15
—— 25
E -+ 35
S 1%x103- v
| f 1 1 1 1
-2.5%104 2.5x104 5%x104 7.5x104 1x10°

1/cgren [1/M]

Graf 2: Lineweaver-Burkiitv vynos pro inhibitor 4 inhibujici BChE — stanoveni typu inhibice.
(Hodnoty 1/v jsou vyjadiené jako priimér minimadlné ze dvou mérent.).

VSechny hodnoty reak¢nich rychlosti ziskanych z kinetickych zavislosti byly vzdy pro
danou koncentraci inhibitoru a substratu v reak¢éni smési zprimérovany a z rovnic regrese,
y = kx + q, pfimek ziskanych v Lineweaver-Burkovu vynosu byly vypocitany kinetické

parametry.
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Vzorovy vypocet pro koncentraci 15 uM inhibitoru ¢islo 4 je uveden nize:

y =0,007778x + 77,27

Vm_

77,27

Vin=1,29-102s""

KM = k . Vm
Km=0,007778 . 1,29-10 % 57!

Kv=1-10"*M

Vypoctené hodnoty kinetickych parametrti pro jednotlivé koncentrace inhibitoru ¢islo

4 jsou uvedeny v tabulce ¢islo 2.

Tabulka 2: Hodnoty kinetickych parametrit Kv a Vi pro inhibitor 4 inhibujici BChE

Koncentrace 0 nM 15 uM 25 uM 35S uM
inhibitoru ¢&. 4
Vi (s 1,29-1072 1,29-1072 1,29-1072 1,28-1072
Kwm (mol/l) 3,60-107° 1,00-10°* 1,58-107* 2,90-107

4.1.1.3 Stanoveni inhibi¢ni konstanty Ki
Inhibi¢ni konstanta, Kj, udava koncentraci inhibitoru, kdy je 50 % enzymu v reak¢ni smési
navazano do komplexu enzym-inhibitor a je tedy dosaZeno 50% inhibice enzymu. Na rozdil od
hodnoty ICso popisujici ucinnost inhibitoru, popisuje K; spiSe vazebnou afinitu inhibitoru

k danému enzymu.

v

Ze stanoveni ICso Ellmanovou metodou byl vybran neju¢innéjsi inhibitor, tedy inhibitor
¢islo 4 inhibujici BChE, pro ktery byla nasledné stanovena inhibi¢ni konstanta K. Byl sestaven
graf zavislosti smérnice (Lineweaver-Burkliv vynos viz graf ¢. 2) na koncentraci inhibitoru
Cislo 4 (graf Cislo 3). Ki byl stanoven odectenim hodnoty priseciku na ose x, kdy mé¢l hodnotu

Ki=4,37 pM.

54



2 0.02-
o]
c
>
>
@
-
8 0.014
£
QO
£
7]
<
0.00 : ; : .
0 10 20 30 40
C [lM]

Graf'3: Zavislost smérnice (Lineweaver-Burkitv vynos, graf ¢. 2) vs. koncentrace inhibitoru 4 inhibujicitho BChE — stanoveni
inhibicni konstanty K.

4.1.2 Stanoveni ICs¢ (Fluorescen¢ni metoda)
Pomoci fluorescenéni metody byla stanovena hodnota ICso pro studované inhibitory

a pouzité standardy za pouziti eeAChE.

Nejprve byla stanovena inhibi¢ni Gi€innost studovanych inhibitort a pouZitych standardi
viéi hAChE, kdy byla procenta inhibice stanovena orienta¢n¢ z divodu nizkého mnozstvi
hAChE. Z namétfenych zavislosti intenzity fluorescence na Case byly vypocitany reakéni
rychlosti (v = ARFU/At) pro neinhibovanou (vo) a inhibované reakce (vi). Nasledné pak byla

spocitana procenta inhibice podle vztahu:

v
%1=(1—v—l>><100
0

V tabulce cislo 3 jsou uvedena vypoctend procenta inhibice pro vSechny studované
inhibitory a pouzité standardy pii pouziti hAChE a koncentrace inhibitoru ve vysledné reakcni

smési 30-107° M.
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Tabulka 3: Inhibicni ucinnosti studovanych inhibitorii a standardii pri inhibici hAChE (fluorescencni metoda)

inhibitor % inhibice
(pfi c1=30 uM)

1 66,70
2 50,53
3 48,56
4 61,51
5 10,18
rivastigmin 40,64
galantamin 47,29
donepezil 68,39

Procenta inhibice jsou vyjadiena jako prumeér alespoil ze dvou méteni.

Stanoveni inhibi¢ni G¢innosti studovanych inhibitorti a pouzitych standardt vici eeAChE
bylo provedeno pro tii koncentrace kazdého ze studovanych inhibitorti a pouzitych standardi.
Z namétenych zavislosti intenzity fluorescence na Case byly nésledné vypocitany reakéni
rychlosti (v = ARFU/At) pro neinhibovanou (vo) a inhibované reakce (vi). Poté byly v programu
GraphPad Prism 8.0.1 vyneseny zavislosti poméru rychlosti neinhibované a inhibované reakce
(vo/vi) na koncentraci daného inhibitoru ve vysledné reakéni smési. Ze ziskané rovnice regrese
byly spocitany hodnoty ICso (v rovnici regrese byly za y dosazena hodnota 2 — vychazi

z definice 1Cso).

Ptiklad grafické zavislosti poméru rychlosti neinhibované a inhibované reakce na

koncentraci inhibitoru ¢islo 2 je zobrazen na grafu Cislo 4.
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Graf'4: Zavislosti poméru rychlosti neinhibované a inhibované reakce na koncentraci inhibitoru cislo 2
(Hodnoty vo/vi jsou vyjadrené jako priimér minimdlné ze dvou mérent.)

V tabulce ¢islo 4 jsou uvedeny vypoétené hodnoty ICsp pro vSechny studované inhibitory

a pouzité standardy pfti pouziti eeAChE.

Tabulka 4: Inhibicni ucinnosti studovanych inhibitorii a standardii pri inhibici eeAChE (fluorescencni metoda)

inhibitor | ICso (LM)

1 182,66 + 23,30
2 101,86 £9,76
3 95,14 £ 28,79
4 146,28 + 13,74
5 184,32 +£3,43

rivastigmin | 63,65 £+ 1,65

galantamin 5,79+ 0,07
donepezil 94,86 + 3,09

Procenta inhibice jsou vyjadiena jako prumeér alesponl ze dvou méteni.

4.2 Urceni vhodnych podminek pro stanoveni aktivity a inhibice
prolyloligopeptidasy

Prométenim zvolenych kombinaci koncentrace substratu a mnoZzstvi ddvkovaného enzymu

za pusobeni rizné teploty byla zjiSténa jejich nejvhodnéjsi kombinace, aby vysledna reakéni

rychlost odezvy byla dostatecna. Reak¢ni rychlost byla spocitana pro kazdou kombinaci dané

koncentrace substratu a aktivity POP v reak¢éni smési.
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Vzorovy vypocet pro reakéni rychlost pfi koncentraci substratu 0,25 mM, aktivit¢ enzymu

1,1 U a teploté 25 °C je uveden nize:

V= (As43—A463)
At

(0,226—-0,151)
y=—""—
480

v=156-10"s"

Hodnoty Assz a Aesz odpovidaji hodnotdm absorbance v Case 543 a 63 s, hodnota At
oznacuje ¢as 480 s a odpovidad rozdilu c¢ast, pfi kterych byly odecteny zminéné hodnoty

absorbance.

Nasledné byl sestaven graf zavislosti primérné hodnoty reakéni rychlosti vSech méfeni
k dané koncentraci substratu pro vSechny aktivity enzymu. Na grafu ¢islo 5 Ize vidét hodnoty
naméfené pi1 25 °C a na grafu Cislo 6 jsou naméfené hodnoty pii 37 °C. Pii aktivité enzymu
0,5 U je pti koncentracich substratu 3,5-10 % a4,5-10~* M v reakéni smési patrny pokles reakéni
rychlosti, coz pravdépodobné naznacuje moznou inhibici enzymu substratem. Z tohoto ditvodu
a také z dlivodu uspory uz tak malého mnozstvi enzymu nebyla reakéni rychlost pfi téchto

koncentracich substratu jiz s vy$si aktivitou enzymu méfena.
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Graf'5: Zavislost reakcni rychlosti na koncentraci substratu a aktivité enzymu v reakcni smési pri teploté 25 °C.
(Hodnoty v jsou vyjadrené jako primér minimalné ze dvou méreni.)
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Graf 6: Zavislost reakcni rychlosti na koncentraci substratu a aktivité enzymu v reakcéni smesi pri teploté 37 °C.
(Hodnoty v jsou vyjadiené jako primeér minimalné ze dvou méreni.)

Na zéklad¢ ziskanych vysledki byla pro stanoveni inhibi¢ni ucinnosti studovanych
inhibitort a standardu zvolena teplota 37 °C, koncentrace substratu 0,25 mM a aktivita enzymu
1,1 U. Pfi této kombinaci koncentrace substratu a aktivity enzymu v reakéni smési je odezva

dostate¢na.

4.2.1 Stanoveni kinetickych parametri Kv a Vi, prolyloligopeptidasy
Pro nejvhodngjsi kombinaci koncentrace substratu, aktivity enzymu a teploty byly
orientacné stanoveny kinetické parametry prolyloligopeptidazy. Stanoveni tedy probihalo pti

koncentraci substratu 0,25 mM a aktivit¢ POP 1,1 U za teploty 37 °C.

V programu GraphPad Prism 8.0.1 byla do grafu nelinearni regrese vynesena zavislost
reak¢ni rychlosti na koncentraci substratu a do grafu Lineweaver-Burkova vynosu regrese byla
vynesena zavislost pfevracené hodnoty rychlosti (1/v) na pievracené hodnoté jednotlivych

koncentraci substratu (1/cs) (graf ¢islo 7). Ur€eni kinetickych parametrii je pouze orientacni.
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Graf'7: Orientacni stanoveni kinetickych parametrii prolyloligopeptidazy pri koncentraci substratu 0,25 mM a aktivité POP
1,1 U (teplota 37 °C). A — nelinedrni regrese (R* = 0,9901), B — Lineweaver-Burkiiv vynos regrese
(R?> = 0,9960).

Hodnoty kinetickych parametri POP vypoctené programem GraphPad Prism 8.0.1 pro
nelinedrni regresi (A) a z rovnic regrese dvojité reciprokého vynosu podle Lineweaver-Burka

(B) jsou uvedeny v tabulce ¢islo 5.

Tabulka 5: Hodnoty kinetickych parametrii Ky a Vin POP

Graf A B
Vi (s1) 2,63-107* 2,69-107
Kwm (mol/l) 6,41-107 6,88-107*

we

4.2.2 Stanoveni inhibi¢ni ucinnosti studovanych inhibitora vuci
prolyloligopeptidase

Nejprve byla stanovena inhibi¢ni u¢innost studovanych inhibitordt viici POP. Z diivodu

malého mnozstvi enzymu byla inhibi¢ni u¢innost stanovena pouze orienta¢né a byla vyjadiena

jako procenta inhibice enzymu pii jedné zvolené koncentraci inhibitoru (30-10~° M) v reakéni

smési. Z namétfenych zavislosti absorbance na Case byly vypocitany reakéni rychlosti

(v = AA/At) pro neinhibovanou (vo) a inhibované reakce (vi). Nasledné pak byla spocitana
procenta inhibice podle vztahu:

v.
%1:(1—v—l>x100
0

Pro porovnani inhibi¢ni U€innosti studovanych inhibitori, byl proméfen i selektivni
inhibitor POP. Tento inhibitor, prolinal, byl jiz proméfen v dubletu ve ¢tyfech koncentracich.

Z naméfenych zavislosti absorbance na ¢ase byly vypocitany reakéni rychlosti (v = AA/At) pro
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neinhibovanou (vo) a inhibované reakce (vi). Nasledné byly v programu GraphPad Prism 8.0.1
vyneseny zavislosti poméru zprimérovanych hodnot rychlosti neinhibovanych a inhibovanych
reakci (vo/vi) na koncentraci prolinalu ve vysledné reakéni smési. Ze ziskané rovnice regrese

byla spocitana hodnota ICs.

V tabulce c¢islo 6 jsou uvedena vypoctend procenta inhibice pro vSechny studované

inhibitory a hodnota ICs¢ pouzitého standardu prolinalu.

Tabulka 6: Inhibicni ucinnosti studovanych inhibitorii a standard pri inhibici POP

inhibitor % inhibice
(pfi c1=30 uM)
1 32,76
2 11,02
3 26,00
4 2491
5 49,49
prolinal 17,91 £ 1,32
ICs0 (nM)

Procenta inhibice a hodnota ICso jsou vyjadieny jako primér alespon ze dvou méfeni.

we

4.3 Stanoveni inhibi¢ni ucinnosti studovanych inhibitord  vuci
monoaminooxidase B

Nejprve byla stanovena inhibi¢ni u¢innost specifického inhibitoru pro MAO B, pargylin,

a byla vyjadiena hodnotou ICso. Z diivodu vysoké ceny a malého mnoZzstvi MAO B byla

inhibi¢ni ucinnost studovanych inhibitori stanovena pouze orientatné¢ a byla vyjadiena

hodnotou procent inhibice enzymu pfi jedné zvolené koncentraci inhibitoru (30-107¢ M)

v reakéni smési.

Pro standard pargylin byla v programu GraphPad Prism 8.0.1 vynesena zavislost poméru
rychlosti neinhibované a inhibované reakce (vo/vi) na koncentraci pargylinu ve vysledné reakéni

smési. Ze ziskané rovnice regrese byla spocitana hodnota ICso.

Z namétenych zavislosti intenzity fluorescence na Case byly vypocitany reakcni rychlosti
(v = ARFU/At) pro neinhibovanou (vo) a inhibované reakce (vi). Pro studované inhibitory byla

spocitana procenta inhibice podle vztahu:
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%1=( —:—;)xmo.

V tabulce ¢islo 7 jsou uvedeny inhibi¢ni G¢innosti studovanych inhibitorti (vyjadienych

hodnotami procent inhibice) a vypoctena hodnota ICso pro standard pargylin.

Tabulka 7: Inhibicni ucinnosti studovanych inhibitorii a standardu pri inhibici MAO

inhibitor % inhibice
(pfi c1 =30 uM)

1 51,69

2 48,54

3 43,83

4 0

5 7,93
pargylin 53,56+ 1,16
ICso (nM)

Procenta inhibice a hodnota ICso jsou vyjadieny jako primér alespon ze dvou méfeni.

4.4 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu a tPSA

Rozdélovaci koeficient, popisujici lipofilitu latky, a tedy 1 jeji schopnost prostupovat
hematoencefalickou bariérou, je bezrozmérna veliina popisujici rovnovazné rozdéleni
molekuly mezi dv€ kapalné faze neboli rozpoustédla, ktera jsou v kontaktu. Nejcastéji
pouzivanymi rozpoustédly jsou voda a oktanol. Hodnota rozd€lovaciho koeficientu je pfimo
im&rné rozpustnosti dané latky v organické fazi. Cim je tedy rozdélovaci koeficient nizsi, tim
je latka méné lipofilni. Jeho hodnota je Casto vyjadiena v logaritmickém tvaru log P. (ISIK

a kol., 2020)

Hodnoty logP studovanych inhibitora byly ziskdny pomoci programu ChemDraw 21.0.0.

a jsou shrnuty v tabulce ¢islo 8.

Lipinsky a jeho kolektiv zkoumali fyzikaln€ chemické vlastnosti 1é¢iv a ur¢ili ty fyzikalné
chemické vlastnosti, diky kterym by méla byt latka snadno absorbovatelna a schopna piekonat
hematoencefalickou bariéru. Navrhli tak tzv. Lipinského pravidlo 5, kdy by dané 1é¢ivo mélo

splitovat nasledujici podminky:

62



o molekulova hmotnost < 500 g/mol
o <5 donorti vodikovych vazeb
o <10 akceptort vodikovych vazeb

o logP <5 (HARITHA a kol., 2024)

Topologickd molekularni polarni povrchova plocha (tPSA), urcujici schopnost vytvaret
vodikové vazby, je také dalezitym kritériem, popisujicim latku z hlediska schopnosti adsorpce
a pirekonani hematoencefalické bariéry. Ve srovnani se stanovenim klasické polarni plochy
povrchu (PSA), kdy je nejprve potieba pro vypocet sestavit 3D model molekuly, je tPSA
jednodussi. Pro odhad tPSA stac¢i pouze 2D molekulovy model. (PRASANNA A DOERKSEN,
2009)

Rozmér tPSA se udava v jednotkach A2, kdy 1 A = 1071 m. Pokud je hodnota tPSA mensi
nebo rovna 70 A2, je vysoka pravdépodobnost propustnosti pres hematoencefalickou bariéru.

(PRASANNA A DOERKSEN, 2009)

Stejné jako rozdélovaci koeficient byly hodnoty tPSA ziskany analyzou struktury molekul
v programu ChemDraw 21.0.0. Vysledky jsou také shrnuty v tabulce ¢islo 8.

Tabulka 8: Hodnoty rozdélovaciho koeficientu a topologické polarni povrchové plochy studovanych inhibitori

inhibitor | Mr [g/mol] | logP | tPSA [A]
1 213,24 2,45 | 49,33
282,12 3,57 | 49,33
265,67 3,17 | 49,33
284,31 2,57 | 58,64
300,38 3,55 | 41,57

| B W

Z vysledki v tabulce Cislo 8 je patrné, Ze vSechny studované inhibitory mély molekulovou
hmotnost niz§i nez 500 g/mol, tudiz spliuji jedno z Lipinského pravidel. Dalsi hodnotou je
logP, kdy Z4dny z inhibitord nemél tuto hodnotu vyssi nez 5, ¢imZ spliuji dalsi z Lipinského
pravidel. Nejvy$si hodnotu logP mély vzorky Ccislo 2 a 5, coZ znamena, Ze budou
pravdépodobné prochazet bunéénymi membranami a hematoencefalickou bariérou 1épe nez
vzorky 1,2 a 4. Hodnota tPSA je u studovanych inhibitortt mensi nez 70 A% vSechny inhibitory

by tedy, 1 podle této hodnoty, mohly dobie prochazet pfes hematoencefalickou bariéru.
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5 DISKUZE

we

5.1 Stanoveni inhibi¢ni ucinnosti studovanych inhibitori  vici

cholinesterasam
Inhibi¢ni ucinnost studovanych inhibitort 1 — 5 a pouzitych standardi donepezilu,
galantaminu, rivastigminu a tarkrinu byla stanovena pro vSechny pouzité enzymy za pouziti
ptislusnych substrati. Hodnota ICso popisuje ucinnost inhibitoru, kdy udéva takovou
koncentraci inhibitoru, ktera zptisobi 50% inhibici enzymu, ¢im je tedy hodnota ICso inhibitoru
mensi, tim je dany inhibitor ¢inngj$i. U procent inhibice v8ak plati, Ze enzym je tim u¢inné;si,

¢im je procentudlni hodnota vyssi.

Hodnoty (tabulka c¢islo 1) ziskané Ellmanovou metodou, tedy za pouziti eeAChE a BChE,
ukazuji, Ze hodnoty I1Cso studovanych inhibitorti jsou vyrazné vyssi nezZ hodnoty ICso pouzitych
standardd. Jediny G¢inny inhibitor je inhibitor BChE ¢islo 4, jeZ dosahuje inhibi¢ni Gi¢innosti
podobné inhibi¢ni ucinnosti rivastigminu. Ostatni studované inhibitory zdaleka nedosahuji

inhibi¢ni ucinnosti standardii — u nich stanovené hodnoty ICso jsou az o fad vyssi.

Zminénd inhibi¢ni GCinnost je zvelké casti dana strukturou inhibitord. Struktura
studovaného inhibitoru ¢islo 1 byla vybrana jako zakladni, inhibitory Cislo 2, 3,4 a 5 jsou pak
od inhibitoru ¢islo 1 odvozené a to tak, Ze u inhibitort 2 a 3 byla modifikovana fenylova skupina
pfipojenim chloru a fluoru v tomto potadi. Inhibitor ¢islo 4 byl dimethylkarbaméat odvozeny od

zakladniho inhibitoru ¢islo 1 a inhibitor ¢islo 5 je thioderivat zminéného inhibitoru ¢islo 4.

Z vysledki patrnych v tabulce Cislo 1 je zfejmé, ze halogenace ma mirny pozitivni vliv na
inhibici eeAChE. U BChE ma halogenace opac¢ny efekt, inhibitory 2 a 3 jsou tak nejméné
Ptevedeni zékladniho inhibitoru na dimethylkabamat vSak vyrazn€ zvysil inhibi¢ni G¢innost
vuci BChE, kdy tato Gi¢innost je témét 10x vys$si nez u zékladniho inhibitoru ¢islo 1. Pfevedeni
inhibitoru ¢islo 4 na thioderivat byl vSak krok Spatnym smérem jak pro inhibici AChE tak
i inhibici BChE.

Inhibi¢ni G€innosti derivati 2-hydroxy-N-fenylbenzamidu vii¢i eeAChE a BChE se ve své
préaci zabyvali 1 Kratky a kol., 2019. V jejich ptipad¢ byly fenylové skupiny modifikovany
pfipojenim fluoru, bromu, ptipadné trifluormethanu. Hodnoty ICso pfi inhibici eeAChE byly
v rozmezi 33,13—-85,75 uM, zatimco pii inhibici BChE v rozmezi 53,46-228,42 uM. Inhibi¢ni
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ucinnost nami studovanych derivati 2-hydroxy-N-fenylbenzamidu byla v porovnani s vyse

uvedenymi nizsi.

V porovnani se stanovenim inhibi¢ni ¢innosti fluorescen¢ni metodou, kdy byla pouzita
eeAChE jsou hodnoty ICso (tabulka ¢islo 4) u vétSiny vzorkl vyssi, coz znaci, ze pro stanoveni
inhibi¢ni Uc¢innosti je vhodné&jsi Ellmanova metoda. Bylo vSak potvrzeno, ze se da tento test,

zavedeny piedevsim pro stanoveni hAChE, vyuzit také pro méfeni eeAChE.

Stanoveni inhibi¢ni u€innosti fluorescencni metodou vsak slouzilo zejména pro porovnani
inhibice hAChE a eeAChE. Co se ty¢e ICso u eeAChE (tabulka Cislo 4), ta byla u studovanych
inhibitort vyrazné vyssi neZ u pouzitych standarddl. Procenta inhibice hAChE (tabulka &islo 3),
pfi jedné koncentraci inhibitoru, v§ak vicemén¢ ukazala vyssi inhibici u studovanych inhibitort
nez u pouzitych standardd. Zminéné rozdily v inhibi¢ni u¢innosti studovanych inhibitort viici
eeAChE a hAChE by mohly byt ddny mirn€ odliSnou strukturou enzymil pochézejicich
z riiznych zivocisnych druhti. K potvrzeni této domnénky by vSak bylo potieba provést néktery
z in silico testl, jako je naptiklad molekularni docking. Provedenim tohoto testu by bylo mozné
prokazat, kde se dané inhibitory vazou. V této praci byl konkrétni typ inhibice stanoven pouze

v

pro nejucinngjsi inhibitor Cislo 4 inhibujici BChE.

5.2 Stanoveni typu inhibice

Ze stanoveni ICso Ellmanovou metodou byl vybran neju¢inngjsi inhibitor, tedy inhibitor
¢islo 4 inhibujici BChE. Kineticky byly promé&feny Ctyii koncentrace nejuic¢innéjsiho inhibitoru
pro kazdou ze étyt zvolenych koncentraci substratu BTCh. Na zakladné vysledka ziskanych
z grafu podle Lineweavera a Burka a porovnanim hodnot Kn a Vi je patrné, Ze se Km zvySuje,

zatimco Vi, zlistava stejné. Lze tedy konstatovat, Ze nejicinngj$i inhibitor BChE ¢&islo 4 funguje

na principu kompetitivni inhibice.

5.3 Stanoveni inhibi¢ni konstanty K;
Pro nejucinnéjsi inhibitor BChE, tedy inhibitor ¢islo 4, byla také stanovena inhibi¢ni
konstanta K. Byl sestaven graf zavislosti smérnice Lineweaver-Burkova vynosu na koncentraci

inhibitoru ¢islo 4 a bylo zjiSténo, Zze hodnota K; je 4,37 uM.

5.4 Urceni vhodnych podminek pro stanoveni aktivity a inhibice
prolyloligopeptidasy
Prométenim zvolenych kombinaci koncentrace substratu a mnozstvi davkovaného enzymu

za pusobeni riizné teploty, byla zjiSténa jejich nejvhodnéjsi kombinace, aby vysledna reakéni
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rychlost odezvy byla dostate¢nd. Pro stanoveni inhibi¢ni ucinnosti studovanych inhibitort
a standardu byla nakonec na zaklad¢ vysledkovych grafi (graf 5 a 6) zvolena teplota 37 °C,
koncentrace substratu 0,25 mM a aktivita enzymu 1,1 U. Za téchto podminek byla odezva
dostate¢na. Ve srovnani se zvolenymi podminkami pro stanoveni inhibice POP v ¢lanku od
CAHLIKOVA a kol., 2013, byla pouzita koncentrace substratu fadové nizsi, pouzita aktivita
enzymu byla naopak o fad vyssi. Teplota pouzita pro méfeni inhibice POP byla stejnd, tedy

37 °C.

Za podminek vyhodnocenych jako nejvhodnéjsi byly orientaéné stanoveny kinetické
parametry Km a Vi prolyloligopeptidasy, které byly spocitany nelinedrni regresi a z rovnic

regrese dvojité reciprokého vynosu podle Lineweaver-Burka.

Inhibice POP studovanymi inhibitory byla z divodu malého mnozstvi enzymu hodnocena
pouze orientacn¢, a to na zékladé zjisténych procent inhibice tohoto enzymu pfi jedné zvolené
koncentraci inhibitoru. Pro porovnéni byl vSak proméfen i selektivni inhibitor POP, prolinal,
pro ktery byla vypodtena hodnota ICso (tabulka &islo 6). Zadny z inhibitori viak nedosahoval
dostatecné inhibi¢ni u€innosti ve srovnani s inhibi¢ni G¢innosti selektivniho inhibitoru. Lze
vSak konstatovat, Ze 1 pfes nedostacujici inhibi¢ni i€innost v porovnani se standardem, byl ze

studovanych inhibitorti nejucinné;jsi thioderivat, tedy inhibitor ¢islo 5.

5.5 Stanoveni inhibi¢ni G¢innosti monoaminooxidasy

Z divodu vysoké ceny a malého mnoZzstvi enzymu MAO B byly inhibi¢ni G¢innosti
studovanych inhibitorii proméfeny pouze orienta¢né a byla vypocitana procenta inhibice pfi
jedné zvolené koncentraci inhibitoru. Pro porovnani byl vSak proméfen 1 selektivni inhibitor
MAO B, pargylin, pro ktery byla vypoétena hodnota ICs (tabulka &islo 7). Zadny z inhibitori
nedosahoval dostatecné inhibi¢ni U¢innosti ve srovnani s inhibi¢ni ucinnosti selektivniho
inhibitoru. Je vSak patrné, Ze i pfes nedostacujici inhibi¢ni G¢innost studovanych inhibitori
v porovnani se standardem, byly ze studovanych inhibitor, testovanych pifi zvolené
koncentraci 30 uM, nejvice U€inné inhibitory ¢islo 1, 2 a 3. Inhibitor ¢islo 5, thiokarbamat,
prokdzal minimalni inhibi¢ni U€innost (necelych 8 % inhibice pii zvolené koncentraci

inhibitoru) a inhibitor ¢islo 4, dimethylkarbamat, mél dokonce nulovou inhibi¢ni G€¢innost.

5.6 Rozdélovaci koeficient a tPSA

Latky, pouzivané pro lécbu AD, by mély snadno prochézet hematoencefalickou bariérou,
aby mohly piisobit v mozku. LogP charakterizuje lipofilitu latky, ¢im je tedy tato hodnota vyssi,

tim se zvySuje lipofilita latek, a tedy také jejich propustnost pfes biologické membrany.
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Hodnoty tPSA vypovidaji jak o propustnosti latek ptfes hematoencefalickou bariéru, tak

o vstiebatelnosti v gastrointestindlnim traktu.

Z tabulky ¢islo 8 je patrné, Ze hodnota tPSA je u viech vzorkd nizs$i nez 70 A2, Vsechny
studovan¢ inhibitory tedy prochazi ptes hematoencefalickou bariéru dobfe. Hodnoty logP jsou
nejvyssi u vzorki 2 a 5, z tohoto pohledu maji tyto inhibitory nejvétsi potencial byt pouzity

jako léciva AD.
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6 ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo stanoveni inhibi¢ni u¢innosti studovanych inhibitori

a pouzitych standardli u vybranych enzymt hrajicich roli v rozvoji neurodegenerativnich

onemocnéni.

Nejprve byla Ellmanovou metodou stanovena inhibi¢ni u¢innost vic¢i cholinesterasam za
pouziti ATCh a BTCh jako substratu. Podle vyslednych hodnot ICso byl nejucinné;jsi inhibitor
BChE cislo 4, jehoz hodnota byla fadové srovnatelna s hodnotou rivastigminu, jenz byl pouzit
jako standard. Ostatni inhibitory zdaleka nedosahovaly inhibi¢ni G€innosti standardd, at’ uz za

pouziti ATCh nebo BTCh.

Grafickym vyhodnocenim podle Lineweavera a Burka a vyhodnocenim zmén kinetickych
parametri Kv a Vi byl stanoven typ inhibice nejucinnéjsiho inhibitoru jako kompetitivni. Pro

nejucinnéjsi inhibitor byla také z grafu zavislosti smérnice Lineweaver-Burkova vynosu na

koncentraci inhibitoru ode¢tena hodnota inhibi¢ni konstanty K.

Inhibi¢ni uCinnost byla stanovena také fluorescencni metodou za pouziti hAChE
aeeAChE. U hAChE byla stanovena procenta inhibice, kdy se jako nejucinngjsi inhibitor
projevil inhibitor ¢islo 1. U eeAChE byla stanovena hodnota ICso a neju¢innéj$im inhibitorem
byl inhibitor ¢islo 3, jehoZ hodnota ICso byla srovnatelnd s hodnotou ICso donepezilu, jenZ byl

pouzit jako standard.

Nasledné byly urovany vhodné podminky pro stanoveni aktivity a inhibice POP.
Dostatecné odezvy bylo dosazeno pii teploté 37 °C u koncentrace substratu 0,25 mM a aktivity
enzymu 1,1 U v reakéni smé&si. Pro tyto podminky byly spocitany nelinearni regresi a z rovnic
regrese dvojité reciprokého vynosu podle Lineweaver-Burka kinetické parametry Km a V.

Zaroven byla stanovena procenta inhibi¢ni G€innosti studovanych inhibitori vii¢i POP.

Posledni cast této diplomové prace se vénuje stanoveni inhibicni u¢innosti studovanych
inhibitorit viiéi MAO B, kdy byla také stanovena procenta inhibi¢ni u¢innosti studovanych
inhibitorti vii¢i tomuto enzymu. Zadny z inhibitorti v§ak nedosahoval dostate¢né inhibi¢ni

uéinnosti ve srovnani s inhibi¢ni G¢innosti standardu.

Na zéavér byl u vSech inhibitord stanoven rozdélovaci koeficient a tPSA. Tyto hodnoty
vypovidaji o tom, jak dobife bude dand latka prochizet pres bunéné membrany

a hematoencefalickou bariéru. Nejvhodnéj$im inhibitorem se jevil inhibitor Cislo 5.
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