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Souhrn

Inhibitory cholinesteras jsou v soucasnosti prakticky jediné Géinné latky, které
zmirnuji dtsledky Alzheimerovy choroby i ¢etnych dalSich onemocnéni souvisejicich
s cholinergnim deficitem. Prace je zamérena na hledani novych inhibitort cholinesteras
s prevahou ptisobeni v mozkové tkani. Byla testovana inhibi¢ni schopnost dvanacti
novych inhibitorti na bazi benzothiazoli dvéma na sobé nezavislymi in vitro metodami
(Ellmanovou metodou a pH-stat metodou), dale byl ovéfen kineticky model
neinhibovanych hydrolys. Pro posouzeni tc¢innosti inhibitort byl stanoven index ICs,.
Jako substrat pro pH-stat metodu byl uzit acetylcholin, v ptipadé Ellmanovy metody
poté acetylthiocholin, pouzitymi enzymovymi preparaty pro obé zminéné metody pak
byly acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa. Pro posouzeni prostupnosti
studovanych latek skrz hematoencefalickou bariéru byl zméten rozdélovaci koeficient
Kow.

Nejperspektivnéjsimi latkami vyuzitelnymi pro klinickou praxi se jevi na zakladé
vysoké inhibi¢ni Géinnosti a dobré rozpustnosti v nepoldrnich roztocich zejména
inhibitory  (S)-1-((L-leucinethyl)-1-(6-fluorobenzo[ d]thiazol-2-yl)butylkarbamoyl)-2-
methylpropylkarbamat a (S)-1-((L-phenylalaninethyl)-1-(6-fluorobenzo[d]thiazol-2-yl)
propylkarbamoyl)-2-methylpropylkarbamat.

Klicova slova: Cholinesterasy, inhibitory cholinesteras, enzymova kinetika,

Alzheimerova choroba



Summary

Nowadays, cholinesterases inhibitors are practically the only effective
substances mitigating the impacts of Alzheimer's disease as well as of many other
diseases related to cholinergic deficit. This piece of work focuses on the search for new
cholinesterases inhibitors that effect mainly the brain tissue. The inhibition ability of
twelve new inhibitors based on benzothiazole was tested by means of two mutually
independent in vitro methods (the Ellman's method and the pH-stat method), the
kinetic model of uninhibited hydrolysis was verified. To judge the effectiveness of the
inhibitors the IC,, index was determined. The pH-stat method used acetylcholine as its
substrate, the Ellman's method used acetylthiocholine. Both of the aforementioned
methods used acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase as its enzymatic
preparations. To judge the permeability of the researched substances through the

blood-brain barrier the partition coefficient K, was determined.

The most promising substances usable in clinical practice seem to be especially
the  (S)-1-((L-leucinethyl)-1-(6-fluorobenzo[d]thiazol-2-yl)butylkarbamoyl)-2-methyl
propyl carbamate and (S)-1-((L-phenylalanin ethyl)-1-(6-fluorobenzo[d]thiazol-2-yl)
propyl karbamoyl)-2-methyl propyl carbamate inhibitors, for their high inhibition

efficiency and good solubility in nonpolar solutions.

Keywords: Cholinesterases, cholinesterases inhibitors, enzymatic Kkinetic,

Alzheimer's disease
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1 Uvod

V soucasné dobé nelze kvalitativné 1écit pri¢iny vzniku vétSiny chorob
s cholinergnim deficitem, které se, v dasledku starnuti populace ve vyspélych statech
svéta, stavaji ¢im dal frekventovanéjsimi. Vzriista zejména pocet pacienti s riznymi
typy demenci a s Alzheimerovou chorobou. Jak jiz bylo feceno, v soucasnosti nelze
vylééit pric¢iny téchto chrob, které tkvi v mutaci gentetické informace, nésledné tvorbé
chybného proteinu a jeho hromadéni v mozkové tkani, proto se medikamentosni 1é¢ba
zamérila pouze na potlaceni projevu téchto onemocnéni zvySenim mnozstvi cholinu
v nervovych zakoncenich. Nejsnazsi cestou k dosazeni tohoto cile je inhibice enzymi
acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy, které maji za kol cholin Stépit, ¢imz

dojde k prolongovani jeho tcinku. [1]

Inhibitory cholinesteras jsou nesourodou skupinou latek, které rtznymi
mechanismy inhibuji enzym cholinesterasu. Vétsina téchto latek je toxicka a ma silné
vedlejsi ucinky na organismus, konec konct nékteré latky, jako tfeba Sarin, nebo
Soman byly zneuzity armadou a teroristy k valecnym ucelim a nékteré jsou dosud
pouzivanymi pesticidy. V pripadé farmaceutického vyuziti jde o to, aby toxicita daného
preparatu byla co nejnizsi a vedlejsi tcinky takrka nulové, proto jsou vyvijeny pro
¢lovéka méné toxické varianty téchto 1éciv, které by v nizkych koncentracich vyvolavaly
silny ac¢inek. Zaroven je dulezité, aby takova latka byla rozpustni v krvi a dobie

prostupovala pres hematoencefalickou bariéru. [2]
Cilem této prace bylo objasnéni inhibiéniho mechanismu dvanéacti latek, které se
profiluji jako mozna 1é¢iva onemocnéni s cholinergnim deficitem. DileZitou soucasti

meéreni je také ovéreni priichodnosti testovanych preparatt skrz fazové rozhrani, které

je modelovano pomoci dvou vzdjemné nemisitelnych kapalin, n-oktanolu a vody.
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2 Teoreticka cast

2.1 Enzymy

Enzym je latka bilkovinné povahy’, ktera urychluje chemické premény v burice a
zvysSuje rychlost reakce obéma sméry. Smér pribéhu reakce neni ovlivnén enzymem,
ale koncentraci reaktantti a jejich energetickymi pomeéry. Latky, které jsou tc¢inkem
enzymu ménény, jsou nazyvany substrat. Enzymy jsou pritomny ve vSech zivych
systémech, pricemz jsou pro kazdy organismus druhové specifické. Enzym miize
obsahovat pouze bilkovinnou slozku, ale vétSinou obsahuje také nebilkovinnou slozku,
ktera se nazyva kofaktor, bilkovinna ¢ast pritom rozhoduje o substratové specifité, tzn.
ktera latka se premeéni a ktera nikoliv. /4, 5, 6, 7] Enzymy se d€li do Sesti hlavnich trid,

podle typu katalysované reakce:

. oxidoreduktasy - katalysuji oxida¢né redukéni dé€je a to bud’ pfenosem atomu

vodiku a nebo elektront

. transferasy - podileji se na prenosu aktivované skupiny, napt. -NH., z donoru na
akceptor
. hydrolasy - hydrolyticky S$tépi vazby vzniklé kondensaci, napt. peptidové, do

této skupiny patfii cholinesterasy

. lyasy - katalysuji sté€peni substratti, nebo naopak jejich spojovani
. isomerasy - realisuji presun molekulovych skupin a tim vznik isomert
. ligasy - katalysuji vznik energeticky naro¢nych vazeb za so¢asného rozkladu

substratu a uvolnéni energie

12

1 Byly objeveny i enzymy, které jsou tvoreny molekulou RNA [3].



2.2 Enzymova kinetika

Enzymova kinetika se zabyva reakéni rychlosti, tedy pfeménou urcitého

mnozstvi substratu za jednotku c¢asu. Tento d€j je popsan obecnym schématem 2.1,

k

E+S— ES— %2 sE+ P

2.1 Obecné schéma kinetického modelu

kde enzym (E) reaguje se substratem (S) za vzniku komplexu enzym-substrat (ES),
ktery se rozpada na enzym a produkt (P). Rychlostni konstanty k, a k, uréuji rychlost
tvorby produktu, zatimco konstanta k., posouvd reakéni rovnovdhu smérem
k vychozim latkam. Pokud pii daném mnoZstvi enzymu zvySujeme koncentraci
substratu, prevadi se stale vétsi mnozstvi enzymu do komplexu ES, reakéni rychlost
stoupa, az prakticky veskery enzym je pritomen jako ES, enzym je tedy nasycen a
reakéni rychlost dosahuje maximélni hodnoty. Schéma popisuje poc¢atek reakce, kde je
prakticky nulova koncentrace produktu a neprobiha zpétna tvorba komplexu ES.
Zavislost reakeni rychlosti na koncentraci substratu pri konstantni koncentraci enzymu

popisuje obr. 2.1. [4, 6]

&

[Elqp=konst.

102 Wiy

Kag [S]

Obr. 2.1 Zavislost reaként rychlosti na koncentraci substratu pii konstantni
koncentraci enzymu

13



Zavislost rychlosti jednosubstratové reakce na koncentraci substratu dle

schématu (2.1) resi rovnice Michaelise a Menteové vztah 2.2a

Vy [S]
Vo = m (2.2a)

V, - poc¢atecéni rychlost
Vu - mezna rychlost

Ku - Michaelisova konstanta

Rovnici Michaelise a Menteové modifikovali Briggse a Haldane na tvar 2.2b

Vi = kz[E]o;KM - %

1

(2.2b)

Michaelisova konstanta Ky je rovna disocia¢ni konstanté ES a je definovana jako
koncentrace substratu, pri niz je dosazena polovina maximalni rychlosti Vy, coz plyne
z Guldberg Waagova zakona (2.3), kdy [E] = [ES].

[ESTIST _ K
[ES] ’ (2.3)

Jelikoz koncentrace enzymi je v biologickych materidlech velmi mala,
prakticky nemeéritelna, zatimco jejich katalytickd tucinnost a substratova
specifita je vysoka, byl zaveden termin aktivita enzymu. Jednotkou aktivity

enzymu je katal, ktery je definovan jako mnozZstvi enzymu, potiebné pro
preménu 1 molu substratu na produkt za sekundu (1 kat = 1 mol-s™1). V praxi se
pouzivaji spiSe mensi jednotky, pkat ¢i nkat. Diive bylo uzivano téz jednotky

unit (1U = 1 pmol-min™1).

14



Stanoveni hodnoty koncentrace, nebo lépe refeno aktivity je mozné
nékolika zptisoby, pficemz nejjednodussi zptisob vychézi z rovnice Michaelise a
Menteové (2.2a). Jak plyne z obr. 2.1, 1ze graf zavislosti rychlosti reakce na [S]

rozdélit na dvé ¢asti.

Pro oblast, kde [S] < Ku plati rovnice 1. radu 2.4a

v, [S]
~-M
R TTI (2.42)

Pro oblast, kde [S] > Ku plati rovnice 0. fadu 2.4b

< Yu ST
Vo & [S] Ve (2.4b)

Pri vysokych koncentracich S je proto, jak vyplyva z rovnice 2.4b,
rychlost reakce konstantni a neni zavisla na [S]. MnozZstvi vznikajicich produktti
se tedy méni s casem linedrné a smeérnice této primky je ekvivalentni

koncentraci, resp. aktivité enzymu. /4, 5, 6, 8]

2.3 inhibitory a kinetika inhibovanych reakci

Kinetika katalysovanych reakei je zavislad na koncentraci substratu, mnozstvi
enzymu, fysikalné chemickych vlastnostech prostredi (pH, iontov4 sila, teplota, tlak, ...)
a také na pritomnosti uréitych modifikatort reakce. Do posledni jmenované skupiny
patii rizné aktivatory a inhibitory. Inhibitor je latka, ktera zptisobuje sniZeni aktivity
enzymu, z chemické podstaty se mize jednat prakticky o cokoliv, at uz kovovy iont,
bilkovinu, nebo vysokomolekularni organickou, ¢i nizkomolekularni anorganickou

latku. Inhibice mtze probihat n€kolika riznymi mechanismy, inhibitor miize vyvolavat

15



zménu struktury molekuly enzymu, nasledkem ¢ehoz pak enzym ztraci svoji
katalytickou schopnost, nebo miize konkurovat substratu o vazbu v aktivnim centru,
¢imz snizuje rychlost pfemény, nebo neinaktivuji volny enzym, nybrz az jeho komplex

se substratem. /5, 6, 7, 8, 9]
Dle kinetického ptisobeni se rozlisuji ¢tyfi zakladni typy inhibici:

a) Kompetitivni - inhibitor neovliviiuje meznou rychlost (Vi = V'y), ale zvySuje

Michaelisovu konstantu (Ky < K'y)

b) Nekompetitivni - inhibitor nepiisobi zménu Michaelisovy konstanty

(Ku = K'w), zato snizuje meznou rychlost (Vi > V'y).

c¢) Akompetitivni - inhibitor sniZuje meznou rychlost i Michaelisovu konstantu,

avSak plati rovnice 2.5.

(2.5)

d) SmiSena - inhibitor méni Michaelisovu konstantu, meznou rychlost i jejich

pomer.

2.3.1 Kompetitivni inhibice

Pokud je molekula inhibitoru strukturné velmi podobna substratu, miize s nim
soutézit o vazbu na aktivnim centru enzymu. Kompetitivni inhibice je proto nazyvana
jako soutéziva, nebo téZ konkurenc¢ni. Pokud je koncentrace takového inhibitoru
dostatecné vysoka, mize byt substrat zcela vytésnén a bude reakci zcela blokovat.
Naopak zvyseni koncentrace substratu vede k vytésnéni inhibitoru. Soutéz probiha dle
Guldberg Waagova zdkona 2.6 a lze popsat schématem 2.7, vypocet zvySeni K'u

popisuje vztah 2.8. [4, 5, 7]

o LEI]

- [ED
(2.6)
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2
E+s = ES = E+P

s

El
2.7 Schéma kompetitivni inhibice

_ WS /]
VO_K'M—F[S]’KM(I_'_ ]g} (2.8)

2.3.2 Nekompetitivni inhibice

Mechanismus tc¢inku nekompetitivnich inhibitorii je zalozen na
allosterickém efektu. Vazou se mimo aktivni centrum enzymu a méni jeho konformaci
na inaktivni prostrednictvim S§ifici se zmény struktury, kterou vazbou vyvolavaji.
Neovliviiuji tedy vazbu substratu na enzym, ale snizuji rychlost jeho premény, proto
nedochazi ke zméné hodnoty Michaelisovy konstanty, nybrz se sniZzuje mezna rychlost
reakce. Proto nelze zmirnit Gc¢inek inhibice zvySenim koncentrace substratu.
Nekompetitivni inhibice je nazyvana také nesoutézivd, nebo nekonkurencni. Jde
o v ptirodé nejrozsitenéjsi zptisob inhibice, ovliviiuje fadu procesti v bunikach. Reakéni

schéma ma tvar 2.9 a plati pro né€j rovnice 2.10. [4, 5, 6]
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E+5 —/= [z %o E4+ P

g LI—@ ks LHS
ki

El + 5 =—= Esl
k 4

2.9 Schéma nekompetitivni inhibice

+ =4 (2.10)

2.3.3 Akompetitivni inhibice

Typ inhibice, pfi které se inhibitor mtze vazat pouze na komplex enzym-
substrat, ale pfitom neni schopny vazby se samotnym enzymem. Vazba inhibitoru
znemoznuje premeénu substratu na produkt. Klesa mezni rychlost reakce i Michaelisova
konstanta. Hodnoty obou veli¢in klesaji stejnou meérou, takze je dodrZen jejich

vzajemny pomér viz (2.5).
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Do kategorie akompetitivnich inhibici patfi napf. inhibice substratem pfi
jeho vysoké koncentraci a také inhibice produktem. Na obr. 2.11 je uvedeno reakcni

schéma. [4, 6, 7]

Ky ks
E + 5 =—= ES === E 4 F
i 4
|
k_SWl{S
E=|

2.11 Schéma akompetitivni inhibice

2.3.4 SmisSena inhibice

Pfi smisené inhibici dochazi k negativhimu ovlivnéni afinity enzymu
k substratu, ¢imz se méni Michaelisova konstanta a zaroven dochazi také k ovlivnéni
rychlosti pfemény substratu na produkt, ¢imz se méni mezn4 rychlost. Pfitom neplati

vvvvvv

logaritmické ktivce. [5]

2.4 Kinetika hydrolysy acetylcholinu cholinesterasami

Na reakci hydrolyzy acetylcholinu cholinesterasami (viz obr. 3.2.1.1.) je mozné
aplikovat obecné schéma 2.1 a prepsat ji do tvaru 2.12. Jako enzym E figuruji ACHE a
BCHE a substratem S je ACH, resp. ATCH. Po jejich reakei dochézi k tvorbé komplexu
enzym substrat ES a v druhém kroku pak probih4 hydrolyza na produkt P, coz je CH,
resp. TCH a na estery pouzitého substratu a kyseliny octové. Schéma 2.12 popisuje

recyklaci enzymu za vzniku kyseliny octové. [10]

EFA+H,O=E+HA
(2.12)
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2.5 Acetylcholin a jeho uloha v organismu

Acetylcholin je ester kyseliny octové a cholinu. Je syntetizovan v cytoplazmé
neuront z acetyl-CoA a cholinu, uchovavan je v malych kulovitych synaptickych
vaccich, z kterych se, pri podrazdéni neuronu akénim potencidlem uvolni acetylcholin
mechanismem exocytosy. Acetylcholin reguluje uvolnéni dalsich neurotransmiterti a to
hlavné v oblasti kiry predniho mozku, ovliviiuje sekreci glutaméatu, glycinu a
dopaminu, coz vede k rozpadu osobnosti pri Alzheimerové chorobé. Jako
neurotransmiter ptisobi na dva zakladni druhy membranovych receptori, na
muskarinovy receptor a nikotinovy receptor, (jejich nazev je odvozen dle prirodnich
latek, které na né pisobi). Muskarinovy receptor (aktivovany muskarinem
z muchomtirek) zprostiedkovava predevsim funkce parasympatické ¢asti autonomniho
nervového systému. Zpomaluje frekvenci srdec¢nich stahti, podporuje c¢innost zlaz
s vnitini i vnéjsi sekreci a ovliviiuje stahy hladké svaloviny v cévach, v mocovém a
dychacim systému i jinde. Zndmo je pét podtypt tohoto receptoru, z nichz M,, M; a M;

maji excita¢ni vliv na neuronalni aktivitu, zatimco M, a M, maji vliv inhibi¢ni.

2x0n

__— myelinova acatyleholinova neurcnova
— pochva vezikuly membrana —
o = gs 20 de 5p presynaplicka
1 Qo ol cast
milochandria

acetylcholinové
recaptory

svalova
membrana —
postsynaplicka
gast invaginace
sarkolamy

myafibrily

Obr. 2.13 Schématické zndzorneni nervosvalové ploténky [11]
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Nikotinovy typ acetylcholinového receptoru prenasi signal mezi motorickym
nervem a svalovym vlaknem. Jeho funkei je prenos impulzu z nervu na sval, otevienim
iontovych kanalki pro Na*, v dlisledku ¢ehoz dochéazi k lokalni depolarizaci sarkolemy,

coz vyvola akéni potencidl. [11, 12, 13, 14, 15]

2.6 Cholinesterasy

Nazev cholinesterasa zahrnuje dva enzymy s rozdilnym zastoupenim
v jednotlivych tkanich organismu, afinitou k substratu i inhibitorim, rozdilnou
biologickou funkeci, avSak oba katalysuji hydrolysu ACH. Nazyvaji se
acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa. Patii mezi serinové hydrolasy, pri¢emz
jejich hlavnim tkolem je katalysa premény cholinovych esterti na cholin a ptislusnou
karboxylovou kyselinu (BCHE obvykle hydrolysuje objemnéjsi molekuly, napft.
butyrylcholin, nebo benzoylcholin). Rychlost takové premény je velmi vysoka, probiha
radové v rozmezi nékolika milisekund. V pripadé€ obratlovcii jsou oba enzymy kédovany
vzdy jednim genem (gen pro ACHE je umistén na chromozomu 7 a gen pro BCHE je
lokalizovan na chromozomu 3) a jejich syntéza probiha na ribozomech hepatocyti.
Jsou druhové specifické, pricemz stupen shody téchto enzymii u jednotlivych druhti je
umérny jejich vzdalenosti v pribéhu evoluce. OdliSné byva poradi jednotlivych
aminokyselin, avSak aktivni misto obou enzymi, diilezité pro katalytickou funkei, byva

stejné [16, 17, 18].

Cholinesterasy se chemicky radi mezi glykoproteiny. ACHE i BCHE jsou
tvoreny polymery katalytickych podjednotek. V kvartérnich strukturach se rozlisuji
globularni formy (G1, G2, G4), tvorené jednou, dvémi ¢i ¢tyfmi podjednotkami, a
asymetrické formy, jez obsahuji jednu aZ tii podjednotky tetrameri spojené
disulfidovymi vazbami. Oznacuji se jako A4, A8 a A12, kde A12 je slozena ze tfi
tetramerovych podjednotek. Jednotlivé formy lze charakterizovat dle jejich
rozpustnosti v polarnich a nepolarnich rozpoustédlech. Maji amfifilni povahu a lze je

rozdélit do péti skupin:

* Amfifilni dimery I. typu - jsou umisténé na zevni strané cytoplazmatické
membrany svalovych bunék, erytrocyti a leukocytti savei. V této formé se
bézné vyskytuje ACHE. Rozpousti se pouze ucinkem detergentd, v jejich

nepiitomnosti tvori shluky.

21



* Amfifilni monomery a dimery II. typu - narozdil od I. typu netvori shluky
v nepritomnosti detergentu, jelikoZ postradaji glykolipidovou vazbu. V této

formé se vyskytuje BCHE i ACHE v burikach mozku, stfeva a svald.

* Hydrofobni tetramery - tato forma je typickd pro ACHE v burikkach CNS.
Molekuly enzymu jsou vazany na cytoplazmatickou membranu hydrofobni,

asi 20 kDa velikou polypeptidovou podjednotkou.

» Asymetricka forma (s vazbou na kolagen) - je tvorena tremi kolagenovymi
podjednotkami usporadanymi do struktury trojSroubovice, na které se vaze
jeden ( A,), dva (As) nebo tfi (A,.) tetramery cholinesterasy. Je typickou

formou spise pro ACHE, nez BCHE, pritomna je hlavné na nervosvalové

ploténce.
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Obr. 2.14 Schématické zndzornéni polymorfnich forem ACHE a BCHE [17]
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* Rozpustna tetramerni forma (G4) - je tvofena ¢tyfmi identickymi monomery,
ktré jsou stabilizovany hydrofobnimi interakcemi aminokyselin C—konce

jednotlivych monomert. Tato forma je typicka pro BCHE. [17, 18]

Jednotlivé varianty cholinesteras jsou tkanoveé specifické. Asymetrické formy
ACHE a BCHE se nachézeji jen v perifernim nervstvu a ve svalech obratlovcd,
membranoveé vazany G4 ACHE a G4 BCHE se nachazeji v mozku a membranové vazany

G2 ACHE se nachéazi v erytrocytech.

vvvvvv

Stépeni ACH. Rozdily mezi ACHE a BCHE jsou v primarni struktuie danych enzym,
napi. v misté vazby substratu ("Acyl pocket") se nachazeji v pripadé ACHE dvé
molekuly fenylalaninu, zatimco v ptipadé BCHE jde o molekuly aminokyselin valinu a

leucinu. [19, 20]

2.6.1 Acetylcholinesterasa

ACHE (E.C. 3.1.1.7), dle systematického nazvu acetylcholinacetylhydrolasa,
nazyvana téz jako prava cholinesterasa, specifické cholinesterasa nebo cholinesterasa I
hydrolysuje acetylcholin, ktery byl uvolnén, pifi nervovém vzruchu do synaptické
Stérbiny. Cholinergni synapse lze nalézt v CNS, perifernim nervstvu, na nervosvalové
ploténce a také v elektrickych organech nékterych ryb, kde se aktivné podileji na tvorbé
naboje. [19]
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Obr. 2.15 Retézec molekuly ACHE, uprostied molekuly je patrné
usti proldkliny katalytické podjednotky a také katalyticka triada
a periferni vazebné misto.

Tvorena je dvéma peptidovymi Fetézci a a P, pricemz fetézec a je nositelem
aktivniho mista. Aktivni misto se nachazi na globularni katalytické podjednotce a ma
tvar prolakliny. V pripadé ACHE se na jejim dné nachazeji zbytky tfi aminokyselin,
které jsou stézejni pro vlastni katalysu reakce (Ser200, Hisq40 a Glug27 tzv. katalyticka
tridda). Substrat je stabilizovan dal$imi ¢astmi katalytické podjednotky, pricemz jejich
substituci jinymi fragmenty AMK miize dojit ke ztraté katalytické aktivity (napf.
substituci Ser226). V usti proldkliny katalytické podjednotky se nachazi periferni
vazebné misto (Tyryo, Tyri21 a Trp279), na kterém dochazi k vazbé s aromatickymi a
kationtovymi inhibitory, které nepronikaji az k aktivnimu centru (galantamin,

fascikuliny, dekamethonium dibromid, bis-huperziny) [19, 20].
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Obr. 2.16 Struktura aktivniho mista ACHE
[19]

Samotny pribéh katalysy je velmi slozity a probihd v nékolika stupnich.
V aktivnim misté enzymu dochéazi k interakeci mezi pozitivnim nabojem dusiku ACH a
negativnim nabojem karboxylové skupiny ACHE, ¢imz vznikd komplex enzym -
substrat. Acetylace hydroxylové skupiny serinu je katalysovana imidazolovou casti
histidinu a kyselou slozkou hydroxylové skupiny tyrosinu, coz vede k acetylaci enzymu.

Deacetylace pak probiha velmi rychle, v fddu milisekund. [21, 22]
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Obr 2.17 Schéma priibéhu stépeni ACH v aktivnim centru ACHE

2.6.2 Butyrylcholinesterasa

BCHE (E.C. 3.1.1.8), nazyvani jako pseudocholinesterasa, nespecificka
cholinesterasa, cholinesterasa II, butyrylcholinesterasa, benzoylcholinesterasa nebo

cholinesterasa S-typu, je strukturné velmi podobnd ACHE. Shoda v sekvenci jejich
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AMK ¢ini témér 65%. Strukturné podobné je i jejich aktivni centrum, které v pripadé
BCHE obsahuje aminokyseliny Glu32s, His438 a Ser198. Molekula BCHE je tvorena
Ctyfmi identickymi podjednotkami, z nichz kazda je tvorena deviti sacharidovymi
fetézci a 574 AMK, molekulova hmotnost ¢ini 348 000 g mol™. Oba enzymy se lisi ve
specifit¢ k nékterym substratim. Zatimco napi. ACHE hydrolyzuje acetyl-p-
methylcholin a nestépi benzoylcholin, u BCHE je tomu opacné. [18, 19]

Je znamo 7 alel, které kéduji BCHE - U, A, S, F, H, J, K, avSak ze vSech
moznych genotypt se jich projevuje pouze 11. Nejrozsitené€jsim genem je U (usual),
ktery 1idi syntézu normalni cholinesterasy. Ostatni geny fidi syntesu forem BCHE,
které se vzajemné lisi aktivitou a rezistenci k inhibitorim. Tato variabilita nabyva
velkého vyznamu v anesteziologii, kde mtze dojit k dechovym potizim po podani

myorelaxans sukcinylcholinu. [18, 19]

BCHE lze nalézt ve vétSiné bunék organismu, vyjimku tvori erytrocyty. Jeji
tloha tkvi v regulaci bunécné proliferace a také podporuje riist neuritii v embryonalnim
stadiu. Z hepatocyti, kde je syntetizovana je vyplavena do krve, kde v plazmé katalyzuje
hydrolyzu ACH a nékterych dalsich substrati. V krvi a v CNS je BCHE zastoupena
mnohem cetnéji, nez ACHE. Jeji vyznam v krevni plazmé zatim neni zcela prozkouman.

[19]

Zajimavou ulohu hraje BCHE jako marker poskozeni jaterniho parenchymu.
V pripadé poskozeni hepatocyti se aktivita cholinesteras v séru znatelné snizuje. Lze
jednak dlouhodobé monitorovat hladinu BCHE, (coz se provadi v pfipad€ monitorovani
napt. 1écby alkoholismu), nebo se porovnava mnozstvi BCHE v poméru s dalSimi
analyty, jak jsou napft. albumin, ALT, nebo GGT, na zakladé éehoz lze urcit diagnozu

jaterniho onemocnéni. [16]

27



Obr. 2.18 Retézec molekuly BCHE

2.7 Inhibitory cholinesteras

Inhibitory cholinesteras jsou latky, které zpomaluji, nebo uplné zastavuji reakci
katalysovanou cholinesterasami, pti¢emz zabranuji pfeméné substratu na cholin.

Z chemické podstaty se miize jednat o rozli¢né skupiny latek, z nichz k nejrozsirenéjsim

patii organofosfaty. [21, 23]

Prvni zndmy cholinesterasovy inhibitor na bazi organofosfatu byl syntetizovan
v poloviné 19. stoleti na parizské Sorboné tymem chemika Philippe de Clermont. Objev
je konkrétné pripisovan ruskému studentu Vladimiru Mosninovi a jim syntetizovanou
latkou byl tetraethylpyrofosfat (TEPP), jeho toxicita vSak byla objevena aZz mnohem
pozdéji, ve tricatych letech minulého stoleti. Do dnesni doby bylo syntetizovdno mnoho
organofosfatovych latek s inhibiénimi u¢inky na cholinesterasy, z nichz nékteré nasly
uplatnéni jako pesticidy (piedevSim thioorganofosfaty, které maji nizsi inhibi¢ni

ucinky, nez oxoorganofosfaty, nicméné atom siry je v metabolické pfeméné nahrazen
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atomem kysliku a proto thioorganofosfaty reaguji pomaleji, ptiznaky otravy se projevi
pozdé€ji, ale pretrvavaji déle) a nékteré jako bojové latky (sarin, cyklosarin, tabun,

soman, VX). [21, 24]

Druhou pocetnou skupinou cholinesterasovych inhibitorti jsou karbamaty.
Inhibice karbamaty mé ¢asteéné reversni charakter, polocas rozpadu komplexu enzymu
s béznym karbamatem je 20 - 60 minut. Nejdéle znAmym prirodnim karbaméatem
inhibujicim CHE je eserin (fysostigmin). Karbamaty jsou pouzivany predevsSim jako
pesticidy (hlavné lipofilni karbamaty jako dimetan, karbaryl, isolan, moban), nebo jako
1é¢iva (rivastigmin, fysostigmin, kterd zptisobuji kompetitivni inhibici, jelikoZ jejich
molekula obsahuje, stejné jako acetylcholin, kvartérni dusik, pyridostigmin,

neostigmin, miotin). [25]

Cholinesterasy jsou inhibovany i dalsimi skupinami latek, napf. nékterymi
alkaloidy a toxiny. Neurotoxin cyanobakterii anatoxin-(s), toxicky peptid hadiho jedu
mamby zelené fasciculin a mirnou inhibici zptisobuji i néktera antibiotika, napft.
penicilin, nebo streptomycin. Pro farmaceuticky primysl jsou poté velkym piislibem

nékteré derivaty piperazint a benzothiazolt. [26]

(b) Acyl pocket {d) Peripheral
' binding sit

A

| Iy = I _".
I_.'. .I i I"_; |;::H-;-'|I Il I.'I
', —— | Juflw/ \;
| -~ 5
| N )

Lol ;}:- \... IS 5 : r.,ﬁr:.
| II" |: s Fl ."..I 4 .
Nk wl_- /[ Choling
: ! hinding
g A/ sie
. n‘\ -.l'.'-..l-'.- l'-.'l'.’._.'

(e} Catalytic -=_ - der 200
triad of AChE ——

Obr. 2.19 Ireversibilni inhibice ACHE
organofosfatem. [19]
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Inhibitory ACHE lze dale rozdélit dle zptisobu, kterym inhibitor piisobi:
. Inhibitory, které cholinesterasy acyluji - tyto latky reaguji s esterickym mistem

ACHE ¢i BCHE a tento enzym ireversibilné inhibuji. Do této skupiny patii

organofosfaty i karbamaty (viz obr 2.17).

. Inhibitory, které cholinesterasy neacyluji - tyto latky se vazi na a-, f- a

y-anionické misto, pricemz tato vazba ma reversibilni charakter.

Enzymy lze reaktivovat pomoci nékterych nukleofilnich ¢inidel, napt. oximd.
Tyto latky mohou rozbit vazbu mezi enzymem a organofosfitem a tim obnovit
enzymovou aktivitu. Pii nukleofilnim ataku na fosforylovany, ¢i fosfonylovany serin na
aktivnim centru molekuly ACHE se uvolniuje aktivni enzym. [2, 27]

Priznaky otravy organofosfaty lze rozdélit dle lokalizace nahromadéni ACH na:

. muskarinové
. nikotinové
. centralni

Jedinec zasazeny organofosfaty je postizen poruchou akomodace ocni cocky,
prekrvenim sliznic s edémem, zvysenou sekreci slinnych, slznych, potnich a
bronchidlnich 7lazek, zvySenou strevni peristaltikou casto spojenou az s kolikou,
poruchami srdeéniho rytmu a zaskuby jednotlivych skupin priéné pruhovaného
svalstva. Nebezpecnost téchto latek spoc¢iva v kombinaci bronchokonstrikce, paralyzy
dychacich svalti a ttlumu dychaciho centra v prodlouzené mise, které spole¢né vedou

k uduseni intoxikovaného jedince. [23]

2.8 Index ICs

Index IC,, je definovan, jako mnoZstvi inhibitoru, které zpomali enzymatickou
reakci, za danych reakénich podminek, na polovinu. Hodnota indexu tedy vypovida
o inhibi¢ni sile daného inhibitoru a slouzi k porovnani jejich Gc¢innosti. Nékdy je

udavana formou zaporného logaritmu jako pI,, viz vztah 2.18. [23, 28]

pl,, =—log[]],
(2.20)
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2.9 Rozdélovaci koeficient

Rozd€lovaci koeficient je definovan jako pomér rovnovéaznych koncentraci
analytu ve dvoufazovém prosttedi. V experimentu byly, jako faze, pouZity rozpoustédla
voda jako polarni prostiedi a n-oktanol jako nepolarni prostiedi a jako testovana latka
jednotlivé inhibitory. Toto rozhrani m4 simulovat, ve velmi zjednoduseném ptipadé,
hematoencefalickou bariéru, kde nepolarni slozka predstavuje lipofilni membranu.
Pomér mezi koncentraci inhibitoru ve vodném prostredi a v n-oktanolu popisuje
distribuéni konstanta K,,. Distribuéni konstanta zavisi na podminkach experimentu,

ovlivnéna je hlavné teplotou. [29, 30]

— okt
K., = (2.21)

2.10 Modelovani studovanych hydrolys

Cilem prace bylo hledani kinetického modelu hydrolysy, mechanismu reakce a
stanoveni kinetickych parametri inhibovanych i neinhibovanych reakci dvéma
nezavislymi metodami, spektrofotometricky Ellmanovou metodou a pH-statovou
metodou. Pro vSechna méreni byly dodrzeny stejné reakéni podminky (teplota, tlak,
pH, iontova sila, pocateéni aktivita enzymovych preparati). Zkouména byla kiivka
aktualni koncentrace produkti hydrolyzy v zavislosti na ¢ase. Kiivky neinhibovanych
reakci byly zkouméany na platnost rovnice 2.2b, modifikace rovnice Michaelise a
Menteové dle Briggse a Haldene. Vysledky byly ziskany za pomoci programu GEPASI.
Uspésnost reakce byla hodnocena na zékladé zméfenych a vypoéitanych parametrt
(Michaelisova konstanta Ky, maximalni rychlost Vi, rychlostni konstanty k-1, k1, k2, k3
a koncentrace substratu i enzymu). V pripadé inhibovanych hydrolys se porovnévaly
hodnoty mezné rychlosti a Michaelisovy konstanty téchto reakci vii¢éi hodnotam
neinhibovanych hydrolys, diky ¢emuz mohl byt dokazidn mechanismus inhibice, tzn.
jestli se jedna o inhibici kompetitivni, nekompetitivni, akompetitivni, ¢i smisenou. Poté
byla také stanovena rychlostni konstanta k3, ktera je urcujici rychlostni konstantou
reakce. Toto srovnani bylo opét provedeno pomoci pocitacového programu GEPASI.
[31]
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2.11 Moznosti klinického vyuziti inhibitora cholinesteras

Inhibitory cholinesterasy jsou v posledni dobé zkoumény nejen kviili svym
toxickym Uc¢inklim zneuzitelnym ve vojenském primyslu, ¢i vyuZitelnym k hubeni
hmyzu, ale nachazeji ¢im dal vétsi uplatnéni téz ve farmakochemickém priamyslu.
JelikoZ v nervovych zakoncenich prodluzuji aéinek ACH, je jejich vyuziti vihodné pro
léébu symptom@ neurodegenerativnich onemocnéni. Nicméné mnoho soucasnych
farmak ma také fadu negativnich dopadu zpiisobenych cholinergni stimulaci v mozku a
perifernim nervstvu. Casto jsou také hepatotoxické, drazdivé, mutagenni, teratogenni,
karcinogenni, neurotoxické a pneumotoxické. Proto se hledaji nové inhibitory CHE,

které tyto vedlejsi tic¢inky nemaji, tcinkuji ve velké terapeutické §iri, v terapeutické

davce jsou co nejméné toxické. Jako vyhodna 1éciva se jevi nékteré benzothiazoly a

piperaziny. [32]

2.11.1 Neurodegenerativni choroby

V rozvinutych statech Evropy i Ameriky dochazi k neustalému zvySovani
primérné doby Zivota a s naristajicim vékem roste riziko neurodegenerativniho
onemocnéni. Jejich spole¢nym rysem je zanik nékterych populaci nervovych bunék,
ktery se projevuje jak neurologickymi, tak psychickymi pfiznaky. K tém prvnim patfi
poruchy koordinace pohybu, zmény svalového napéti, poruchy hybnosti a mimovolni
pohyby. K druhym pak poruchy paméti, poruchy kognitivnich funkci prechazejici

postupné v demenci, poruchy védomi, poruchy nalad ¢i zmény osobnosti. [1]

Molekularni podstatou valné vétSiny neurodegenerativnich chorob je chyba
v konformaci nékterych proteinti, které jsou tvoreny na zakladé mutace nékterého
genu, coz vede k zarazeni chybné AMK. Tyto bilkoviny nejsou metabolizovany a dochazi
k jejich ukladani v buiikadch CNS. [1] Druhou moznosti vzniku téchto onemocnéni jsou
vaskularni pri¢iny. Obé varianty nemoci se mohou vzijemné prolinat a manifestuji se

syndromem smisené demence. [33]
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2.11.2 Demence

Syndrom demence je mozné definovat jako ireversibilni poskozeni mozku,

které se projevuje postupnou ztratou pameéti, vyraznym zhorsenim orientace v prostoru

a Case, zhorSenim mysleni, chapani, pocitani, uceni, komunikace a racionalniho

usudku, ztratou motivace. Postizeny jsou také nekognitivni funkce, dochéazi k porucham

chovani, ztraté sobésta¢nosti a v kone¢ném disledku ke smrti. [1, 34/

Tab. 2.22 Klasifikace demenci

1. Primarni degenerativni demence

Frontotemporalni prevaha: Pickova nemoc, frontotemporalni demence,
Pickova nemoc bez pritomnosi Pickovych télisek, amyotroficka lateralni
skler6za s demenci, syndrom kortikobazalni degenerace, primarni progresivni
afazie

Parietotemporalni pfevaha: Alzheimerova nemoc

Subkortikalni prevaha: Huntingtonova nemoc, Parkinsonova nemoc
s demenci, demence s Lewyho télisky (DLB), néktera onemocnéni ze skupiny

sParkinson plus“ — napf. progresivni supranuklearni paralyza.

2. Vaskularni demence

Multiinfarktova demence (MID)
Strategicky umisténé infarkty
Onemocnéni malych cév s demenci
Ischemicko-hypoxick4a demence
Hemorhagicka demence

Jiné mechanismy — kombinace n€kolika faktort
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3. Sekundarni demence

* Normotenzni hydrocefalus (triada demence, inkontinence, porucha stoje a

chtize)

* Metabolické poruchy (napt. hypotyre6za, hypoparatyredéza, Wilsonova

choroba, ziskan4 hepatocerebralni degenerace, demence pri dialyze)

* Poruchy vyzivy (nedostatek vitaminu B12, B1, B6, folatu, vitaminu E)

* Intoxikace (alkohol, CO, tézké kovy, organofosfaty, jiné prumyslové jedy a
kovy, nékteré 1éky)

» Zanéty CNS (neurosyfilis, neuroboreliéza, sclerosis multiplex, AIDS, prionové
infekce: Creutzfeldtova-Jacobova nemoc, Gerstmannova-Strausslerova-

Scheinkerova nemoc, fatalni familidrni insomnie)

* Nadory mozku (lokdlni a difazni ptiznaky, neoplastické meningitidy,

progresivni multifokalni)

+  Urazy (napf. chronicky subduralni hematom, ,dementia pugilistica®)

Diagnostika  kognitivniho  deficitu se provadi pomoci nékolika
neuropsychologickych testli, kde se hodnoti funkce frontalnich lalokd, pamét a
kognitivni tempo. Casto uZivanym testem je MMSE (Minimental State Examination).
[35] Nedilnou soucasti vysSetrovaciho procesu u kazdého pacienta s kognitivnhim
deficitem by mélo byt zobrazovaci vySetfeni - CT, magnetickad rezonance a u pacientti

s hraniénimi hodnotami vysetfeni funkéni - SPECT, NMR volumometrie nebo PET.

[33]

Pokud je demence indikovéana, je nutné neodkladné zah4jit farmakochemickou
1é¢bu, ktera ma v ¢asnych stadiich velmi dobré vysledky a poméaha zlepsit kvalitu zivota
pacientt i jejich pecovateli. [36] Postupy doporucené k 1é¢bé kognitivnich ptiznaki
demence dle American Academy of Neurology pro diagnostiku a 1é¢bu demenci z dubna

2011/35, 37, 38]:
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Inhibitory cholinesteras - velmi dobte Géinkuji v pfipadé mirnych a stfednich
forem demence, lze je povazovat za standardni 1é¢iva Alzheimerovy choroby a
také za jedinou uc¢innou medikamentézni 1éébu. Dostupné 1éciva tohoto typu

jsou donepezil, rivastigmin a galantamin.

Vitamin E - v teoretické roviné by mél zpomalit nistup demence, nicméné

v testu neovlivnil kognitivni funkce.

Selegilin - jde o alternativu ke klasickym medikamentiim, nicméné v testu

neovlivnil kognitivni funkce.

Dalsi antioxidanty, napf. gingko biloba a protizanétlivé latky - alternativni

1é¢ebné latky vhodné zejména u pacientii se smiSenymi formami demence.

Estrogen - udéinek na zlepSeni klinickych projevii demence nebyl zjistén.

Nedoporucuje se.

Postupy doporucené k 1é¢bé nekognitivnich piiznakt demence dle American

Academy of Neurology pro diagnostiku a 1é¢bu demenci z dubna 2011 /35, 38, 39]:

neuroleptika - v pripadé pacienti, kteri trpi psychotickymi stavy, které lze

zvladnout nefarmakologicky. Standardni postup 1é¢by.

Tricyklicka antidepresiva, MAO - B inhibitory, SSRI (selektivni inhibitory
zpétného vychytavani serotoninu) - jsou doporuceny pro zvladani depresi. Jde

o doporuceny postup.

Zakladem soucasné farmakoterapie demenci je tedy snaha o zvySeni urovné

hladiny acetylcholinu v mozku a zlepseni cholinergniho prenosu. Tohoto cile je zatim

dosazeno pouze prostfednictvim inhibice cholinesterasy. Zkoumany jsou také dalsi

moznosti terapie, které se snazi zasdhnout do metabolismu (-amyloidu, jehoz

patologické ukladani v mozku je povazovano za pti¢inu Alzheimerovy choroby. [37]

Antiamyloidni terapie
Imunoterapie

Plazmaferéza
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2.11.2.1 Alzheimerova choroba

YoV

Jde o nejéast&jsi formu demence, tvoifi az 70 % vSech demenci. V Ceské
republice ji trpi okolo 70 az 100 tisic pacientii. Nékteré zdroje uvadéji i 150 tisic
pripadt. Juvenilni forma této nemoci za¢ind mezi 35. az 50. rokem véku, pricemz
prevalence po 65. roku nartlista exponencialné a v populaci Zen starsich 85 let dosahuje

takika 50%. [33]

Nastup choroby je pomaly avSak jeji projevy se stile zhorSuji az dojde
k takovému zhorseni kognitivnich funkei, Ze clovek ztraci schopnost se o sebe postarat a

neni schopen komunikovat s okolim. /33, 40]

Juvenilni forma byva nejcastéji rodové dédicna s autozomalné dominantni
dédic¢nosti. Bylo nalezeno né€kolik genetickych mutaci na chromozomech 21, 14 a 1
(v podezteni jsou i geny na chromozomech 10 a 12 a 19), v dtsledku ¢ehoz dochazi
k tvorbé defektnich proteinti f-amyloidu a proteinu tau, které jsou nasledné ukladany
v mozku. Predmétem sporu zatim zistava, ktery ze dvou zminovanych proteint
skuteéné spousti propuknuti Alzheimerovy choroby a ktery je pouze doprovodnym
faktorem, v mozku postiZzenych jsou pritomny oba. Pozdni forma po 65. roce miiZe byt
také geneticky podminéna, ale castéji propukd bez znamé rodinné incidence.
V souvislosti se spoustécimi faktory Alzheimerovy choroby se spekuluje o virech,

prionech, toxinech, Spatné vyzive, stresu a kovech. [1, 41/

Zpocatku se nemoc projevuje zapomnétlivosti, zmatenosti, poruchou
kratkodobé paméti a poruchou ¢asové i prostorové orientace. Nemocny nevi, ktery je
den, kde je a z toho prameni vykyvy nalad a pocit tzkosti. Demenci, provazejici

Alzheimerovu chorobu lze zaradit do ti stupni [41]:

. Mirna demence se projevuje hlavné poruchou kratkodobé paméti, pacient si
uvédomuje ubytek paméti, ktery je zaroven jiz méritelny. Mlze mit problémy
s orientaci v mistech, kam nechodil prili§ casto, nedokaze dobfe vyhodnotit
nékteré slozitéjsi logické ukoly.

. Stredni demence se projevuje vyraznym zhorSenim pameéti ve vSech sférach,

Casta je dezorientace v prostoru i case.
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. Tézkad demence se vyznacuje velmi Spatnym stavem kratkodobé paméti.
Postizeny ¢lovék nerozezna, zda je noc, ¢i den, netrefi na WC, neni schopen si
zapamatovat, kde ma lizko a nepoznava osoby ze svého nejbliz§itho okoli,

rodinu, ani své pecovatele.

Potvrzeni diagnozy lze provést histopatologicky. Demence se rozviji na zakladé
ubytku mozkové tkané. Pro postizenou tkan je charakteristicky vysoky vyskyt
neurofibrilarnich klubek a neuritickych plaki tvorenych jadrem z B-amyloidovych
vlaken. Ty se vyskytuji i ve zdravém starnoucim mozku, ale jejich mnozstvi je vyrazné
nizsi. U Alzheimerovy demence jsou postiZeny prevazné mechanismy vedouci k tvorbé
ACH, ¢imz jsou z funkce vyrazeny hipokampus a dalsi c¢asti spankového laloku, které

jsou podstatné pro ulozeni pamétové stopy. [1]

Lécba je symptomatick, cilem je zvysit mnozstvi acetylcholinu v nervovych
zakoncenich, 1écebné postupy viz kap. 2.11.2. Prognéza onemocnéni se pohybuje mezi

sedmi az deseti lety zivota od vypuknuti nemoci.

2.11.2.2 Demence s Lewyho télisky

Demence s Lewyho télisky (DLB) se fadi mezi neurodegenerativni onemocnéni
na pomezi Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby, nékteti odbornici dokonce zastavaji
nazor, ze se nejedna o samostatné onemocnéni, ptricemz DLB je pouze demenci
u Parkinsonovy choroby. Spojuje ptiznaky obou poruch, ale zaroven ma i sva specifika,
predevsim zrakové halucinace lidskych postav a zvifat, nemoc ma kolisavy prtbéh.
Incidence DLB je dosti vysoka, dosahuje 10 - 20 % vSech demenci. Také jejich ¢etnost
stoupa s vekem. [33, 42, 43]

.

Pri¢ina onemocnéni je nejasna, nicméné v disledku choroby dochazi k tvorbé
vadného proteinu a-synukleinu, ktery vytvari Lewyho téliska uvniti nervovych bunék a
indukuje jejich apoptézu. DLB je velmi ¢asto spojena i s alzheimerovskymi zménami,

tautopatii. Vyrazné narusena je tvorba acetylcholinu v nervovych zakoncenich. [41, 43/

Diagnostika onemocnéni je velmi slozita, dari se zatim jen asi ve 4 % piipadd,
ostatni jsou zaménovany za demenci u Parkinsonovy nemoci. Hranice pro odliSeni

jednotlivych nemoci je neostra.
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Vyélenény byly étyti typické klinické symptomy: kolisavy priibéh kognitivnich poruch,

vizualni halucinace, motorické priznaky parkinsonismu a progredujici demence.

Pro presné stanoveni diagnézy byla vypracovana kritéria McKeitha a jeho

spolupracovnikii z university v Newcastlu. /33, 42, 43]

DLB je nemoci vyssiho véku, obvykle propuka mezi 75 - 80 roky zivota. K 1é¢bé
jsou uzivany hlavné inhibitory cholinesteras, avSak postup musi byt obezretny, jelikoz

lééba demence miize zhorsit priznaky pakrinsonismu. /43/

2.11.3 Myasthenia gravis

Myasthenia gravis (MG) je typickym autoimunitnim onemocnénim, které
postihuje nervosvalovy pienos, v disledku ¢ehoz kolisa vykonnost svalstva a po fyzické
zatézi se projevi abnormalni inavou. Prevalence onemocnéni je 80 - 190 ptipadd na
milion obyvatel, pficemz charakteristickymi skupinami pacient jsou zeny mezi 20. az

30. rokem zivota a muzi v obdobi 60. az 70. let. [44, 45]
MG lze, dle pritomnosti autoprotilatek rozdélit do ¢tyt variant [45]:
. Séropositivni MG s autoprotilatkami proti nikotinovym ACH receptorim

. Séropositivni MG s autoprotilatkami proti ACH receptorim asociovana

s nadorovym onemocnénim thymu a s autoprotilatkami proti titinu.

. Séronegativni MG s autoprotilatkami proti svalové specifické tyrosin kinase
(MuSK)
. MG bez autoprotilatek proti ACH receptortim a proti MuSK

Pricina a mechanismus vzniku autoimunitni reakce pti MG neni znama,
v pripadé séropositivnich typit MG hraje vyznamnou tulohu thymus, ktery za
norméalnich okolnosti eliminuje potencialné autoreaktivni klony T buné€k. MG je
polygenni onemocnéni, které je asociovano s HLA Ag, pricemz je zfejmé vyrazné

ovlivnéno vnéjsimi vlivy. [44, 45, 46]
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V diagnostice onemocnéni je dilezité neurologické a myologické vySetteni,
EMG, vySetreni protilatek proti ACHR, MuSK a titinu a také CT, nebo MR vySetieni
hrudniku. [46]

MG se vétSinou manifestuje plizivym nastupem, pricemz intenzita priznaki
kolisa. Postupné byva postizena funkcénost vétSiny svali, kterd muZe vyvrcholit
myasthenickou krizi, pti které mtze dojit k zastavé dechu. Pokud je vSak MG vcas
diagnostikovana a spravné lécena, je mortalita v disledku tohoto onemocnéni velmi

nizka. [45, 46] Prvnimi postizenymi svaly zpravidla byvaji:

. Okohybné svaly, kde je vyssi frekvence nervovych spojeni a zaroven nizsi
denzita ACH receptort, proto se zde projevuje MG nejdrive v pripadé témér
60 % postizenych. SniZena je frekvence mrkani a pacient mé velké potize se

zavienim vicek.

. Porucha artikulace, slabost mékkého patra a jazyka se projevuje asi u 15 - 20 %
postiZzenych.

. Slabost mimického svalstva u 5 - 10 % pacienti.

. Postizeni koncetinového svalstva u 5 - 10 % pacienta.

. Slabost nékteré izolované skupiny svalii u 10 % postizenych.

Terapie MG se provadi pomoci imunosupresiv, thymektomie, kratkodobé
intervence v podobé plazmaferézy a také pomoci inhibice cholinesteras. Inhibitory
cholinesteras (CHEI) brzdi enzymatickou hydrolysu ACH na nervosvalové ploténce, kde
zvys$uji jeho mnozstvi a tim prohlubuji jeho efekt. Tato 1écba je prospésna v pripadé
valné vétsiny pacientti s MG, neni vhodné pouze pro vétSinu ptipadi séronegativni MG
s autoprotilatkami proti MuSK, ktefi reaguji na 1écbu jen omezené anebo viibec. CHEI
ovliviiuji onemocnéni jen symptomaticky, avsak nemaji zadny vliv na imunopatogenezi
onemocnéni. Je vhodné je kombinovat s imunosupresivy. Nejcast€ji predepisovanym
lékem MG na bazi CHEI je MESTINON, ktery ma prolongovany acinek a je pacienty
dobfe snasen. Dal$imi variantami jsou SYNTOSTIGMIN, MYTELASE a UBRETID.

[45, 47]
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2.11.4 Glaukom

Glaukom, nazyvany téz lidové jako zeleny zakal je onemocnéni, které vede
k vyraznému poskozeni zraku. Dochazi k vyznamnému poskozeni terce zrakového
nervu, jakoz i gangliovych bunék v sitnici, coZ ma za nasledek zmenseni zorného pole a
v pokrocilych stadiich ochofeni idplnou ztratu zraku. Incidence tohoto onemocnéni

stoupa s vekem. [48, 49]

Pokud neni znama pricina vzniku glaukomu, hovorime o ném jako o primarnim
glaukomu, pokud je spojen s jinym onemocnénim, jde o sekundéarni glaukom (pri¢inou
miize byt diabetes mellitus, jind oc¢ni vada, nebo poranéni). Pokud jsou dale pfi
gonoskopickém vySetfeni thlu viditelné vSechny jeho struktury, jedna se o glaukom
s otevienym thlem, pokud je viditelna jen ¢ast, hovoii se o glaukomu s uzkym, nebo

uzavirenym thlem. [49]

Diagnostika je provadéna hlavné mérenim nitrooéniho tlaku, perimetrickym

meérenim a vySetienim oc¢niho pozadi. /48, 50]

Priznaky onemocnéni v pocatecni fazi jsou nulové a nebo jen nepatrné a proto
je bézné, Ze se pacient dostavi k 1ékari az v momenté, kdy je zrakovy nerv ireversibilné
poskozeny. K castym subjektivnim priznak@im patii zvySend tnava oci, pocit tlaku
v odich a bolestivost oéi na dotek. Rizikovymi faktory pak jsou vysoky nitrooéni tlak,

kardiovaskularni onemocnéni, migréna, hypotenze, nebo kratkozrakost. [48, 49, 50]

Pristupy k 1é¢bé glaukomu lze rozdé€lit do tii kategorii:

. Medikamentosni
. Laserové
. Chirurgické

Medikamentosni pristup k 1é¢bé glaukomu byl v minulosti jedinou moznosti
1é¢by, pricemz Slo o snahu snizit nitrooé¢ni tlak, o kterém se dfive soudilo, Ze je hlavni
pri¢inou vzniku choroby. Dnes je vSak zfejmé, ze glaukom je multifaktorialni
onemocneéni, pii kterém je rizikovym faktorem vysoky nitroocni tlak, ktery brani
pritoku krve tercem zrakového nervu. K 1é¢bé jsou proto vhodné pripravky, které

sniZuji nitrooc¢ni tlak a zlepsuji pritok krve zrakovym nervem. Diive se k 1écbé uzivaly
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iinhibitory cholinesterasy, které positivnim zplisobem ovliviiovaly odtok nitroo¢ni
tekutiny a tim snizovaly nitroocni tlak. Dnes jsou vsak jiz Gspésné nahrazeny léky na
béazi prostaglandini, lokalnich inhibitorti karboanhydrasy, blokatort kalciovych kanala

¢i inhibitorti endothelinu 1. Stéle castéji jsou vSak uzivany laserové, nebo chirurgické

metody. [42, 48, 51]
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Acetylcholinesterasa (ACHE)
+ Sigma — Aldrich Praha, CR; typ VI-S: z tthoie elektrického
* rozpuSténim ve vodé byly pripraveny zasobni roztoky ACHE o aktivité mezi

6 - 25 U/ml, které byly uchovavany v mrazicim boxu pfi teploté -6°C

Butyrylcholinesterasa (BCHE)
+ Sigma — Aldrich Praha, CR; z konské krevni plazmy

* rozpusténim ve vodé€ byly pripraveny zasobni roztoky BCHE o aktivité mezi

6 - 25U/ml, které byly uchovavany v mrazicim boxu pfi teploté -6°C

Fosfatovy pufr
* slozeni:
«  Na2HPO4.12H20 (Lach-Ner Neratovice, CR)
«  KH2PO4 (Lach-Ner Neratovice, CR)
* pufr je pripraven v deionizované vodé, pH je upraveno na hodnotu 8,0
* uchovavan v lednici

* roztok se pouziva jako pufr pii stanovovani aktivity enzymovych preparati a

hodnoty IC;, testovanych inhibitori

2,2’ -dinitro- 5,5" -dithiobenzoova kyselina (DTNB)
+  Sigma-Aldrich Praha, CR
* koncentrace 5.10*M

* jedna se o thiol-selektivni reagencii pro Ellmanovu reakci, ktera tvori s volnymi
SH skupinami barevny produkt

* pouzito jednak pro stanoveni enzymové aktivity i pro stanoveni hodnoty IC;,
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Acetylcholin chlorid (ACH)
*  99%, Sigma-Aldrich Praha, CR

*  0,1M roztok uzit pri pH-statové metodeé

Acetylthiocholin jodid (ATCH)
+  Sigma-Aldrich Praha, CR
* 10°M roztok uzit pti Ellmanové metodé pro stanoveni hodnoty IC;,

* 0,1 M roztok uzit pti stanoveni aktivity enzymu

Demineralizovana voda

Dioxan p.a.
« Lach-Ner Neratovice, CR

» rozpoustédlo pro karbamaty

n-oktanol p.a.
+  Sigma-Aldrich Praha, CR

» pro stanoveni rozdélovacich koeficientt

testované inhibitory
* jejich syntéza, ovéfeni struktury a ¢istoty bylo provedeno na Ustavu organické
chemie a technologie, Univerzita Pardubice, CR
+ inhibitory patii do skupiny benzothiazold, pro jednotlivdA méfeni byly dodavané
jako dioxanové roztoky o koncentraci 0,02 M, dale pak byly fredéné

demineralizovanou vodou dle pozadavk méreni
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SR 00 R
F/C[S HN >_O/

NH

A

Obr. 3.1 Skelet studovanych inhibitorii

Nézvy jednotlivych inhibitort:

(S)-1-((R1-ethyl)-1-(6-fluorobenzo[d]thiazol-2-yl)R2karbamoyl)-2-
methylpropylkarbamat

Tab.3.2 Prehled studovanych inhibitoril

oznaceni R1/ R2 Mr
1 L-Leu / Me 367,43
2 L-Leu / Et 381,46
3 L-Leu / Pro 395,49
4 Leu / i-Pro 395,49
5 Leu / Bu 409,52
6 Leu / i-Bu 409,52
7 L-Phe / Me 401,45
8 L-Phe / Et 415,48
9 L-Phe / Pro 429,5
10 L-Phe / i-Pro 429,5
11 L-Phe / Butyl 443,53
12 L-Phe / i-Butyl 443,53

3.2 Analytické metody pouzité pri stanoveni aktivity

studovanych enzymu a pfi jejich inhibici

Stanoveni aktivity enzym mize byt provedeno hned nékolika moznymi
zpusoby. S tspéchem lze vyuzit metod elektrochemickych, polarografickych, titrac¢nich,
kolorimetrickych, spektrofotometrickych, metod vyuzivajicich zménu pH s vyuzitim
indikatoru, flourimetrickych, radiometrickych a enzymovych. [52]
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3.2.1 Ellmanova metoda

Jedn4 se o kolorimetrickou metodu, pfi¢emz princip této metody je zaloZen na
hydrolyse thiocholinu (acetylthiocholinu pro ACHE, butyrylthiocholinu pro BCHE). Po
enzymové hydrolyse je uvolnéna prislusné kyselina a thiocholin. Thiocholin obsahujici
ve své molekule skupinu SH je detekovan pomoci 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové
kyseliny (DTNB) tim, Ze po reakci s thiocholinem dochazi k uvolnéni 5-merkapto-2-
nitrobenzoového aniontu (TNB’) (obr. 3.3 a 3.4). Tento anion je pak detekovan

spektrofotometricky pti vinové délce 412 nm. [52, 53, 54]

I
?':'3 [|3 ACHE C'+"3 ) . .
HSC—lel—(:Hz—CHz—S—C—CH3 + HO0 —— HSC—P}J—CHz—CHz—S + CHiCO00 + 2H
CHs CHj
acetylthiocholin jodid thiochalin jodid kyselina octova

Obr. 3.3 Stépeni acetylcholinu na kyselinu octovou a thiocholin

|
ClHS ol 55 e
Hg—wlcm—ﬂHf—g +
R e
CHs 04N NG

COOH COOH
DTNB
+
HoC —N™CH, —CH—8—5. S
CH, +
.__Ff’-
0, NO 5
COOH COOH

S-thio-2-nitrabenzo 4t
(@12 nm)
Obr. 3.4 Stépeni DTNB a vznik chromoforu
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Koncentrace TNB poté odpovida aktivité enzymu a da se vypocitat pomoci

Lambert-Beerova zakona

A=e.d [TNB] a5

* A-absorbance
* & - molarni absorpéni koeficient

* d - opticka draha monochromatického zareni

Z provedeného experimentu lze, pfi znalosti hodnoty molarniho absorpcéniho
koeficientu € (412 nm) = 14150 l.mol™.cm™, na zakladé zavislosti absorbance A (412 nm)

na ¢asu t vypocitat hodnotu koncentrace [TCH] v zavislosti na ¢asu t [25].

3.2.1.1 Pristroje

» spektrofotometr s diodovym polem Hewlett-Packard 8453, USA

3.2.1.2 Stanoveni specifické aktivity enzymového preparatu

Pro ACHE i BCHE byly uzity stejné podminky stanoveni. Byla pripravena
reakéni smés vobjemu 2 ml, kterd byla radné promisena a poté predlozena
k spektrofotometrickému stanoveni. Mérena byla zavislost A (412 nm) proti t (v 55
intervalech, cca 70 s). Tato zmeérena zavislost poslouzila k vypoc¢tu aktualni aktivity

daného enzymu dle rovnice 3.5.

%
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* vy - koeficient parametrické rovnice dané zavislosti vypocitany pro x=60 (plyne
z definice 1U)
* 17,67 - konstanta, kterd zahrnuje celkovy objem vzorku, objem enzymu a

molarni absorpéni koeficient € (412 nm) = 14150 l.mol**cm™

3.2.1.3 Pracovni postup

Smichanim 0,8 ml fosfatového pufru o pH 8, 0,8 ml DTNB (5*10*M), 0,392 ml
deionizované vody a 0,008 ml ATCH (0,1M) byl pripraven blank, poté byly pfipraveny
roztoky pro stanoveni aktivity ACHE, pripadné BCHE a to smichanim 0,8 ml
fosfatového pufru o pH 8, 0,8 ml DTNB (5*10“M), 0,384 ml deionizované vody a
0,008 ml ATCH (0,1M), reakce byla odstartovana ptidavkem 0,008 ml ACHE (BCHE).
Spektrofotometricky byla zméiena zavislost absorbance A (412nm) na case t v ¢asovém
rozmezi 70 s. Aktivita enzymu byla ovérena Sesti na sobé nezavislymi reakcemi, z nichz

byla vypocitina primérna hodnota aktivity enzymu.

3.2.2 Stanoveni ICs

* Byla pouzita modifikace Ellmanovy metody.

3.2.2.1 Pristroje

* spektrofotometr s diodovym polem Hewlett-Packard 8453, USA

3.2.2.2 Pracovni postup

Nejprve bylo nutné pripravit a zmérit blank a to napipetovanim 0,8 ml

fosfatového pufru o pH 8, 0,4 ml DTNB (5%10“M) a 0,72 ml deionizované vody.

Poté byla mérena neinhibovana reakce a to vzdy v tripletu. Do mérné kyvety
bylo napipetovano 0,8 ml fosfatového pufru o pH 8, 0,4 ml DTNB (5*10*M), 0,08 ml
ATCH (1*10°M), mnozstvi enzymového preparatu dle aktualni aktivity tak, aby jeho
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aktivita v reakéni smési byla presné 0,14 U/ml a poté byla pfidana deionizovani voda

do celkového objemu 2 ml.

V dal§im kroku byly zméfeny inhibované reakce pro rizné koncentrace
inhibitoru ve vzorku, které byly meéreny vidy v dubletu. Do mérné kyvety bylo
napipetovano 0,8 ml fosfatového pufru o pH 8, 0,4 ml DTNB (5*10*M), 0,08 ml ATCH
(1*10M), mnozstvi enzymového preparatu dle aktualni aktivity tak, aby jeho aktivita
v reakéni smési byla pfesné 0,14 U/ml, ¢tyri rizné volené objemy inhibitoru (v ramcové
koncentraci ve smési 2*10°-6*10°M) a poté byla priddna deionizovanid voda do
celkového objemu 2 ml. Poté byla mérena zavislost absorbance A (412nm) na case t
v ¢asovém rozmezi 120 s. Ze zmény absorbance v ¢ase poté byla vypoctena reakéni
rychlost (v=AA/At) a byl sestrojen graf zavislosti v,/vi na c (1), ktery poskytnul rovnici
parametrické primky, ze které byla dale vypoctena hodnota x, pro y = 2 (dle definice
ICs: IC,, je takova koncentrace inhibitoru, ktera snizi reakéni rychlost inhibované

reakce oproti rychlosti reakce neinhibované na polovinu).

3.2.3 pH-statova metoda

Tato metoda vyuziva neutralizac¢ni déj pii hydrolyse ACH na kyselinu octovou,
ktera je titrovana roztokem silné zasady (v nasem pripadé KOH). Sklenéna-
argentochloridova elektroda slouzila ke kontinualnimu méfeni pH roztoku, pricemz,
diky jejimu propojeni s automatickou byretou, bylo mozné presné merit objem
pridaného roztoku KOH, ktery lze prepocitat na zavislost koncentrace kyseliny octové

v Case. [55]

3.2.3.1 Pristroje

+ automaticky titrator 799 GPT Metrohm, Svycarsko
» reakce probihala ve dvouplastové nadobce o objemu 50ml

* reakéni smés byla michéna elektromagnetickym michadlem
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3.2.3.2 Pracovni postup

Do reakéni nadobky bylo napipetovano 5,5 ml 0,5 M KCI, 1 ml 0,1 M ACH a
takovy objem H20, aby celkovy objem reakéni smési po pridani vSech zbyvajicich
komponent byl 25 ml. U inhibovanych reakci obsahoval analyt jesté vhodné mnozstvi
inhibitoru o koncentraci 10® M. Po vytemperovani na 25°C byla provedena pretitrace
roztokem KOH (0,1 M) pro nastaveni pH analyzovaného roztoku na hodnotu 8.
V nulovém case byl pridany takovy objem enzymu, aby jeho aktivita v reakéni smési
o celkovém objemu 25 ml byla 0,14 U. Poté byla zahajena titrace vznikajici kyseliny
octové pomoci 0,1 M KOH. Byla ziskana zavislost objemu KOH na case. Tato zavislost

byla nasledné prepoditana na zavislost koncentrace kyseliny octové v ¢ase.

3.2.4 Stanoveni rozdélovacich koeficientli studovanych
inhibitord v soustavé n-oktanol : voda

3.2.4.1 Pristroje

» spektrofotometr s diodovym polem Hewlett-Packard 8453, USA
» trepacka

* centrifuga

3.2.4.2 Pracovni postup

Ke 2 ml n-oktanolu bylo ptidéno 15 pl oktanolového roztoku daného inhibitoru
o koncentraci 1*10® M, smés byla intenzivné protrepavana 15 min. Do kyvety bylo
odpipetovano 1,5ml této smési a byla zméfena jeji absorbance pfi vlnové délce
absorpéniho maxima pro dany inhibitor. Tak byla ziskdna hodnota absorbance, ktera

odpovida 100 % daného inhibitoru v n-oktanolu.
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Ke smési n-oktanolu a destilované vody (pomér 1:1, celkovy objem 4 ml) bylo
pridéno 15 pl oktanolového roztoku daného inhibitoru o koncentraci 1*10™ M, smés
byla intenzivné protfepavana 15 min. a poté centrifugovana pii 3000 ot./min. po dobu
10 min. Do kyvety bylo odpipetovano 1,5 ml oktanolové vrstvy a byla zméfena
absorbance pfi vinové délce absorpéniho maxima pro dany inhibitor. Srovnavacim
prostfedim byl vidy n-oktanol. Takto byl urcen procentualni obsah inhibitoru
v oktanolové vrstvé (%), a dopoctem do 100 % byl uréen obsah inhibitoru ve vodné
vrstvé 100-(%),. Nasledné byly vypocteny rozdé€lovaci koeficienty jednotlivych

inhibitort v soustavé n-oktanol : voda podle vztahu 3.6

(), _c
100 (%), ¢

okt

(3.7)

voda

kde cox @ Cyoda jsOu molarni koncentrace daného inhibitoru v n-oktanolu a ve vodé.
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4 Vysledky

Cilem prace bylo objasnéni mechanismu a popis kinetického modelu
inhibovanych hydrolys ATCH a ACH jako substratii, katalysovanych enzymy ACHE a
BCHE. Jednotlivé varianty reakci enzym - substrat tedy tvorily kombinace:

. ACH + ACHE
. ACH + BCHE
. ATCH + ACHE
. ATCH + BCHE

4.1 Stanoveni aktualni katalytické aktivity enzymovych
preparatu Ellmanovou metodou

Vidy, tésté pred vlastnim zah4jenim experimentu, bylo nutné stanovit hodnotu
aktualni katalytické aktivity ACHE, pripadné BCHE. Stanoveni byla provedena
Ellmanovou metodou Sesti nezavislymi mérenimi, z nichz byla, po vylouceni

pripadnych odlehlych bodi vypocitana primeérna hodnota.

Aktivita enzymu

f(x) = 0,006x + 0,004
R?=1,000

0 I I I I I I I \
0 10 20 30 40 50 60 70 80

t(s)

Obr. 4.1 Graf stanoveni enzymatické aktivity
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4.2 Kinetika neinhibovanych reakci

Pro ovéreni kinetického modelu Michaelise a Menteové v modifikaci Briggse a
Haldane byly zméfeny zavislosti koncentrace produktu hydrolysy [HA] na ¢ase t. Pro
substrat ATCH byly tyto zavislosti méfeny Ellmanovou metodou, pro substrat ACH byly
méreny pH-statovou metodou, méfeni byla provedena pro oba enzymové preparaty.

Jednotlivé krivky jsou znazornény na obrazcich 4.2, 4.3, 4.4 a 4.5.

S5-» P +HA

0.004 : : : : : : : : :
0.0035 - A,__\f__\/--\’-"-""“"\/"\“/"\scG\"’mm\"’\"’\"’\"’\-"

oon3 b o0t
0.0025 | ¢

ooz f
0.0015 | s

0001 +

n.00os

o 500 1000 1500 2000 2600 3000 3500 4000 4500 A000
time
@ [HA]t
Obr. 4.2 Zavislost [HA] na case t, pro kombinaci ACH - ACHE. Méieno pH-stat

metodou (pokus P150611a). V grafu je zndzornéna experimentalni zavislost [HA]Jt a
teoreticka (modelova) zavislost [HAJt*, ktera se vyjznamné nelisi.

52



S5-=F +HA

0.004 . . . . . . .
0.0035 -
0oos et
00025 +
0002 -
00015 -
0001

0.0005 | +

D 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
tirme
e [HAR
Obr. 4.3 Zavislost [HA] na ¢ase t, pro kombinaci ACH - BCHE. Méieno pH-stat

metodou (pokus P130411a). V grafu je znazornéna experimentalni zavislost [HAJt a
teoreticka (modelova) zavislost [HAJt*, ktera se vijznamné nelisi.

4e-005 T T T T T

356005 | . @

Je-005 |

2.5e-005 |

2e-005 |

1.5e005 ¢

1e-005 &

Ge-006 |

i 20 40 B0 80 100 120
time
@ [PIt
Obr. 4.4 Zavislost [HA] na case t, pro kombinaci ATCH - ACHE. Méreno

Ellmanovou metodou (pokus e300511b). V grafu je zndzornéna experimentalni
zavislost [HA]Jt a teoreticka (modelova) zavislost [HA]Jt*, ktera se vjznamneé nelisi.
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350005 | AP
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Obr. 4.5 Zavislost [HA] na case t, pro kombinaci ATCH - BCHE. Méieno

Ellmanovou metodou (pokus e130511b). V grafu je znazornéna experimentdlni
zavislost [HA]Jt a teoreticka (modelova) zavislost [HA]Jt*, ktera se vijznamné nelisi.

Metodou GEPASI byly vypoéitiny hodnoty konstant rovnice Michaelise a
Menteové Ky a Vy, dale pak pocateéni koncentrace substratu (v prvnim radku
optimalni vypocitana, ve druhém experimentalni) [S],, smérodatna odchylka s.o.,
rychlostni konstanty enzymové reakce k; a optimalni odhad pocateéni molarity enzymu
pro dany experiment [E],. Hodnoty Ku a Vu vposlednich dvou sloupcich byly
vypocitany dle rovnic 2.2b z hodnot k; a [E],. VSechna data jsou oznacena dle data
méreni. Takto bylo postupovano v pripadé kazdé varianty enzym - substrat a ziskané

vysledky jsou uvedeny v tabulkach Tab 4.6, 4.7, 4.8 a 4.9.
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Tab. 4.6 Neinhibovand hydrolysa ACH pomoci ACHE, pH-stat metoda. Popis viz
predchozi text.

PHS model Michaelis-mentenové
ACH-ACHE |Gepasi (model: MM.gps) Gepasi (model: MM1.gps)
bokus K00 VA0 [S]M0° gox08 KA10* K, k, [E]107 [S]10° g5 [K,10° V *10°
M M/s M M 1/(M*s)] [1/s 1/s M M M M M/s
250511a 22510 1,8550 4,0000 0,9085] 1,4880 11,6000 21,9000 0,8468 4,0000 0,931 2,2513 1,854
4,3470 2,4040 4,4140 0,5225] 11,1330 22,2500 27,0200 0,8808 4,4140 0,53500 4,3486 2,4042
P270511a 22470 1,9850 4,0000 1,7270 1,5440 11,0000 22,8000 0,8704 4,0000 1,7700} 2,2474 1,9844
5,3500 2,8660 4,5020 1,3320f 11,0340 24,3500 31,4600 0,9109 4,5020 1,36600 5,3975 2,8657
P300511a 23020 1,9560 4,0000 1,0120f 1,4360 11,2800 23,0700 0,8478 4,0000 1,0310] 2,3921 1,9559
2,4630 1,9780 4,0120 1,0180f  1,4270 11,5900 23,5700 0,8305 4,0120 1,0390f 2,4639 1,9787
P310511a 2,0350 11,7260 4,0000 1,1200f 11,3360 4,6260 22,5600 0,7653 4,0000 1,1420] 2,0349 1,726
27340 _1,0260 4.1420 0,051 12570 11,4000 22,8700 0,8421 41430 0,022 27335 1029
Po10611a 27410 1,9580 4,0000 1,1610f 1,3040 12,4000 23,3300 0,8391 4,0000 1,1840] 2,7400 1,957
32,8370 2,2600 4,1560 0,9711] 1,0830 15,0600 26,5200 0,8562 4,1560 0,990% 3,8303 2,270
P150611a 2,6080 2,0940 4,0000 1,0790] 1,4000 12,3000 24,2100 0,8651 4,0000 1,1000] 2,6079 2,0944}
2,4920 2,0560 35,9820 1,0820] 11,3810 10,4860 24,0400 0,8243 13,9820 1,1030] 2,4928 2,0558
P200611a 2,6490 2,0300 4,0000 1,3270] 1,3610 12,2600 23,8100 0,8528 4,0000 1,3530] 2,6503 2,0305
3,0000 24130 4,1680 1,0310f 11,2280 19,8400 28,1600 0,8568 4,1680 1,05100 3,088 2,4127
Pogo112a | 17,8700 10,9400 4,0000 11,1476}  0,8319 56,0500 91,9900 1,1850 4,0000 11,3640017,7954 10,9008
10,2000 21120 35320 11542] 24840 10740 233600 0,9040 35320 17700 10109 21117
P100112a 5,2470 2,6750 4,0000 2,8450] 0,9553 19,8200 30,3400 0,8822 4,0000 2,9006§ 5,2507 2,676
P110112a | 13,7000 5,6330 4,0000 2,0277] 0,6849 37,2000 56,7600 0,9937 4,0000 2,067 13,7188 5,040%

X - nezapocitano do priméru
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Tab. 4.7 Neinhibovana hydrolysa ACH pomoci BCHE, pH-stat metoda. Popis viz
predchozi text.

PHS model Michaelis-mentenové
ACH-BCHE Gepasi (model: MM.gps) Gepasi (model: MM1.gps)
K100 VA0 [S]H10° g0 o0

[E]107 [S],10° 05107 [K,10° V *10°

1104112 J11,9600 8,6660 4,0000 0,9739 45,4700 70,9700 1,2210 4,0000
3,2170 3,7590 3,7220 02711 11,6730 18,1800 35,6800 1,0540 53,7220 0,278 3,2194 3,7607
P130411a | 3,3374 3,6420 4,0000 1,951 1,5820 19,2600 34,1200 1,0670 4,0000 1,99900 3,3742 3,6406

2,1830 2,950 3,8760 0,551 1,8410 14,5800 25,6100 1,1600 3,8760 0,5652' 2,1831 2,0038
P270411a | 1,3980 1,7860 4,0000 1,5740f 1,5900 6,6200 20,7700 0,8597 4,0000 1,61300 1,7226 1,785
1,0750 1,6710 3,8730 1,40600 2,3020 4,8530 19,0000 0,8398 3,8730 1,44100 1,0753 1,6712
P110511a | 4,0180 3,6160 4,0000 2,721 1,3954 21,4500 34,5600 1,0460 4,0000 2,78801 4,0139 3,6150
1,370 2,6080 3,7700 0,882  1,0670 13,1700 24,0300 1,0460 3,7700 0,004 1,0370 2,607
P120511a 8,1450 6,0680 4,0000 3,24501 11,1400 36,6500 56,0800 1,1880 4,0000 3,3250f 8,1342 6,6623
3,1000 3,8200 13,7880 1,36500  1,7160 18,0300 35,9600 1,0620 3,7880 1,30004 3,1987 3,8190
P130511a 7,5190 5,7860 4,0000 2,3410f  1,1170 33,8100 50,3600 1,1510 4,0000 2,3990} 7,5354 5,796.
3,2700 3,5650 3,7870 0,230  1,6160 18,4100 34,4300 1,0350 3,7870 0,24500 3,2698 3,563
P180511a | 9,2050 7,5680 4,0000 4,31400 1,1170 40,2200 62,4300 1,2110 4,0000 4,4210f 9,1808 7,5601

2,6030 3,5800 3,7340 0,297  1,8760 15,1600 33,6700 1,0630 0,3734 0,3043 2,6029 3,579
P120112a | 9,4220 5,6450 4,0000 3,6355 0,9119 32,6100 52,9000 1,0630 4,0000 3,70608 9,3771 5,623
27940 27110 3,7120 1,3700 12,7100 30,2200 0,8071 3.7120 0,7901} 2 2,711

4,7014 4,2554 3,8914 1,81601 1,5243 22,0052 38,9119 1,0608 3,6813 1,8594f 4,7202 4,253
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Tab 4.8 Neinhibovand hydrolysa ATCH pomoci ACHE, Ellmanova metoda. Popis viz
predchozi text.

FIM model Michaelis-mentenové
ATCH-ACHE JGepasi (model: MM.gps) (G epasi (model: MM1.2ps)
pokus Igw"105 Vm*106 [S]O*105 5.0.5107 1*10‘5 k_1 [E]O*107 [S]O*105 5.0.5107 *10° Vm*106
M M/s M M 1/(M*s)] [1/s S M M M M/s
£250511a 3,346 3,590 3,821 1,69 1,927 3,1000 56 0,0500 4,070 1,83 3,2174 3,636
2686 3,242 4,000 1,90 2155 25311 4,20 0,6750 4,000 2,05 2,3490 2,823
£250511b 4,638 4,341 3,715 054 1,002 4,3124 6,79 0,0440 4,12  0560] 51804 4,3702
3,146 3,559 4,000 1,60 1,076 3,0144 5,25 0,6700 4,000 1,76} 3,0510 3,5620)
£300511a 4,495 7,050 3,825 6,20 2,136 4,4120 8,66 0,8300 4,108 0,631 4,311 7,1804
2568 5341 4,000 5208 2,807 3,144 6,23 0,8500 4,000 5,731 2,2401 5,3550)
£300511b 3,340 3,025 3802 0,68 2000 3562 5850 0,800 4,112 0,73 35513 3,9780
2,167 3,234 4,000 2,60 2,500 2,608 4,57 0,7000 4,000 2,82 21020 3,241
£310511a 3,720 3,700 3,911 0,79 2,045 3,800 597 06220 4,56 0,83 3,7164 3,7152
2,200 2,057 4,000 2,30 2,278 2,930 4,41 0,6730 4,000  2,54] 1,0506 2,0652
£310511b 5351 18090 3,803 1,17 2,001 6,012 14,05 1,3000 3,964 1,171 4,1448 19,0450
7,384 2350 4000 305 20630 9147 1857 12750 4,000 311} 6,9550 23,6768
£010611a 5343 1880 3,040 1,16 2880 6,874 14,57 1,3100 3,964  2,70] 4,7587 19,0867
7,371 23,47 4,000 3,05 2726 8,004 10,23 1,2300 4,000 3,12 6,5084 23,6529_
£010611b 5084 2053 3,046 0,04 5014 8,087 2241 1,3300 3,946 0,72 2,7349 29,8053
8108 40,59 4,000 500 3,448 12,354 27,55 1,5000 4,000 551 7,1659 41,3250
p150611a 1,721 1620 3,973 1,84 6,809 3,885 10,90 1,5000 3,973 2,04} 1,411 16,3500
2,000 17,50 4,000 3,12 6,687 2,216 11,74 1,5000 4,000  3,40] 0,6628 17,6100
£150611b 3,337 23,05 3880 1,751 4,873 4,888 1555 1,5000 3,993  1,32] 2,0062 23,3250
11 236 000 1,8 1 1 15,01 1,5000 4,000  1.41] 2.1576 23.8650
primér 4,0826 13,8135 3,9337 2,3065] 3,2653 5,0254 11,4345 1,0483 4,0199 2,1990] 3,4917 13,932
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Tab. 4.9 Neinhibovana hydrolysa ATCH pomoci BCHE, Ellmanova metoda. Popis
viz predchozi text.

LM model Michaelis-mentenoveé

ATCH-BCHE |Gepasi (model: MM.gps) Gepasi (model: MM1.gps)
M0 VM0 [S]0° 50,4107

[E]A07 [S],10° 504407 [K, 10 V4106

okus

£2004112a 54630 1,463 3,825 444 2413 0,003 13,15 1,128 3,825 4,84] 54912 1,4833
3,0610 1,206 4,000 5,55 2,601 0,1000 10,62 1,141 4,000 6,09 3,9836 1,2117

£200411b 3,1140 3,05 3,735 1,39] 2,540 0,1000 10,30 1,244 3,735 1,571 4,0945 1,2813
4,000 4,000
p110511a 0,4790 2,319 3,023 1,960 2,670 15580 17,86 1,336 3,923 2,1 7,2727 2,386
50320 3,545 4,000 4,49 2,542 0,2470 1520 1,221 4,000 5,09 6,0767 1,855
£110511b 3,2440 5,040 3,714 1,15 2,461 0,2449 12,36 0,900 3,714  1,45] 51219 1,112
22560 3,719 4,000 2,33 2,610 0,716 1520 1,234 4,000 2,61] 58805 1,875
£120511a 1,3040 3,380 3,863 0,90 2,331 05194 11,20 1,120 3,803  0,91] 5,0276 1,254
5,1140 1,719 4,000 806 2863 0,150 10,63 1,171 4,000 89 1
£120511b 3,0050 4,742 3,854 1,74 2,429 0,1368 11,26 1,223 3,854 1,85
4,3680 3,679 4,000 2,35 2,510 0,1000 12,63 1,254 4,000 2,56
e130511a 51770 5427 3,098 1,38 2,433 0,0000 1241 1,195 3,008  1,41] 5,1418 1,483
60,8250 2,455 4,000 7,00 2,848 0,296 13,88 1,273 4,000 7,67 4,9191 1,766
£130511b 7,1140 4,006 3,874 2171 2481 0,000 11,00 1,223 3,874 2,30 4,4780 1,346
6,3250 1 4,000 2,38 2421 0 12,80 1,178 4,000 0 63 1,518

rimer 4,6894 3,4497 3,9241 3,1567  2,5495 0,284212,7065 1,1894 3,9241 3,488215,1040 1,518

dchylka 1,4152 1,1235 0,0852 1,8422 0,246 0,2353 1,5918 0,0665 0,0852 2,00651 0,6416 0,250

4.3 Kinetika inhibovanych reakci

Pro vSechny zminované varianty reakci enzym - substrat bylo testovano dvanact
inhibitort, pri¢emZ bylo sledovano kinetické ovlivnéni hydrolysy a také mechanismus
reakce. Rakce byly provedeny obémi zminénymi metodami. Koncentrace inhibitoru
byla volena dle jeho ucinnosti tak, aby byl rozeznatelny inhibi¢ni efekt a zaroven tak,

aby reakce probihala.

Byly vyhodnoceny grafy zavislosti [HA] na t (Obr. 4.10, 4.11, 4.12, 4.13) a bylo
sledovano splnéni rovnice Michaelise a Menteové v modifikaci Briggse a Haldeneho dle
rovnic 2.2b byla ovéfena platnost reakéniho schématu kompetitivni nevratné inhibice

(2.7). Potvrzenim daného mechanismu byla ziskdna hodnota rychlostni konstanty k.
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Obr. 4.10 Zavislost [HA] na ¢ase t pro kombinaci ACH - ACHE, méieno pH-stat
metodou. Pridan inhibitor ¢. 2 (pokus Pog9oii2e). V grafu je znazornéna
experimentalni zavislost [HAJt a teoreticka (modelova) zavislost [HA]Jt*, ktera se
vyznamne nelisi.
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Obr. 4.11 Zavislost [HA] na c¢ase t pro kombinaci ACH - BCHE, méreno pH-stat
metodou. Pridan inhibitor ¢. 4 (pokus Pi18os11e). V grafu je znazornéna
experimentalni zavislost [HAJt a teoreticka (modelova) zavislost [HA]Jt*, ktera se
vyznamneé nelisi.
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Obr. 4.12 Zavislost [HA] na case t pro kombinaci ATCH - ACHE, méieno
Ellmanovou metodou. Pridan inhibitor ¢. 7 (e300511d_1). V grafu je znazornéna
experimentalni zavislost [HAJt a teoreticka (modelova) zavislost [HA]Jt*, ktera se
vyznamneé nelisi.
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Obr. 4.13 Zavislost [HA] na c¢ase t pro kombinaci ATCH - BCHE, mereno
Ellmanovou metodou. Piidan inhibitor ¢. 5 (e290411f_1). V grafu je zndzornéna
experimentalni zavislost [HAJt a teoreticka (modelova) zavislost [HA]Jt*, kterd se
vyznamneé nelisi.
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Metodou GEPASI byla ziskdna nasledujici data. Kazdy inhibitor je oznacen
¢islem, c (I) M vyjadiuje koncentraci pouzitého inhibitoru v kyveté a popsan je datem
méfeni. Vypoctu bylo dosazeno pomoci nelinedrni regrese (viz oznaceni NL) a
v pripadé, Ze inhibice probihala danym mechanismem, byla vypoditina hodnota
rychlostni konstanty k,. [E], vyjadiuje optimalni odhad pocate¢ni molarity enzymu pro
dany experiment a s.o. smérodatnou odchylku. Hodnoty jsou sestaveny v tab. 4.14, 4.15,

4.16 a 4.17.

Tab. 4.14 Inhibovana hydrolysa ACH pomoci ACHE, pH-stat metoda. Popis viz

predchozi text.

model kompetitivni nevratné
inhibice
[E] *10
1,20E-04JP110112¢C
2 2,40E—04E090112d IN L 0,7614 0,8414 1,756
1,60E-04JP000112¢ IN L 0,5373 0,9219 1,254
9 8,00E—05E090112b INL 2,0740  1,1650 4,931
2,40E-04JP090112¢C N L 1,0330 0,8980 1,076
4 8,ooE—05ﬁ200611c N L 0,7759  0,7426 2,586
1,20E-04P200611d INL 1,7380 0,6836 3,220
2,40E—04E100112b N L 0,7493  0,5729 1,168
5' 1,20E-04JP100112¢C N L 1,3360 __0,6829 1,624
G | 2,40E—04ﬁ100112d INL 0,8326 0,5948 1,635
1,20E-04JP100112¢e IN L 1,2060 0,6685 2,106
7 2,40E-04E110112d IN L 17,6700 0,6821 1,031
8,00E-05)P110112¢ IN L 3,5420 1,0660 2,004
q 8,ooE—05E120112b N L 13,7300 0,5148 2,803
3,50E-05JP250511¢ IN L 10,8800 0,8670 2,494
3,50E-05JP270511¢ IN L 27,0000 0,9147 0,808
(1 1,60E-05)P270511b N L N 0,0211 2,528
10} 1,60E-05JP310511b IN L N 0,8203 2,022
3,50E-050P310511c¢C IN L 3,7070 0,7373 2,103
11} 1,60E-05fP300511b IN L N 0,9175 2,456
3,50E-05JP300511c¢ IN L 12,1400 0,6204 2,232
12 1,60E-05E300511d IN L 3,5600 0,8973 1,552
3,50E-050P300511€e N L 12,0200 0,8538 3,215
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Tab. 4.15 Inhibovana hydrolysa ACH pomoci BCHE, pH-stat metoda. Popis viz
predchozi text.

PHS model kom petitivni
ACH-BCHE nevratné inhibice
bokus fgraf K, [E]10" 50.%10°
inhibitor 1) M 1/(M*s) [M M
1] 1,60E-05]P200411d L 5,050 0,8372 0,936
3,20E-05lP200411e NL 3,0080 0,7707 0,6246
2] 1,60E-05]P180511b N L 10,8300 11,0150 1,6054
3,50E-05JP180511¢c N L 5,4470 0,9063 0,5230
34 1,60E-05JP130511c N L 9,39090 0,8714 0,2115
3,50E-05JP130511d N L 6,0820 0,7236 0,2664
4] 1,60E-05JP180511d NL 7,0200 1,0070 0,5673
3,50E-05JP180511e N L 5,5870 0,0303 0,2372
1,60E-05|P290411b NL 2,7690 0,7338 1,4310
5I 3,20E-05P290411c¢c N1 1,8320 0,6145 1,2022
A 3,20E-05}P290411d [|NL 0,7385 1,6318
1,60E-05]P290411e N L, 14,4200 0,09927 0,723Q
71 8,00E-05]P120112b N L 2,6120 0,6211 0,283
1,20E-04]P120112¢c N L 2,0580 0,5498 0,5192
1,60E-05JP110511b N L 8,8970 0,9007 1,137
8I 3,20E-05lP110511¢c N L 6,2000 0,9483 0,8640
9| 1,60E-05JP110511d N L 16,3800 0,8953 0,457
3,20E-05JP110511e IN L 6,0580 0,7461 0,5602
10] 1,60E-05/P120511d [NL 14,1800 0,8731 0,3094
3,50E-05lP130511b N L 4,1200 0,6491 0,1803
11§ 1,60E-05§P120511b N L 11,1700 0,8505 0,5119
3,20E-05)P120511¢ N L 6,;5120 0,8200 0,9057
12§ 8,00E-05)P120112d N L 3,3820 0,6212 0,6203
1,20E-04]P120112¢ N L 1940 0,6351 1,0260
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Tab. 4.16 Inhibovana hydrolysa ATCH pomoci ACHE, Ellmanova metoda. Popis viz
predchozi text.

odel kompetitivni nevratné
nhibice
okus fgraf [E]; 10" go.%107
inhibitor
0,3811

319,1 0,2415 3,2

2 3,00E 05 o1o611f 2 EL 148,5 0,3010 2.8
2,00E-0 010611d 2 L 111,4 0,2629 5,3
A 3,00E-05k010611f 1 EL 781,2  0,6977 1,53
2,00E-0 010611d 1 L 3090,2 0,4830 8,8

4] 3,00E-o05f150611f_ 3 EL 299,4 0,3042 2,
2,00E-05k150611d 3 L 289,2 0,2969 1,6

51 3,00E-05k150611f 1 EL 233,3 0,3754 2,
2,00E-05f150611d 1 L 483,5  0,7410 4,9;

o 3,00E-05k150611f 2 EL 550,2 0,4187 1,8

2,00E-05 150611d 2 L 445,2 0,3664 3,1
A 3,00E-05k300511f 1 EL 595,4 0,1090 1,03
2,00E-0 300511d 1 L 577,6 0,1019 9,4

8 3,00E-05k250511f EL 193,9 1,5300 1,7
2,00E-05f250511d L 182,7 0,6025 5,0
3,00E-05k300511f 3 EL 377,6 0,6198 5,44

9| 2,00E-0¢ ‘300511d 3 L 255,2  0,3879 2.6
10 3,00E-o05k310511f 1 EL 199,3 0,2646 2,0:'
2,00E-05k310511d 1 L 138,2 00,2770 1,7

11} 3,00E-o5f300511f 2 EL 531,4 1,2980 5,8
2,00E-05 300511d 2 L 423,6 0,9907 6,0
12} 3,00E-05 300511f 4 EL 228,8 0,7056 4,9(;'
2,00E-05f300 11d 4 L 138,2  0,2770 1,7
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Tab. 4.17 Inhibovana hydrolysa ATCH pomoci BCHE, Ellmanova metoda. Popis viz
predchozi text.

model kompetitivni nevratné
inhibice

[E] 10

S.0.%10’

inhibitor

495.36

3,00E-0 N L 747,60 1,3500 12,9
5' 2,00E-0 N L 645,30 1,1560 5,8
A 3,00E-0 NL 562,10 1,4160 7,9

2,00E-0 N L 451,70 1,2350 5,3
7 3,00E-0 N L 344,90 1,0640 6,5
2.00E-0 IN L 286,60 1,1500 6.4
q 3,00E-0 N L 356,23 0,8523 2,1
2,00E-0 IN L 311,78 0,9210 3,6
3,00E-0 IN L 444,88 0,8147 4,1
9l 2,00E-0 N L 399,54 0,8741 3,2
10| 3,00E-0 NL 359,77 0,6523 1,5
2,00E-0 N L 311,55 0,8825 2.3
11] 3,00E-0 IN L 435,25 1,3260 5,32'
2,00E-0 N L 412,78 1,1140 2.1

IN L 375,88 11,0140 5,7
N L 354,78 0,9850 2.3

==l

4.3 Index ICs

Index IC;, byl stanoven modifikovanou Ellmanovou metodou. Byla vynesena
graficka zavislost podilu rychlosti neinhibované reakce a inhibované hydrolysy v,/v;
viici koncentraci pridaného inhibitoru (Obr. 4.18 a 4.19). Z parametrické rovnice takové
krivky byla poté vypocitana hodnota indexu (viz tab. 4.20) . Jednotlivé inhibitory jsou

oznaceny Cislem, tabulka 4.20 udava vysledek pro oba enzymové preparaty.
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Obr. 4.19 Graf stanoveni indexu IC,, pro kombinaci ATCH - BCHE pii uZiti
inhibitoru ¢. 2.
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Tab. 4.20 Hodnoty IC,

oznaceni ACHE BCHE
1 4,85.107° | 4,58.107°
2 3,7.10° | 4,49.107°
3 4,13.10°° | 3,77.107°
4 517.107° | 2,89.107°
5 322100 | 2,55.107°
6 3,58.107° | 5,92.107°
7 2,42.10° | 6,72.107°
8 3,21.107° | 3,34.107°
9 4,97.100° | 3,51.107°
10 3,00.107° | 3,53.107°
11 516.107° | 2,81.107°
12 522.10°° | 7,59.107°

4.4 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu pro soustavu
n-oktanol/voda

Rozhrani n-oktanol/voda slouzilo k simulaci hematoencefalické bariéry. Pri
pripadném testovani nového léciva je nutné, aby se jeho molekula rozpoustéla ve

vodném prostfedi a zaroven je dulezité, aby byla schopnd prostoupit

hematoencefalickou bariéru. Se zvysujici se hodnotou koeficientu roste schopnost
molekul inhibitoru prochézet skrz toto lipofilni rozhrani. K vypodéitini hodnot

rozdélovaciho koeficientu bylo uZzito vzorce 3.6. Hodnoty koeficientu Kow udéava tab.

4.21.
Tab. 4.21 Rozdélovact
koeficient
oznaceni Kow

1 421
2 4,26
3 3,69
4 7,26
5 4,56
6 2,43
7 4,86
8 4,77
9 4,61
10 5,48
11 5,8
12 2,91

o
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5 Diskuse

Vsechny uskute¢néné inhibované i neinhibované hydrolysy byly testovany na
platnost rovnice Michaelise a Menteové. V pripadé, kdy byly podminky této rovnice
splnény mohlo byt piikro¢eno k vypoctu jednotlivich Kkinetickych parametri
studovanych hydrolys a za téchto podminek na zdkladé namétenych dat bylo mozné

provést zhodnoceni prace.

Vysledné hodnoty Ellmanovy metody se jen velmi obtizné porovnavaji
svysledky ziskanymi z pH-statu. Pfeménu ACH neni mozné mérit Ellmanovou
metodou, jelikoZ jeho reakce s DTNB neposkytuje barevny produkt. Naopak v pripadé
uziti substratu ATCH nelze za danych podminek mérit pH-statem, jelikoZz jeho
hydrolysa probih4 pouze v tzkém rozmezi pH, které v pripadé Ellmanovy reakce
zajistuje fosfatovy pufr, zatimco pii pH-statové metodé je provadéna titrace silnym
louhem.

Pres rozdilnosti obou metod a rozdilnosti ve schopnostech katalysy obou

enzymi, danych strukturou jejich aktivniho mista bylo mozné sledovat a vyhodnotit

urcité trendy.

5.1 Neinhibované reakce

* Nebyly pozorovany vyznamné rozdily mezi experimentalnimi hodnotami Ky a
Vu a témito parametry vypocitanymi z optimalnich kinetickych konstant, coz
znamena, Ze reakce za danych podminek probihala dle kinetického modelu

Michaelise a Menteové.

» Ze ziskanych vysledkl je patrné, Ze za katalyzy cholinesterasami je hydrolysa
ATCH rychlejsi nez hydrolysa ACH.

*  Pomoci PC programu GEPASI byla vypoéitana hodnota pocatecni koncentrace

enzymu v reakéni smési [E,].
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5.2 Inhibované reakce

e Také vSechny inhibované reakce byly testovany na platnost rovnice Michaelise a
Menteové, pricemZz vSechny provedené reakce splinovaly podminky tohoto

modelu.

* Byl testovan zptisob inhibice jednotlivych inhibitord, pficemz bylo ovéfeno, ze
ve vétsSiné pripadii mechanismus odpovid4 nevratné kompetitivni inhibici, pfi
kterém dochazelo k nevratnému rozpadu komplexu enzym - inhibitor. V pfipadé
uziti Ellmanovy metody byl model kompetitivni nevratné inhibice splnén pro
vSechny inhibované hydrolysy, v ptipadé uziti pH-statu byl model splnény pro
vSechny inhibované hydrolysy, kromé reakei s pritomnosti inhibitort 9, 10 a 11
kombinace ACH - ACHE a také reakce s pritomnosti inhibitoru 6 kombinace
ACH - BCHE.

* Vsechny ktivky zavislosti [HA] na case t jsou nelinearni (NL), konvertuji

k limitni hodnoté, coz odpovida jejich teoretickému pritbéhu.

* O rychlosti inhibice vypovida kvantitativni inhibi¢ni konstanta k,, ktera udava
rychlost, se kterou se vaze dany inhibitor na konkrétni enzym. Inhibitory 1-6
obsahovaly jako R1 substituent L-Leucin (L-Leu), inhibitory 7-12 obsahovaly ve
stejné poloze molekulu L-Phenylalaninu (L-Phe). Obé skupiny téchto inhibitori
obsahovaly dale, jako R2 substituenty, molekuly alkanti. Molekuly inhibitort

byly fazeny dle molekulové hmotnosti.

* Nebyl zjistén zadny vyznamny trend mezi konstantou k, a molekulovou

hmotnosti inhibitoru.

*  Pro pH-statovou metodu byly Gc¢innéjsi inhibitory, které obsahovaly L-Phe jako
R1 substituent a to v pripadé uéinku na oba studované enzymy. Nejvetsi
inhibié¢ni t¢innost mél, v pripad€ uziti obou enzym, inhibitor ¢. 9, ktery mél
nejvyssi hodnotu inhibi¢ni konstanty k.

* Pii pH-statové metodé byly pozorovany vyssi ucinnosti inhibice leucinovych
inhibitort na enzym BCHE, zatimco fenylalaninové lépe inhibovaly enzym
ACHE.

e Pro Ellmanovu metodu byly G¢innéjsi inhibitory, které obsahovaly L-Leu jako

R1 substituent a to v ptipadé uéinku na oba studované enzymy.
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* V ptipadé uziti Ellmanovy metody byly zméteny vyssi hodnoty k; pro enzymovy
preparat BCHE témér vSech mérenych inhibitort. Lepsi inhibiéni Géinky pro

ACHE, nez BCHE dosahovaly pouze inhibitory 7 a 11.

* V ptipadé uziti Ellmanovy metody se sniZujici se koncentraci inhibitoru klesa
i hodnota inhibi¢ni rychlostni konstanty k;, v pripadé metody pH-stat vétSinou

hodnota konstanty k, se snizujici se koncentraci inhibitoru roste.

* Nelze porovnat vysledné hodnoty ziskané pH-statem s vysledky, jichz bylo
dosazeno Ellmanovou metodou. Obé metody se lisi predevsim zplisobem
udrzeni stalého pH v pribéhu reakce, pri Ellmanové metodé je uzito pufru a
v pH-statové metodé dochazi k titraci vznikajici kyseliny silnym louhem.

Inhibi¢ni konstanta k; je v pfipadé Ellmanovy metody cca o dva rady vyssi, nez

v pripadé pH-statové metody.

5.3 Index ICsx

V pripadé uziti inhibitora se substituentem L-Phe v R1 poloze byl pro enzym
ACHE pozorovan trend, kdy s rostouci velikosti alkylového zbytku rostla i velikost IC;,
a tim klesala icinnost inhibice. Aktivni misto ACHE ma mensi rozmeéry, nez je tomu
v pripad€ enzymu BCHE, tudiz by zde mohla byt souvislost s obtiznéjsim pronikanim
vétsich molekul do mensiho aktivniho mista. V pripadé ostatnich inhibici zadny

podobny vyznamny trend pozorovan nebyl.
Dle hodnoty IC;, se jevi byt nejméné cinnym inhibitorem latka ¢. 12 a to
v pripadé Gc¢inku na oba studované enzymy. ACHE byla silné inhibovéana latkami ¢. 7,

8 a 5 v tomto poradi a pro BCHE byly latkami se silnymi inhibi¢nimi vlastnostmi

slouceniny 5, 11 a 4 v tomto poradi.

Vsechny hodnoty indexu IC;, lezely v relativné azkém intervalu v fadech 107,viz

tab. 4.20.
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5.4 Rozdélovaci koeficient Kow

Koeficient Kow slouzil k predstavé o rozpustnosti daného inhibitoru v zavislosti
na polarité rozpoustédla. Cim vyssi hodnota Kow, tim vice se latka rozpousti v lipofilnim

prostiredi a obracené, s klesajici hodnotou Kow roste rozpustnost v iontovych roztocich.

Rozpustnost v iontovém prostfedi je podstatnd z divodu oralniho podavani
pripadného léciva a tim i rozpustnosti v krvi, jakozto transportnim médiu, zatimco
rozpustnost v nepolarnich rozpoustédlech je dilezita z hlediska prostoupeni
hematoencefalickou bariérou a tim padem ucéinnosti v mozkové tkani. Pro pripadné
farmaceutické pouziti v 1é¢bé mozkovych onemocnéni je tedy dilezity amfifilni

charakter molekuly inhibitoru.

VSechny inhibitory mély relativné vysoké hodnoty Kow, z ¢ehoz lze usuzovat, ze
by mohly mit vyssi afinitu k hematoencefalické bariére. Nejvyssi hodnotu Kow meéla

z testovanych latek sloucenina ¢. 4.
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6 Zavér

Pomoci dvou nezavislych metod (Ellmanova metoda, pH-stat) byl ovérovan
kineticky model neinhibovanych a inhibovanych hydrolys, v ptipadé inhibovanych
reakci byl ovéfovan mechanismus inhibice, zda se jedn4 o kompetitivni ireversibilni

inhibici. Testovano bylo dvanact slou¢enin na bazi benzothiazold.

Udinnost inhibitord byla dale posuzovéna také na zdkladé indexu IC, a
testovdna byla i rozpustnost jednotlivych latek, kterd byla popsdna hodnotou

rozdélovaciho koeficientu Kow.

Z vysledku méreni plyne, Ze velmi Géinnymi inhibitory CHE byly latky ¢. 5
(L-Leu/Bu) a 9 (L-Phe/Pro). Tyto latky maji vysoky inhibi¢ni G¢inek pfi nizké
koncentraci a zaroven by mohly snadno prostupovat hematoencefalickou bariérou, coz
naznacuji vysledky Kow a tudiz by bylo vhodné jejich dalsi testovani ohledné 1écby

demenci.
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