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ANOTACE

Cilem teoretické Casti této diplomové prace je vypracovani literarni reSerse na
téma cholinesterazy a jejich inhibitory. V jednotlivych podkapitolach se vénuje
charakteristice jejich struktury, funkce a mechanismu katalytického pusobeni
cholinesteraz a moznostem ovlivnéni jejich aktivity na rdznych urovnich. V posledni
Casti se vénuje jednotlivym analytickym metodam, kterymi lze stanovit aktivitu

a inhibici cholinesteraz, z pohledu historie i sou€asnosti.

Experimentalni ¢ast prace se sklada z nékolika dil€ich podcill. V prvni ¢asti se
vénuje zpracovani odebrané krve a dalSim upravam pfed samotnym stanovenim.
DalSim podcilem je testovani rlznych reakénich podminek za ucelem ziskani
optimalnich podminek pro spektrofotometrické méfeni aktivity cholinesteraz
s vyuzitim dithionikotinové kyseliny (DTNA) jako chromogenniho c¢inidla. Dale se
prace zabyva porovnanim chromogennich Cinidel DTNA a DTNB a vyhodnocenim
vhodnosti jejich pouziti. Soucasti prace je také stanoveni inhibi¢ni uc€innosti
vybranych inhibitor( a jejich porovnani se standardnimi latkami. Poslednim podcilem
experimentalni ¢asti prace je stanoveni rozdélovaciho koeficientu vybranych latek

v systému n-oktanol:voda.

KLICOVA SLOVA

Acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza, inhibitory cholinesteraz, DTNA,

DTNB, Alzheimerova choroba, Myasthenia gravis



ANNOTATION

The aim of the theoretical part of this thesis is to elaborate a literature review on
the subject of cholinesterases and their inhibitors. The individual subchapters deal
with the characteristics of its structure, function, and mechanism of the catalytic
action of cholinesterases and the possibilities of influencing their activity at different
levels. The last part describes individual analytical methods to determine the activity

and inhibition of cholinesterases, in terms of history and the present.

The experimental part of the thesis consists of several sub-aims. The first part
deals with the processing of the collected blood and other adjustments before the
determination. Another objective is testing of different reaction conditions for the
purpose of obtaining optimal conditions for the spectrophotometric measurement of
cholinesterase activity using dithionicotinic acid (DTNA) as a chromogenic agent.
Furthermore, the comparison of DTNA and DTNB chromogenic reagents and their
suitability for use was tested. Also, the inhibitory activity of selected inhibitors was
determined and compared with standard substances. The last part is the
determination of the partition coefficient of selected substances in the n-octanol/water
system.
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UvoD

Cholinesterazy, mezi néz fadime acetylcholinesterazu (AChE)
a butyrylcholinesterazu (BChE), jsou vyznamné Zivo€iSné enzymy ze skupiny
hydrolaz. Acetylcholinesteraza hraje kliCovou ulohu v pfenosu nervového
vzruchu v cholinergnim nervovém systému. Inaktivuje jeho mediator,
acetylcholin (ACh), ktery se uvolfiuje na nervosvalovych zakoncCenich
a nervovych synapsich, Cimz acetylcholinesteraza ukoncCuje nervovy impuls.

Fyziologicka funkce butyrylcholinesterazy prozatim neni zcela objasnéna [1,2].

V poslednich letech jsou cholinesterazy spojované s mnoha fyziologickymi
i patologickymi dé&ji, napf. vyvojem organismu, diferenciaci bunék
v cholinergnich tkanich, obezitou, stresem, demenci, Alzheimerovou chorobou,
Myasthenii gravis a dalSimi. Cholinergni systém se vyznamnym zplUsobem

podili na procesech spojenych s u¢enim a paméti [2,3].

V souCasnosti se klécbé Alzheimerovy nemoci vyuZivaji inhibitory
cholinesteraz, jejichz podani vede k upravé symptomu0 a zlepSeni kognitivnich
funkci, ale progresi onemocnéni nezastavi. Dfive pouzivany takrin pro své
nezadouci ucinky jiz neni doporu€ovanym léCivem. V klinické praxi vyuzivanymi
inhibitory jsou rivastigmin, donepezil a galantamin. [4].

Metody stanoveni aktivity cholinesteraz a jejich inhibice jsou uplatnitelné
v Sirokém spektru oborl — v mediciné, farmacii, zemédélském a potravinarském
primyslu, k monitorovani zivotniho prostfedi, v laboratofich, armadé a dalSich
odvétvich. Patfi mezi né& metody spektrofotometrické, pH-detekéni,
radiometrické, histochemické a jiné. V souCasnosti je nejpouzivanéjsi

Ellmanova metoda a jeji modifikace [5].
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Acetylcholin

Jako prvni z neurotransmiterd byl objeven acetylcholin. Pusobi jako
neuromediator v cholinergni nervové soustavé, ovliviiuje funkci centralni
i periferni nervové soustavy pomoci muskarinovych a nikotinovych receptoru.
V periferii ~ zajiStuje  putovani nervového vzruchu na sympatickych
a parasympatickych vlaknech, jako neurotransmiter plsobi také na
nervosvalové ploténce. VyuzZivaji jej vSechny pre- a postgangliové
parasympatické neurony, vSechny pregangliové a cast postgangliovych

sympatickych neuronu [6—8].

1.1.1 Vyskyt

Cholinergni neurony jsou rozsifeny v centralni nervové soustavé (CNS)
ajsou jimi inervovany témér vSechny oblasti mozku. Vyskytuji se nejvice
v miSe, zadnim mozku, stfedni habenule, mezopontinnim regionu, bazalnim
pfednim mozku, striatu, aj. Vyznamné mnozstvi ACh je pfitomno i v epitelu
rohovky, lidské placenté. ACh byl stanoven dokonce i v rostlinach,
napfr. v kopfivé Zzahavce (Urtica urens). NovéjSi vyzkumy prokazaly, ze
cholinergni signalizace byla zaloZena jiz od pocatku zivota, tedy v primitivnich
jednobunécnych a mnohobunélnych organismech, v bakteriich, Fasach,
rostlinach a houbach [9-12].

U obratlovcl je ACh syntetizovan a ukladan v riznych gliovych burnkach,
ze kterych je mediator uvolfiovan parakrinnim zpusobem, ovliviiuje tedy buriky
v nejblizSim okoli. Postupné zacCind byt objasfiovan fyziologicky vyznam
a molekularni mechanismy tohoto typu ne-neuronalni cholinergni signalizace,
predevSim v lymfocytech, vaskularnich endotelovych bunkach, lidskych
alfa-bunkach pankreatu a v reprodukcnim systému Clovéka aj. [13-16].

V rozmanitosti cholinergnich mechanismu je rozhodujicim parametrem
¢as. Cholinergni zprostfedkovani muze byt extrémné rychlé (nékolik milisekund)
nebo velmi pomalé (nékolik minut). Rychly pfenos spoléha na rychlé fyzikalné-
chemické reakce, které musi byt charakterizované nizkou afinitou. Rychlost
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chemické reakce je nepfimo spojena s jeji afinitou. Jinymi slovy, Cas se ziskava
na ukor citlivosti [16,17].

1.1.2 Vyznam

ACh je zfejmé nejvyznamnéjSim mediatorem procesu, které se podileji na
fungovani intelektualnich funkci ¢lovéka. Vzhledem k jeho Siroké distribuci
v mozku je zfejmé, ze je cholinergni neuropfenos zodpovédny za modulaci

dulezitych nervovych funkci [2,8].

Tento systém je zapojen do fyziologickych procest, mezi néz patfi
pozornost, uceni, pamét, reakce na stres, bdélost, spanek a senzorické
procesy. Endogenni ACh je dulezity pro formovani akvizice, kddovani,
konsolidaci, tedy upevnéni pamétovych stop, rekonsolidaci, zanik paméti a jeji
vyhledavani. Usnadnéni  cholinergniho  pfenosu  pomoci  inhibitor(
cholinesterazy muze zlepSit pozornost u lidi, ¢ehoz se vyuziva pfi lécbé
Alzheimerovy choroby (AD) [8,18-25].

Cholinergni systém reguluje spankové cykly a stimulace cholinergnich
neuronu v pfesnych oblastech mozkového kmene mulze v zavislosti na davce
podporovat REM (rychlé o¢ni pohyby) fazi spanku. ACh pfispiva i k sluchovému
synaptickému pfenosu usnadnénim thalamo-kortikalni komunikace. Nékteré

studie naznacuji zapojeni ACh v dospélé neurogenezi [26—29].

Dal$i studie dokazuji, Ze ACh hraje svou roli pfi potlaCeni uvolfovani
cytokinl prostfednictvim cholinergni protizanétlivé cesty, ktera je lokalizovana
predevSim v krvi a sliznici. Tato draha je regulaéni vazbou mezi nervovymi
zakonCenimi v krvi a makrofagy exprimujicimi na svém povrchu a7 nikotinovy
acetylcholinovy receptor. Objeveni cholinergni protizanétlivé cesty tak umoznilo
pochopit, jak se CNS podili na regulaci vrozené imunity. Acetylcholinesteraza
vazana na erytrocyty hraje podstatnou roli pfi ukonceni aktivace cholinergnich

s v rr

cholinesteraz v imunitnim systému [12,30-33].

Acetylcholin ma v CNS dal8i mimofadnou ulohu. Reguluje vylev jinych
aktivaénich i inhibiénich neuropfenasecl, mezi néz patfi glutamat, glycin nebo

dopamin, pfedevSim v asociacnich oblastech kiry pfedniho mozku. Z tohoto
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divodu vede vypadek cholinergnich jader a drah pfi Alzheimerové chorobé
k rozpadu osobnosti a ztraté kognitivnich funkci, lokalizovanych predevsim

v téchto prednich lalocich [34].

Ackoli je ACh velmi jednoducha molekula, ma schopnost fidit Siroké
spektrum fyziologickych funkci, od ultrarychlého pfenosu az po parakrinni
difuzni pusobeni. Diky své vSudypfitomnosti a slozZitosti je ACh stale otevienym

polem pro nové vyzkumy [16].

1.1.3 Syntéza a inaktivace

Acetylcholin je syntetizovan z acetylkoenzymu A (Ac-CoA) a cholinu
pomoci enzymu cholinacetyltransferaza (ChAT), ktery je lokalizovan témér
vyhradné v cytoplazmé cholinergnich neurond. Ac-CoA, ktery slouzi jako donor,
pochazi zpyruvatu ziskaného v glukézovém metabolismu probihajicim
v mitochondriich. Cholin pochazi ze zasob a fosfatidylcholinu. Kromé toho muze

byt cholin dodavan z hydrolyzovaného ACh [35].

Acetylcholin se tvofi v cytoplasmé cholinergnich neurond. Nasledné je
transportovan vezikularnim acetylcholinovym transportérem z cytosolu do
synaptickych vezikull, ve kterych je uskladhovan v zakon&enich cholinergnich
vlaken. Jako odpovéd na akéni potencial je uvolnén exocytézou do synaptické
Stérbiny. Z ni difunduje do postsynaptického mista, kde interaguje s vhodnymi
receptory. To ma za nasledek specifické ucinky, zavislé na typu receptoru

(nikotinovy nebo muskarinovy) [8,35].

Acetylcholin pfitomny v synaptické Stérbiné je rychle inaktivovan enzymem
acetylcholinesteraza. AChE hydrolyzuje ACh na acetat a cholin. Cholinergni
neurony vylu€uji AChE do synaptické stérbiny, kde je enzym obvykle pfipojen
k plazmatické membrané postsynaptického neuronu. Mechanismus inaktivace
ACh je jedineCny. Ostatni neurotransmitery jsou obvykle reabsorbovany
do presynaptického neuronu a nasledné inaktivovany specifickymi enzymy
[8,36—38].
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1.1.4 Acetylcholinové receptory

Acetylcholin pUsobi aktivaci receptorid a podporuje bud stimulaci, nebo
inhibici v zavislosti na typu a neuronalni lokalizaci receptoru. Tyto receptory
jsou podle agonistické selektivity déleny, a dle zvyku starych farmakologu
pojmenovany, podle pfirodnich latek, které na né puasobi— nikotinové

a muskarinoveé [8,34].

Muskarinovy receptor, aktivovany muskarinem z muchomdarek, zajistuje
pfedevSim funkce parasympatické c¢asti autonomniho nervového systému.
Zpomaluje Cetnost srdeCnich stahu, podporuje Cinnost Zlaz s vnitfni i vnéjsi
sekreci, dale ovliviiuje stahy hladké svaloviny v cévach, v mocovém a dychacim
systému i jinde. Nikotinovy receptor pfenasi signal mezi motorickym nervem
a svalovym vlaknem. Diky nému se na nervosvalové synapsi pfenese impulz

z nervu na sval [34].

Nikotinové receptory

Nikotinové receptory jsou aktivovany nizkymi koncentracemi nikotinu, ale
vysoké koncentrace je blokuji. RozliSujeme dvé podtfidy téchto receptorl —

neuronalni a svalovy typ [35].

Nejjednodussi formou tohoto receptoru je glykoprotein s molekulovou
hmotnosti okolo 300 kDa. Je slozen z hetero-oligomerniho komplexu péti
odliSnych proteinovych podjednotek, které jsou klasifikovany dle jejich
molekulovych hmotnosti — a, B, & a y (fetalni) nebo € (dospély). Pravdépodobné
kvartérni usporadani podjednotek se sklada z pentamerového komplexu z a2,
B, & a vy, které obklopuji iontovy kanal. Ruzné kombinace téchto podjednotek
tvofi rGzné typy nikotinovych receptoru. Svalovy typ acetylcholinového
receptoru (AChR) obsahuje a1, B1, & a y podjednotky u embryi nebo
€ podjednotku u dospélych. Ganglioticky podtyp AChR se sklada z a3, 4 a a5
podjednotek. Trebaze je podjednotkové slozeni nékterych nativnich
neuronalnich nikotinovych receptoru stale neznamé, predpoklada se, ze rozdily
v podjednotkovych kompozicich odpovidaji  rozptylu  fyziologickych

a farmakologickych vlastnosti receptort [35,39,40].
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Pfipojeni dvou molekul ACh na a podjednotku vyvola zménu konformace
pentameru, coz indukuje otevreni iontového kanalu, které nasledné umozniuje
pfiliv iontd. Tento pfiliv ma za nasledek depolarizaci neuronu. Oproti
muskarinovym receptortim, u téchto receptorli neni do pfenosu zapojena zadna
dalSi molekula. V perifernim nervovém systému vede aktivace nikotinovych
receptord k rychlému synaptickému pfenosu. V CNS maiji ACh receptory spise

modulacni vliv nez excitacni Ci inhibicni [35,41].

Agonisty  nikotinového receptoru jsou nikotin, 1,1-dimethyl-4-
fenylpiperazinium, cystin, butyrylcholin, tetramethylammonium a karbachol.
Citlivost receptoru na agonisty je ovlivnéna sloZzenim podjednotek nikotinového
receptoru. Antagonisty jsou kurare, hexamethonium, dihydro-B-erythroidin,
mekamylamin a bungarotoxin [35,42,43].

Nikotinergni signalizace neni v CNS tak vyrazna jako signalizace
muskarinicka. Nékteré systémy, napfiklad limbicky, zfejmé vyuzivaji vyhradné
muskarinové receptory. Nikotinové receptory se nachazeji v hippokampu,
mozkové kufe, thalamu, hypothalamu, superior colliculus, cholinergnich jadrech
pfedniho mozku a mozkového kmene. Byly také prokazany na presynaptickych

koncich kortikalnich a mesostriatalnich neuront [35].

Muskarinové receptory

Muskarinové receptory patfi mezi metabotropni receptory, coz znamena,
Ze jsou sprazené s G-proteiny a jsou schopné modulovat Sirokou Skalu
iontovych kanall [35,44].

V souCasné dobé jsou identifikovany geny pro pét izoforem
muskarinovych receptortd (M1-5). M1, M3 a M5 jsou pfipojeny k Gaq, zatimco
M2 a M4 se poji s Gai. Stimulace muskarinovych receptor(
spojenych s Gog vede kuzavieni K*kanall, coz usnadnuje bunécnou
excitabilitu. Aktivace Gai muskarinovych receptort vede k inhibici Ca?* kanald,
¢imz se excitabilita bunék naopak snizuje [45-50]. Stimulace téchto receptoru
tedy podporuje otevirani nebo uzavirani Ca?*, K* nebo CI kanalu, které by
mohly usnadnit bud depolarizaci nebo hyperpolarizaci, v zavislosti na typu
buriky, kde jsou tyto receptory exprimovany [51-53].
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Receptory M1 a M3 se nachazeji predevsim na postsynaptické urovni. M2
a M4 receptory jsou obecné& umistény presynapticky. PUsobi jako autoreceptory
a negativné reguluji uvolhovani ACh, a také jako heteroreceptory modulace

synaptického prenosu, pomoci regulace aktivity Ca?* kanalu [54-59].

Mezi selektivni agonisty muskarinovych receptord patfi muskarin,
arecholin, betanechol, karbachol, etacholin, oxotrimorin, oxoremorin
a pilokarpin. Mezi selektivni antagonisty pak fadime atropin, gallamin,
pirenzepin, skopolamin, telenzepin, 4-DAMP (1,1-dimethyl-4-
difenylacetoxypiperidinium jodid) a dalsi [35].

Muskarinové receptory se nachazeji v kortexu, hippocampu, striatu,
amygdale, mozkovém kmeni, ¢ichovém bulbu, cholinergnim jadru thalamu dale

pak v oblasti nucleus accumbens a superior colliculus [35].

1.2 Charakteristika cholinesteraz

Do skupiny cholinesteraz fadime enzymy acetylcholinesterazu
a butyrylcholinesterazu. Hydrolyzuji estery cholinu, patfi tedy mezi serinové
hydrolazy, a jsou inhibovany organofosfaty a karbamaty. Oba enzymy se
vyskytuji u vSech zivo€ichl a jsou velmi konzervativni, coz znamena, zZe rozdily
v jejich sekvenci jsou u rlznych druhd pomérné malé. Pfirozenym substratem
AChE je ACh. BChE také hydrolyzuje ACh, ale mimo né&j i butyrylcholin,
propionylcholin, sukcinylcholin, heroin, aspirin, kokain, prokain, tetrakain,
fenylacetat aj. Enzymy maiji odliSnou kinetiku hydrolyzy ACh i molekularni
strukturu [1].

V krevnim FeCisti se AChE vyskytuje na erytrocytech, BChE v plazmé, kam
je sekretovana zjater. Toho se vyuziva pfi diagnostice. AChE je snizena
napf. pfi predavkovani léky pouzivanymi k lécbé AD, zatim co sniZzena hladina
BChE znaCi posSkozeni jater. Obé cholinesterazy maji snizenou aktivitu

v pfipadé otrav karbamaty a organofosfaty [60-63].

Pokud bychom urovné aktivity enzymu nasobili hmotnosti tkané, nejvyssi
mnozstvi enzymu AChE by bylo ve svalech, zatimco nejvy$Si hladiny BChE
bychom nalezli v plazmé a jatrech. Celkové ma dospélé lidské télo desetkrat
vice proteinu BChE (680 nmol) nez AChE (62 nmol) [64].
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1.2.1 Aktivni centrum cholinesteraz

Aktivni centrum cholinesteraz je slozeno z periferniho anionického mista
pfi vstupu do kavity, aromatického hrdla a vlastniho katalytického (aktivniho)

centra, které obsahuje esterové a a-anionické misto (viz obrazek 1) [65].

= Acetylcholinesterase

S_— = Aromatic amino acid residues

' = Peripheral Anionic Site

(Tyr70, Tyr121, and Trp 279)

= Catalytic Anionic Site (trps and Phe330)

- = Catalytic Triad (ser200, Glu327, and His440)

=3 = Negative Surface
+ = Positive Surface

Obrazek 1 Struktura aktivniho mista acetylcholinesterazy [66]

Negativné nabité a-anionické misto, slozené z aminokyselin tryptofan,
tyrosin a fenylalanin, zodpovida za spravnou orientaci ACh. Diky navazani
kvartérniho dusiku substratu a jeho spravné orientaci umozni pribéh prvni faze
enzymatické hydrolyzy. Esterové misto, sloZzené z aminokyselin serinu, histidinu
a kyseliny glutamové, hydrolyzuje esterovou vazbu ACh. Rozpoznani
a navazani molekuly substratu do esterového mista napomaha karboxylova
skupina. Vstup do aktivniho centra enzymu je tvofen aromatickymi
aminokyselinami (tzv. aromaticka Stérbina), které zajistuji vétsi selektivitu pro
ACh. Periferni B-anionické misto se nachazi na povrchu u vstupu do dutiny
aktivniho centra. Je prakticky prvnim sitem, kterym musi substrat nebo inhibitor
projit, pokud se ma dostat k aktivnimu centru. Od pocatku slouzilo jako cil pro
vyzkum ruznych latek, které maji vliv na aktivitu AChE. Tato oblast se pozdéji
ukazala byt vhodnym cilem pro rlizné toxiny a potencialni Ié€iva. AChE a BChE
jsou strukturné podobné. Hlavnim funkénim rozdilem je vice vyvinuté periferni
anionické misto AChE [65,67-69].
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1.2.2 Acetylcholinesteraza (EC 3.1.1.7)

Acetylcholinesteraza hydrolyzuje neurotransmiter ACh na cholin a acetat
v nervovych zakoncenich. Jeji hlavni funkci je ukon€eni pfenosu signalu
v cholinergnim systému. Kazda molekula AChE muize hydrolyzovat 5000
molekul ACh za sekundu, coz ji Cini jednim z nejvice kineticky ucinnych
enzymU. Vyskytuje se také v erytrocytech, kde hydrolyzuje ACh uvolnény do
krevniho fecCisté z nervovych zakonCeni. Byva tak nékdy oznacCovana jako

krevni cholinesteraza [7,70].

Studie dokladaji vyS8Si hladiny AChE pfi apoptickém procesu v lidskych
fibroblastech, pfi leukémiich, karcinomech délozniho Cc&ipku nebo
u neuroblastomu. Roli AChE v téchto bunkach je zfejmé regulace apoptozy.
Sledovani exprese AChE v neuronalnich i ostatnich bunkach vykazuje podobné
hodnoty hladin AChE proteinu, ale jeho katalyticka aktivita je vyznamné vySSi

v neuronalnich bunkach [71,72].

Acetylcholinesteraza i BChE existuji ve vice molekularnich formach, které
Ize rozdélit na globularni (G) a asymetrické (A). AChE se vyskytuje ve tfech
globularnich formach obsahujicich jednu (monomerni G1), dvé (dimerni G2)
nebo Ctyfi (tetramerni G4) katalytické podjednotky. G1 AChE existuje vyhradné
v rozpustné formé&, G4 AChE existuje jak v rozpustné, tak v membranové
vazané formé. V mozku se AChE vyskytuje v G1 i G4 formé a jejich pomér se
v rlznych oblastech mozku li§i. Asymetrické formy AChE jsou slozeny
z jednoho (Aa4), dvou (Asg), pfipadné tfi (A12) tetramerd spojenych peptidickymi
fetézci, které jsou podobné kolagenu. Tyto A formy se vyskytuji pfedevs§im na
nervosvalovych ploténkach, kde jsou fetézcem zakotveny do bazalni laminarni
membrany. Vyznamnou ulohou asymetrickych forem AChE je schopnost

navazat se kovalentni vazbou na kolagenovou Q podjednotku [1,73].

Lidé maji pro AChE jeden gen na chromozomu 7qg22.1 o velikosti 7,4 kb,
ktery se sklada ze Sesti exonl. Exony 2, 3 a 4 koduji katalytickou doménu
AChE. Exony 5 a 6 kdéduji C-terminalni peptidy AChE. Tyto dva exony se
nazyvaji alternativni, protoze AChE gen podiéha v pribéhu transkripce
alternativnimu sestfihu pravé v misté exonu 5 nebo 6. Diky tomuto

alternativnimu sestfihu dochazi k tvorbé& rlznych transkripénich variant, ze
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kterych vznikaji rozdilné podjednotky AChE. Jednotlivé podjednotky maiji
stejnou katalytickou doménu, ale rozdilnou C-terminalni doménu (C-terminalni
peptid). U Clovéka se vyskytuji 3 rlzné typy podjednotek AChE — AChERr,
AChEH a AChET [74-77].

Ackoli existuji rGzné genetické varianty lidské AChE, Skodlivé mutace jsou
vzacné a vyskytuji se pouze v heterozygotnim stavu. Expresni profily pro lidské
geny AChE a BChE jsou vyrazné odliSné. Hladiny AChE jsou nejvysSi v mozku,
a nasledné v kosternich svalech, vsouladu s funkci AChE pfi pfenosu
nervovych impulzl. V ostatnich tkanich jsou vytvafeny srovnatelné nizké
hladiny AChE [78,79].

1.2.3 Butyrylcholinesteraza (EC 3.1.1.8)

BChE byva ve starSich pracich oznaCovana jako neprava cholinesteraza,
pseudocholinesteraza, popfipadé sérova cholinesteraza. Aktivita tohoto enzymu
je vkrevnim séru vysoka. Jeji fyziologicka funkce byla po dlouha léta
zpochybnovana a panovalo pfesvédc€eni, ze ani Zadnou nema. Jeji inhibice, na
rozdil od inhibice AChE, nevyvola u vétSiny lidi zadnou farmakologickou
odezvu. U lidi s tzv. atypickou BChE je jeji aktivita v krevnim séru silné snizena,
Ci dokonce zcela chybi, bez jakéhokoli zdravotniho dopadu na jedince. Mysi
s inaktivovanou AChE byly schopny bézného Zivota, coz pfispiva k teorii, Ze je
BChE schopna nahradit funkci AChE. Ma vysokou afinitu k ACh. Kromé
schopnosti katalyzovat hydrolyzu cholinovych i necholinovych esteru, tento
enzym také zvySuje aktivitu proteaz, jako je trypsin. BChE muize byt také
spojena s bunécnou proliferaci a rdstem neuritd b&éhem vyvoje nervového
systému [1,7,80].

Jednou z uloh BChE je i sniZzovani toxicity xenobiotik, se kterymi pfichazi
organismus do kontaktu. Jak je jiz uvedeno vySe, mezi latky, které BChE
hydrolyzuje, patfi i drogy a léCiva, Ci pfipadné zbytky pesticidu v potravé. Kromé
toho jsou zmeény fyziologické hladiny BChE spojené s rliznymi patologiemi,
napfiklad s Alzheimerovou chorobou, dyslipidémii, diabetem mellitus a dalSimi
[75,76,81-83].
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Butyrylcholinesteraza sestava z 574 aminokyselin. Existuje v nékolika
riznych molekulovych formach, v€etné monomerl a oligomeru, které se
skladaji z identickych katalytickych podjednotek. V lidském séru se nachazi ve

formé tetrameru. Ve zralém mozku prevlada izoforma G4. [80,84].

Lidska BChE je kodovana jednim genem na chromozomu 3q26.1
o velikosti pfiblizné 65 kb, ktery ma 4 exony. Exon 1 obsahuje oblast
nepodléhajici translaci. Exon 2 koduje 83 % sekvence aminokyselin dospélého
proteinu, vCetné vétsi Casti katalytické domény. Exon 3 je zodpovédny za
kédovani mensi Casti katalytické podjednotky a exon 4 koduje C-terminalni
peptid a oblast nepodléhajici translaci. BChE, na rozdil od AChE, existuje
pouze v jedné transkripCni varianté, jeZz nasledné tvofi pouze jeden typ
podjednotek. Podjednotky BChE jsou podobné AChErT podjednotkam diky
stejnému  C-terminalnimu  peptidu, ktery je zodpovédny za jejich
vlastnosti [75,85,86].

Gen pro BChE vykazuje 34 funkCnich ztrat mutaci. Je zde tedy zjevna
tolerance ke ztraté funkCnich mutaci v tomto genu, coz znamena, ze i jedinci
s nefunkéni BChE jsou Zzivotaschopni. Tento zavér je podpofen mnoha
zpravami o tiché BChE u lidi, ktefi ji kvuli vzniklym mutacim nemaji
aktivni. Homozygotni lidé s tichou BChE jsou zdravi, plodni a doZivaji se
stafi [64,87].

V lidském mozku probiha exprese BChE ve znacnych populacich
neuronu, zejména v hlubokych vrstvach mozkové kury, hippocampu, amygdaly
a mnoha thalamickych jadrech. V ostatnich tkanich jsou nejvyssi hladiny BChE
v jatrech, tukové tkani kolem bfiSnich organu, jicnu, tlustém stfevé,
vejcovodech, déloze, déloznim Cipku a plicich, v souladu s funkci BChE

v detoxikaci jedu, které jsou konzumovany nebo inhalovany [79,80].

Butyrylcholinesteraza a Ghrelin

Vroce 2004 De Vriese uvedla, ze je BChE schopna hydrolyzovat
acylovany peptid ghrelin, ktery stimuluje hlad a hledani potravy. Ghrelin je
prevazné produkovan zaludkem a dale sekretovan do krevniho obéhu. Prochazi
hematoencefalickou bariérou a ovliviiuje uvolfovani ristového hormonu, chuti

k jidlu, reakce na stres, citlivost na inzulin, zfejmé i délku Zivota. Ovliviuje
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rozvoj a progresi nékolika typu rakoviny. V hypotalamu aktivuje obvody, které
reguluji hlad a teplotu téla. V amygdale ovliviiuje emoce, v€etné strachu,

uzkosti a agrese [88-93].

BChE v jatrech, plazmé& a mozku maze hydrolyzovat ghrelin a pfeménit jej
na deacylovanou formu. Lidé s genetickymi mutacemi eliminujici veskerou
aktivitu BChE, jsou zcela normalni a mysSi s knockoutovanou BChE také,
s vyjimkou rychlejSiho pfirdstku hmotnosti po stravé s vysokym obsahem tuku.
Nadmérna exprese BChE vede k nizkym hladinam ghrelinu v krvi a jak je
uvedeno vysSe, ma pozitivni vliv na metabolismus, snizuje agresivitu a socialni
stres u mysi ve spole¢nych klecich. Za urcitych okolnosti tyto kombinované
ucinky zvySuji dobu pFeZiti zvifat chovanych ve skupinach napfiklad tim, Ze jsou
méné pohryzana. Tyto nalezy je mozno zobecnit i na Clovéka, protoze nedavné
klinické studie provadéné nékolika vyzkumniky ukazuji, Ze u pacientl se
zavaznym kardiovaskularnim onemocnénim koreluje délka Zivota se zvySujicimi
se hladinami aktivity plazmatické BChE. Manipulace s osou BChE-ghrelin maze

tedy zmirnit obezitu, uzkost a agresi [89,94,95].

1.3 Inhibitory cholinesteraz

Lécba AD pomoci inhibitort cholinesteraz cili na udrzeni a posileni aktivity
cholinergniho systému. Ten je b&hem onemocnéni postizen nejvice. Ubytek
acetylcholinu zplsobuje kognitivni poruchy, snizeni pozornosti, koncentrace
a poruchy chovani nemocného. Jednou z moznosti, jak zvySit hladinu
mozkového ACh na uroven nezbytnou pro fungovani kognitivnich funkci, je

inhibitory zpasobené snizeni aktivity mozkové AChE [96,97].

Tyto inhibitory, vhodné pro IéCbu onemocnéni, musi byt centralné ucinne,
tj. prochazet pfes hematoencefalickou bariéru a dostavat se tak do mozku pfi
systémovém podavani. Musi také umoznovat kontrolované snizeni aktivity
mozkové AChE. Dale musi mit znacnou terapeutickou S$ifi, coz znamena co
nejvetsi rozdil mezi davkou terapeuticky ucinnou a toxickou. ProtoZe budou tyto
latky podavany dlouhodobé&, mély by mit co nejméné nezadoucich uginkd na

organismus nemocného [2].
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O inhibitory BChE neni takovy vyzkumny zajem jako v pfipadé AChE,
z duvodu ne zcela objasnéné fyziologické funkce a faktu, Ze osoby s geneticky
podminénou disfunkci BChE nevykazuji prakticky zadné patologické projevy.
Léciva potlacujici projevy AD tedy patfi spiSe do skupiny selektivnich inhibitort
AChE. Ty hraji roli i v problematice otrav nervové paralytickymi latkami
(organofosfaty). Organofosfaty, mezi néz patfi napf. sarin, soman a tabun, jsou
neobycCejné toxické latky, z duvodu jejich vysoké afinity k AChE a jen
nepatrnému mnozstvi tohoto enzymu v organismu (napf. v mozku Clovéka
necely 1 mg). Toxicky ucinek organofosfatd je smrtici a velmi rychly
[61,65,98,99].

Inhibice cholinesteraz terapeuticky vyuzZivanymi inhibitory probiha bud
reverzibilnim (vratnym) nebo pseudoireverzibilnim zpisobem. V prvnim pfipadé
je inhibitor (nebo jeho aktivni metabolity) odbouravan v jatrech a jeho pusobeni
trva po dobu jeho pfitomnosti v plazmé. V druhém pfipadé je inhibitor
odbouravan pfimo cholinesterazami a pusobi po deldi ¢as nez je jeho

pFitomnost (nebo pfitomnost jeho aktivnich metabolitd) v plazmé [100].

1.3.1 Inhibitory periferniho a a-anionického a mista

Inhibitory anionického mista obsadi coulombickou interakci anionické
centrum enzymu, ¢€imz brani pfistupu ACh. Mezi inhibitorem a enzymem
nevznika kovalentni vazba, tento proces je tedy reverzibilni. Mezi inhibitory
a-anionického mista fadime takrin, berberin, huperzin A a B, donepezil,
galantamin a dekamethonium. Mezi inhibitory periferniho anionického mista

patfi aflatoxiny a huperzin [101].

Takrin

V roce 1993 byl pod nazvem Cognex® uveden na trh 9-amino-1,2,3,4-
tetrahydroakridin. Takrin (obr. 2) byl prvnim synteticky vyrobenym inhibitorem
pouzivanym k IéCbé AD. Pulsobi alostericky, na enzym se vaze v misté jeho
hydrofobniho centra. Pusobi nekompetitivné na AChE, v mensi mife i na BChE.
Dobre prostupuje hematoencefalickou bariérou. Jeho pouziti v klinické praxi
komplikovala hepatotoxicita a gastrointestinalni diskomfort pfi uzivani IéCiva.

Z tohoto duvodu byl pozdéji stazen z trhu. V sou€asné dobé jsou vyvijeny méné
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toxické alternativy takrinu, napfiklad 7-methoxytakrin, takrin-flavonoidy,
takrin-kumariny, aj. [7,32,96,102-105].

NH,
S

—
N

Obrazek 2 Strukturni vzorec takrinu [106]

Huperzin AaB

Huperzin je rostlinny alkaloid izolovany z Cinského raSeliniku Huperzia
serrata. V této rostliné se vyskytuje ve formé A a B. Forma A (obr. 3) vykazuje
lepSi inhibi¢ni uc€inek. Dobfe prostupuje hematoencefalickou bariérou.
Nekompetitivné inhibuje AChE v mozku, s nizkou intenzitou drazdi muskarinové
receptory, neexcituje glutamatové receptory. V sou€asné dobé se v nékterych
zemich uspésné vyuziva k [éCbé AD. V mnohem mensSi mife inhibuje i BChE
[2,7,32,107].

Obrazek 3 Strukturni vzorec huperzinu A [32]

Donepezil

Donepezil (obr. 4) je synteticky pfipravek prodavany pod komerénim
nazvem Aricept®. Ma obdobné ucinky jako Huperzin a také puUsobi
nekompetitivné. Dobfe prostupuje hematoencefalickou bariérou. V téle je dobfe
tolerovan, pomalu se eliminuje, takze muaze byt uzivan po dlouhou dobu. Ve
srovnani s jinymi léky proti Alzheimerové nemoci, pusobi jednoduchou cestou
zaloZzenou na inhibici AChE, BChE neinhibuje [65,69,108,109].
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Dacaels

Obrazek 4 Strukturni vzorec donepezilu [32]

Galantamin

Galantamin (obr. 5) byl poprvé izolovan na pocatku padesatych let
sovétskymi védci Mashkovskym a Kruglikovou-Lvovou z cibuli snézenky
kavkazské (Galanthus sp.). Chemicky se zacal syntetizovat v nasledujicich
desetiletich. Je kompetitivnim inhibitorem AChE, BChE neinhibuje. Dobfe
prochazi hematoencefalickou bariérou. Galantamin se vyuziva kléché AD
a pfibuznych demenci. V souCasné dobé je alternativou k rivastigminu, Ize jej
podavat pacientim s podobnymi stadii demence. Na trhu se prodava pod
obchodnimi nazvy Razadyne™, Nivanil®, Reminyl® aj. Po uvedeni na trh
nahradil takrin a stal se jednim z nejlepSich 1€kl na 1éEbu AD. Kromé svého
inhibiéniho u€inku na a-anionické misto AChE také moduluje afinitu

nikotinovych acetylcholinovych receptord k ACh [110-114].

Obrazek 5 Strukturni vzorec galantaminu [32]

1.3.2 Inhibitory esterové ¢asti aktivniho centra

Jak je obsaZeno jiZ v nazvu, inhibitory esterové €asti aktivniho centra
reaguji pravé s esteratickym centrem enzymu. PFi interakci mezi inhibitorem
a enzymem vznika kovalentni vazba. Tato vazba mulze byt za fyziologickych

podminek velmi stabilni a muze se tak jednat o inhibici nevratnou,
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tzv. ireverzibilni. Tyto inhibitory dale rozliSujeme podle jejich chemické struktury

na organofosforové a karbamatové [101].

Pro organofosforové inhibitory je typické, Ze tvofi stabilni kovalentni vazbu
se serinovou hydroxy skupinou v esteratickém misté enzymu a jejich ucinek je
ireverzibilni. Mezi inhibitory, jejichZz vyuziti je spojené pfedevsSim s chemickymi
zbranémi patfi tabun, sarin, soman, cyklosarin a latka VX. Mezi dalsi, které
nasly vyuziti v zemédélstvi jako insekticidy a pesticidy, fadime trichlorfon,

malathion a metrifonat [65,115].

Karbamatové inhibitory, stejné jako organofosforové, tvofi kovalentni
vazbu se serinovym zbytkem katalytické triady AChE (karbamoylovy komplex).
Tento komplex je pozdéji hydrolyticky Stépen, proto ma vazba mezi inhibitorem
a enzymem pouze docCasny charakter (tzv. pseudoireverzibilni). Mezi tyto latky

fadime fysostigmin (eserin), rivastigmin a karbofuran [65].

Fysostigmin

N-methylkarbamat fysostigmin (eserin, obr. 6) byl jednim z prvnich
inhibitord AChE pouzivanym jako IéCivo pfi onemocnéni Myasthenia gravis
(MG) a AD. Inhibuje i BChE. Tento alkaloid se pfirozené vyskytuje v rostliné
Physostigma  venosum (tzv. kalabarovych bobech). Dobfe prochazi
hematoencefalickou bariérou, ma ale malou terapeutickou Sifi a jeho
farmakologicky ucCinek je pouze kratkodoby. Z toho duvodu nenalezl vyuziti
v klinické praxi [32,116,117].

Obrazek 6 Strukturni vzorec fysostigminu [32]

Rivastigmin

Rivastigmin (obr. 7) je pseudoireverzibilni inhibitor AChE i BChE. Snadno
prochazi hematoencefalickou bariérou. Prodava se pod obchodnim nazvem
Exelon. Toto IéCivo se indikuje pro |éCbu Alzheimerovy a Parkinsonovy nemaoci

v ranych stadiich. Pomalu se eliminuje diky kovalentni vazbé v aktivhim misté
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enzymu, coz je vyhodou oproti jinym Iékim. Podrobngjsi studie ukazaly, Ze

rivastigmin mize také potlaCovat zanét [118-121].

Obrazek 7 Strukturni vzorec rivastigminu [32]

1.4 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je komplexni progresivni neurodegenerativni
onemocnéni s mnohocetnymi mozkovymi patologiemi. Mezi tyto patologie patfi
extracelularni ukladani amyloidnich B—peptidovych plaku, intracelularnich
neurofibrilarnich  spleti, hyperfosforylace tau-proteinu a jeho agregace,
progresivni ztraty cholinergnich neuronu, ztraty nikotinovych receptorti v kufe
mozku a hippocampu, pokles aktivity ChAT, mitochondrialni dysfunkce, zanét
neurond, glutamatova excitotoxicita, oxida¢ni stres a zvySena aktivita enzyma

monoaminooxidazy [4,35,96,122].

V placich a spletich jsou pfitomny vyznamné hladiny BChE. Pfi AD se
zvySuji i kortikalni hladiny BChE a méni se jeji enzymatické vlastnosti
a molekularni formy. Mnozstvi G1 izoformy BChE se v prubéhu AD zvySuje
0 30-60 %, zatimco hladina G4 formy klesa nebo zustava stejna jako ve
zdravém mozku. Hladina membranové vazané G4 formy AChE je v nékterych
oblastech mozku pacientl s AD selektivné sniZzena az o 90 %, zatimco hladiny
G1 izoformy zlstavaji z vétsi Casti nezménény. Tyto zmény exprese jsou
pravdépodobné piimym nasledkem pfitomnosti B-amyloidu. Uginnost inhibice
cholinesteraz jednotlivymi typy inhibitord je v riznych oblastech mozku
vyznamneé odliSna, v dusledku rozdilné selektivity vici molekularnim izoformam,

a také pfi srovnavani inhibice u pacientl s AD a bez AD [80,123].

1.4.1 Lécba Alzheimerovy choroby

Terapie v8ech demenci zahrnuje dva kroky — farmakoterapii, ktera je

zakladnim krokem, a behavioralni (nebiologickou) IéCbu, ktera je nezbytnou
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podpurnou soucasti lé¢by. Behavioralni terapie se zaméfuje na motivaci
nemocného, aktivizaci, kognitivni a télesny trénink, kazdodenni aktivni kontakt,
vyZivu, rehabilitaci a reaktivizaci mentalni i somatické. Farmakoterapie demenci
byva délena na farmakoterapii kognitivnich funkci (pamét, vnimani, pozornost
aj.) a na farmakoterapii ostatnich funkci (poruch chovani, emoci, spanku, IéCbu
pridruzenych delirii apod.). S kognitivnimi funkcemi, které jsou u demenci
postizeny primarné, také uzce souvisi tzv. exekutivni funkce — schopnost
naplanovat urCitou akci, sefadit jednotlivé dil¢i podukoly akce spravné za
sebou, provést akci a zpétné ji zhodnotit. Kognitiva jsou latky, které zlepSuji
funkci centralniho acetylcholinergniho systému. Radime mezi né& prekurzory
tvorby ACh (séjové lecitiny, cholin alfoscerat), inhibitory cholinesteraz, které

Vg wiwv s

receptord [97,100,124].

Podstatou pusobeni I1é€Civ u Alzheimerovy choroby je zablokovani enzymu
odbouravajicich acetylcholin a tim prodlouzeni vazby acetylcholinu na svych
receptorech s nasledujicim zvySenim acetylcholinergni transmise. Molekuly
cholinesteraz se ziejmé podileji na tvorbé a toxicité B-amyloidu. Inhibitory
acetylcholinesteraz zpomaluji pribéh AD a oddaluji pfechod onemocnéni do
tézkych stadii. Neéktefi pacienti pocituji pfechodné vyraznéjSi zlepSeni
kognitivnich i ostatnich funkci. Podanim inhibitord cholinesteraz ovSem nelze
oCekavat vyléCeni choroby. NejCastéjSimi nezadoucimi ucCinky téchto IécCiv
jsou: nechutenstvi, dyspepsie, prujmy, nauzea a zvraceni, zpomaleni tepové

frekvence, kifeCe, bolesti hlavy a neklid v kon€etinach [100].

Kromé inhibitor( cholinesteraz se k Ié¢bé AD vyuziva i memantin, coz je
nizkoafinitni nekompetitivni antagonista receptoru pro N-methyl-D-aspartat.
Pfednostné blokuje nadmérnou aktivitu téchto receptort, ale zaroven umoznuje
jejich fyziologickou aktivitu potfebnou pro pamét a uceni. Dale chrani
glutamatergni neurony pfed nekrézou, ke které dochazi pfi prodlouzeném
vstupu vapenatych iontd do buriky. Na vznik oxidativniho stresu a apoptézu
neurond nema vliv. Vyzkum se zaméfuje i na latky cilici na B-amyloid,

tau-protein, na nove inhibitory cholinesteraz, monoaminooxidaz aj. [96,125].
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1.5 Myasthenia gravis

NejvyznamnéjSim onemocnénim, které se projevuje na periferii
(motorickém neuronu) a zahrnuje cholinergni transmisi je Myasthenia gravis.
Autoprotilatky namifené proti nikotinovym acetylcholinovym receptorim
motoneuront v kone¢ném dusledku zpusobuji jejich degradaci. Funk&nim
dusledkem onemocnéni je sniZeni cholinergni transmise u kosternich svalu, coz
se u téchto pacientl projevuje svalovymi slabostmi po namahani svald,
pfedevS§im pak v odpolednich a ve€ernich hodinach, dvojitym vidénim,
slabostmi v mimickych a krénich svalech. NejvétSi hrozbou onemocnéni je

moznost respiracniho selhani [35,126].

1.5.1 Lécba Myasthenia gravis

K symptomatické léCbé se za ucCelem prodlouzeni ucinku endogenniho
acetylcholinu vyuzivaji inhibitory cholinesteraz. Kromé inhibitort jsou indikovana
imunosupresiva, pfipadné je pacientovi provedena thymektomie. V akutnim
ohrozeni respiracniho selhani se pfidava v€asna respiracni podpora
a nahrazeni plazmy. Pacienti by méli byt léCeni tak ucinné, Ze se stanou
asymptomatickymi, nebo maji pouze mirné az stfedné zavazné
pfriznaky. VétSina nemocnych tedy muze zit plnohodnotnym Zivotem, pouze
S mirnym omezenim pfi tézSich fyzickych ukonech. PferuSované dvoijité vidéni
muze i nadale pretrvavat. Primérna délka zivota osob s Myasthenia gravis

a bez tohoto onemocnéni je stejna [35,126,127].

1.6 Stanoveni aktivity cholinesteraz

Stanoveni aktivity cholinesteraz ma vyznam pfi diagnostice riznych
patologii. Radime mezi né& Alzheimerovu a Parkinsonovu chorobu, Myasthenii
gravis, ischemickou chorobu srdce, diabetes mellitus, poruchy lipidového
metabolismu, intoxikaci organofosfaty a karbamaty. Syntéza, a zaroven s ni
i aktivita, BChE klesa pfi poskozeni parenchymu jater. Ve vSech téchto
pfipadech je dllezité jednodusSe a spravné stanovit aktivitu cholinesteraz. Volba
metody zavisi na typu enzymu a substratu, hodnoté pH, teploté, dostupnych
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pfistrojich a roztocich. Referencni hodnoty cholinesteraz jsou u muzu a Zen pro
jednotlivé druhy substratl rizné (viz tabulka 1) [68,128—-130].

Cholinesterazy hydrolyzuji, kromé pfirodniho substratu acetylcholinu, také
mnoho dalSich pfirodnich i syntetickych estera. Patfi mezi né estery thiocholinu,
napf. acetylthiocholin (ATCh), butyrylthiocholin (BTCh), propionylthiocholin,
acetyl-p-methylthiocholin, o-nitrofenylacetat, indofenylacetat, benzoylcholin,
sukcinylcholin, mivakurium, p-aminofenylacetat, o-naftylacetat aj. Mimo vySe
uvedené i lokalni anestetika esterového typu, mezi néz patfi prokain,

chlorprokain, tetrakain, kokain a heroin [131-133].

Tabulka 1 Referenéni hodnoty cholinesteraz [130]

substrat muzi zeny
acetylthiocholinjodid 22—60 pkat/l 20-30 pkat/l
butyrylthiocholinjodid 38—120 pkat/l 35—-110 pkat/l
propionylthiocholinjodid 50-125 pkat/l 50-115 pkat/l

1.6.1 Volba metody stanoveni

Aktivita enzym0 muze byt stanovena méfenim rychlosti tvorby produktu,
nebo ubytku substratu bé&hem reakce. Pokud je nutné pouzit vysoké
koncentrace substratu, je Casto citlivéjSi méfit vznik produktu, nez ubytek
substratu, kvuli moznym nepfesnostem pfi ur€ovani malého poklesu od velké
pocateéni hodnoty. Jak je uvedeno vySe, volba typu analyzy zavisi na vice
faktorech, mezi néz patfi naklady, dostupnost vhodného vybaveni a Cinidel,
vhodnost a citlivost metody. V principu existuji dva hlavni typy testovacich
postupll — prubézné testy, které sleduji zmény koncentraci reaktantu
v realném Case, a diskontinualni testy, pfi kterych se reakce po stanovené
dobé pfed separaci produktu pro kvantifikaci zastavi (radiochemické testy
a testy zalozené na HPLC). Mezi testy prabézné fadime pfimé metody, u nichz
je méfen ubytek substratu, nebo pfirlstek produktu, a nepfimé, ve kterych se
pouzivaji dalSi reakce k pfeméné produktu na latky, které Ize snadno sledovat

(napf. Ellmanova metoda). Kazdy typ stanoveni ma své klady a zapory, a jejich
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kone¢na volba zavisi na zamysleném pouziti. Pfimé kontinualni testy jsou
vhodné pro kinetické studie, diskontinualni stanoveni jsou upfednostriovana pro

screening [134].

Aktivitu cholinesteraz 1ze stanovovat metodami kolorimetrickymi,
kalorimetrickymi,  elektrometrickymi, = manometrickymi,  histochemickymi,
radiometrickymi, polarografickymi, fluorometrickymi aj. Nékteré vyzkumy
popisuji i stanoveni pomoci hmotnostni spektrometrie a difraktometrické
metody. Vybrané metody budou popsany v nasledujicich podkapitolach [135—
138].

1.6.2 Radiometrické metody

Radiometrické metody se pfili§ nevyuZzivaji z davodu vysoké financni
naro¢nosti a problematiky prace s radioaktivnim odpadem. Tyto metody jsou
v8ak jednoduché, reprodukovatelne, pfesné a vysoce citlive. DalSi vyhodou je
i vyuziti pfirodnich substratl [134,139,140].

Jednim z moznych postupl je metoda mikrodeterminace aktivity AChE
dle Winteringhama a Disneyho, pfi které je méfena C4 znacena kyselina octova
vznikajici hydrolyzou znaeného substratu (viz obrazek 8). Tato metoda muze
byt pouzita pfi relativné konstantnim pH i pro velmi malé objemy vzorku, fadové
1 ul pIné krve Ci plazmy [141-143].

O
14CH3—E-O—CHz—CHZ-N+—(CH3)3 + H,0 _AChE

R

MCH;-COOH + HO-CH,-CH,-N*(CHs)s

Obrazek 8 Radiometricka metoda stanoveni aktivity cholinesteraz dle

Winteringhama a Disneyho [144]

Mezi dalsi metody radiometrického stanoveni aktivity cholinesteraz patfi
napfiklad stanoveni dle Johnsona a Russella, vhodné pro analyzu velkého
mnozstvi vzorkl v kratkém Case, &i dle Gordona a kol., pfi které je mozné
detekovat i tak nizké aktivity, které nezaznamenaji kolorimetrické metody
[145,146].
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1.6.3 Fluorometrické metody

Fluorometrické testy poskytuji vySsi citlivost (az 100krat) nez odpovidajici
kolorimetrické metody. Fluorescenéni reagencie jsou stabilni, maji vysoky
stupen intenzity dlouhodobé fluorescence a Siroké excitacni vinové délky. Je
vhodné, aby byl substrat nefluorescencni a poskytoval vysoce fluorescencni
produkt (indoxylacetat, resorufinové estery nebo naftylestery). Pokud je substrat
i produkt fluorescencni, tak by se jejich spektra neméla rusit (test zaloZzeny na
7-acetoxy-1-methylchinoliniu). Pfipadné muze byt test zaloZzen na enzymové

hydrolyze s dalSi reakci za ziskani vysoce fluorescencniho produktu [144,147].

Indoxylacetatova metoda je jednokrokova reakce, pfi které dochazi
k hydrolyze indoxylacetatu cholinesterazou za vzniku zeleného zbarveni, které
|ze detekovat pfi vinové délce 670 nm. To je vyhodné oproti Ellmanové metodé,
ve které vznikajici zbarveni interferuje se zbarvenim vzorku. Rychlost hydrolyzy
indoxylacetatu je mnohem vySSi oproti rychlosti resorufinovych estert. DalSi
vyhody indoxylacetatu oproti acetatu nebo butyratu resorufinu jsou jeho vétsi
stabilita vici spontanni hydrolyze a vétSi rozdil mezi excitacnimi a emisnimi
vinovymi délkami. Vyhodou resorufinovych esterd je vétSi fluorescence

resorufinu, coz umozfuje stanoveni nizSich koncentraci substratu [144,148].

1.6.4 Metody zalozené na stanoveni pH

Faktu, Ze enzymy cholinesterazy hydrolyzuji estery cholinu za vzniku
cholinu a pFisludné kyseliny, vyuzivaji pH detekéni stanoveni. Radime mezi né
metodu titracni, Michelovu elektrometrickou, Acholestovu a pH-stat metodu
[149].

Kyselina uvolnéna enzymatickou hydrolyzou substratu acetylcholinu maze
byt sledovana titraci standardnim alkalickym roztokem pfi konstantnim pH bud
pomoci indikatoru, nebo potenciometru. Pfidavané objemy zasady pro udrzeni
pozadované hodnoty pH roztoku jsou zaznamenavany v pravidelnych ¢asovych
intervalech. Postup je jednoduchy na provedeni i vybaveni, ale je zdlouhavy
a vysledky mohou byt ovlivnény podminkami méfeni ¢i pouzivanymi indikatory
[144,147,149).
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Michelova elektrometricka metoda byla poprvé popsana v roce 1949
a také vyuziva stanoveni kyseliny octové, ktera vyvola zménu pH. pH roztoku
se zméfi pfed a po inkubaci, ktera trva 60 minut. V prabéhu stanoveni je tfeba
udrzovat konstantni teplotu, napf. pouzitim vodni lazné. Pfesnost a citlivost neni
tak velka jako u metody titracni. DalSimi nevyhodami jsou dlouha inkubacni
doba a velka spotfeba vzorku [149,150].

Automatizovana metoda pH-stat, ktera je odvozena od Michelova
stanoveni, se ukazala byt jednou z nejpfihodnéjSich pH detekénich metod. Je
pfi ni kontinualné zaznamenavano uvolfiovani kyseliny. pH-stat nabizi lepSi
kontrolu podminek testu, coz vede k vysSi citlivosti a lepSi reprodukovatelnosti
[151].

Acholestova metoda vyuziva filtracni papir napustény indikatorem
a substratem (esterem cholinu), na ktery je nanesen vzorek krve. Pfi reakci
enzym hydrolyzuje substrat a vznika kyselina, coz zméni barvu indikatoru. Cim
je delSi doba zmény barvy filtraCniho papiru, tim je aktivita cholinesteraz nizsi.
Metoda je jednoducha, levna, rychla, ale neni pfi ni mozné sledovat kinetiku
enzymoveé hydrolyzy [144,152].

1.6.5 Histochemické metody

Jiz vroce 1949 Koelle a Friedenwald predstavili thiocholinovou
histochemickou metodu, diky které se podafilo ziskat vice informaci
o lokalizaci a distribuci cholinesteraz v tkanich. Metoda byla postupné
modifikovana samotnym Koellem, Naikem vroce 1963, také Karnovskym
a Rootsem v roce 1964, Tagem v roce 1986 [153—-156].

V souCasné dobé se hojné vyuzZivaji i imunohistochemické metody.
Vroce 2003 byly predstaveny polyklonalni protilatky proti AChE, pozdéji
i specifické protilatky proti BChE. Nékteré studie vyuzivaji kombinace metod, pfi
kterych se cholinesterazy vyvazi ze vzorku protilatkami ukotvenymi na
imunologické desti€ce a nasledné se jejich aktivita stanovi Ellmanovou metodou
[128,157-159].

Firma ImmunoChemistry Technologies vyvinula komerc¢ni test pro pfimou
kvantifikaci a lokalizaci cholinesteraz v celych zZivych burikach. V této metodé

nejsou pouzity protilatky, ale inhibitor fysostigmin znaceny fluoresceinem.
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Vyhodou je, Ze se na inhibitor s fluorochromem vazi pouze aktivni

cholinesterazy [160].

1.6.6 Spektrofotometrické metody

Jako jedna zprvnich spektrofotometrickych  stanoveni  aktivity
cholinesteraz byla pouzita Hestrinova metoda. Ale brzy byla vytlaena
modernéjSimi postupy, protoze pfi ni nelze sledovat rychlost ubytku substratu
kontinualné [149].

V souCasné dobé se aktivita cholinesteraz nejCastéji stanovuje
Ellmanovou metodou. Principem testu (viz obrazek 9) je hydrolyza substratu
acetylthiocholinu, alternativniho substratu k fyziologickému ACh, na kyselinu
octovou a thiocholin. Thiocholin reaguje s 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoovou
kyselinou (DTNB) za vzniku 2-nitro-5-thiobenzoové kyseliny (TNB). Reakce se
projevuje vznikem Zlutého zbarveni, které |ze méfit spektrofotometricky pfi 412
nm. Pro stanoveni aktivity BChE Ize vyuzit substrat BTCh [161,162].

0]

| |/
. AChE - +N
N > e TP s VY
S/\/ S HS
Thiocholin
Acetylthiocholin
§—S
O,N h
COO- COO-
I/
S/\/ Y
O,N ¢
COO- Hs
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoat
NO,

COO-
2-nitro-5-thiobenzoova kyselina

Obrazek 9 Princip Ellmanovy metody stanoveni aktivity AChE [134]
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Toto kolorimetrické stanoveni je jednoduché, levné, rychlé a spolehlivé,
ale ma také sva omezeni. Problémy zpusobuje DTNB (tzv. Ellmanovo cinidlo),
které je nestabilni, interaguje s volnymi sulfhydrylovymi skupinami v roztoku
amuze ovlivnit aktivitu cholinesterazy. DalSim problémem je interference
s hemoglobinem pfi stanoveni, protoze absorpcni maximum barevného
indikatoru TNB (412 nm) se pfekryva Soretovym pasem hemoglobinu. Pro

vylouceni takto vzniklé chyby, je potfeba vzorek krve vhodné naredit [128,163].

VySe uvedené nedostatky vedly k mnoha modifikacim puvodni Ellmanovy
metody. Pro sniZeni interference s hemoglobinem byly v nékterych studiich
k méfeni pouzity odliSné vinové délky, dvoupaprskové spektrofotometry,
prodlouzené inkubace nebo jiné chromogenni disulfidy, napf. 4,4'-dithiopyridin
(4-PDS), 2,2'-dithiodipyridin (2-PDS) ¢i 6,6'-dithiodinikotinova kyselina (DTNA).
Produkt reakce s 2-PDS absorbuje pfi vinové délce 343 nm, coz sice zmiriuje
interferenci s hemoglobinem, ale pozdéji se zjistilo, Ze ma 2-PDS inhibi¢ni
uCinek na cholinesterazy. Produkt reakce s DTNA absorbuje pfi vinové délce
344 nm [147,163-170].

Pro stanoveni aktivity AChE Ize pouzit i jiné chromogeny nez pouze
Ellmanovo Cinidlo. Patfi mezi né napf. indofenol acetat, 2,6-dichloroindofenyl
acetat, B-naftyl acetat a N-methylindoxyl acetat. Tato Cinidla poskytuji modré

zbarveni roztoku [162].

Mezi dalSi spektrofotometrické stanoveni aktivity cholinesteraz patfi
Okabeho metoda, ktera je presna, citliva, reprodukovatelna, ale oproti
stanoveni jsou Augustinssonova, nitrofenyl butyratova metoda,

kolorimetrie se zlatymi nano¢asticemi aj. [144,171-173].

1.6.7 Biosenzory

Biosenzory, které se vyuzivaji pro stanoveni aktivity cholinesteraz, jsou
vysoce specifické, citlivé, levné, maji rychlou odezvu a relativné kompaktni
velikost. Vyuzivaji se pro Kklinické, potravinafské a environmentalni
monitorovani. V biosenzorech jsou cholinesterazy v kombinaci s ruznymi

ménici, bud  elektrochemickymi, optickymi nebo piezoelektrickymi.
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Elektrochemické biosenzory se dale déli na vodivostni, potenciometrické,

amperometrické a voltametrické [144].
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2 CiL PRACE

Cilem této diplomové prace je testovani riznych reakénich podminek za
ucelem ziskani optimalnich podminek pro spektrofotometrické méfeni aktivity
cholinesteraz s vyuzitim DTNA jako chromogenniho cCinidla. V prvni Casti se
vénuje zpracovani odebrané krve a dalSim uUpravam pfed samotnym
stanovenim. Dale se zabyva porovnanim chromogennich Cinidel DTNA a DTNB
a vyhodnocenim vhodnosti jejich pouziti, stanovenim inhibi¢ni uc€innosti
vybranych inhibitord a jejich porovnanim se standardnimi latkami. Cilem
posledni Casti prace je stanoveni rozdélovaciho koeficientu vybranych latek

v systému n-oktanol:voda.
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3 EXPERIMENTALNi CAST

3.1 Chemikalie a roztoky

acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich Praha)
o 0,1 mol/l roztok ve fosfatovém pufru pH 7,4 (0,1 mol/l)
o dale fedéno fosfatovym pufrem dle potfeby jednotlivych stanoveni
deionizovana voda
DMSO (dimethylsulfoxid) (PENTA s.r.0.)
DTNA (Sigma-Aldrich Praha)
o 5 mmol/l roztok ve fosfatovém pufru pH 7,4 (0,1 mol/l)
DTNB (Sigma-Aldrich Praha)
o 5 mmol/l roztok ve fosfatovém pufru pH 7,4 (0,1 mol/l)
Galantamin hydrobromid (Sigma-Aldrich Praha)
o 0,02 mol/l vodny roztok
fosfatovy pufr 0,1 mol/l pH 7,4 (PENTA s.r.0.):
o 11,49 g Na2HPO4 bylo rozpusténo v 810 ml destilované vody
o 3,4 g KH2POa4 rozpusténo v 250 ml destilované vody
o roztok KH2POa4 byl pomalu pfidavan k Na2HPO4 az do pH 7,4
oktanol: 1-oktanol (Sigma-Aldrich Praha, CR)
redestilovana voda
rivastigmin tartat (Sigma-Aldrich Praha)
o 0,02 mol/l vodny roztok
takrin hydrochlorid (Sigma-Aldrich Praha)
o 0,02 mol/l vodny roztok

vzorky deseti testovanych inhibitor( (latky byly pfipraveny a jejich Cistota
byla ovéfena na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové pod vedenim
doc. PharmDr. Martina Kratkého, Ph.D.)
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o rozpustény na koncentraci 0,01 mol/l v DMSO a dale fedény dle

potfeby deionizovanou vodou

o Strukturni vzorce jednotlivych inhibitort (bispyridiniovych soli) jsou

uvedeny v tabulce 2

Tabulka 2 Strukturni vzorce testovanych inhibitort

\N+/(CH2)QN+ R
R | = O\R
Cislo vzorku inhibitoru R

1 -CH20H
2 -CN

3 -OH

4 -COOH
5 -CH2CHs
6 -CH2CeHs
7 -COOCHs3
8 -OCHzs
9 -CO-CHs
10 -CHs

3.2 Pristroje a pomtcky
e centrifuga 5804/ 5804 R (Eppendorf, Némecko)
e centrifuga MPW-56 (Unimed, Praha)

o tfepacCka Heidolph Multi Reax (Heidolph Instruments)
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e UV/VIS spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent Technologies, Némecko)

o software — UV/VIS ChemStation

3.3 Zpracovani odebrané krve

Krev vyuzivana pro vSechna nasledujici stanoveni byla odebrana zdravym

darcim do odbérovych zkumavek s obsahem EDTA.

V centrifuze byla oddélna plazma od krevnich bunék pfi 3000 otackach za
minutu po dobu 15 min pfi 4 °C. Plazma byla odpipetovana do plastovych
mikrozkumavek a uchovavana pfi -80 °C. Buffy coat (vrstva krevnich destiCek

a bilych krvinek) nad vrstvou erytrocytt byl odstranén do odpadu.

K ziskanym erytrocytim byla pfidana redestilovana voda (v poméru 1:3).
Takto nafedéné erytrocyty byly znovu centrifugovany pfi 3000 otackach za
minutu po dobu 20 min pfi 4 °C. Poté byly nafedéné erytrocyty rozpipetovany

do plastovych mikrozkumavek a uchovavany v mrazaku pfi -80 °C.

Po vyjmuti z mrazaku pfed vlastnim stanovenim byly takto upravené

erytrocyty jesté naposledy fedény v poméru 1:1 redestilovanou vodou.

3.4 Postupy stanoveni

Pro vSechna stanoveni enzymové aktivity byla vyuzita Ellmanova metoda
(popsana v kapitole 1.1.6) s Ellmanovym cinidlem DTNB nebo s DTNA.
K méfeni byl vyuzit UV/VIS spektrofotometr Agilent 8453 a kfemenna kyveta
s objemem 2 ml a optickou dradhou 1 cm. Postupné byly méfeny zavislosti
absorbance A na Case t. Celkovy Cas reakce byl 120 s, méfeni bylo
zaznamenavano V intervalu po 3 s. Reakce s DTNA byla méfena pfi vinové
délce 340 nm, reakce s DTNB pfi 436 nm.

3.4.1 Optimalizace reakénich podminek stanoveni enzymové aktivity pro
DTNA a DTNB

Celkovy objem reakéni smési (RS) v méfici kyveté byl vzdy 1 ml. Smés
obsahovala v pfipadé slepého vzorku (blanku) fosfatovy pufr, DTNA, nebo
DTNB a erytrocyty. Smés s probihajici reakci obsahovala navic substrat

acetylthiocholin jodid, kterym byla reakce vzdy spusténa.
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Optimalizace metody spocivala v uréeni nevhodnéj$iho objemu erytrocytt
(5, 10, 15, 20 a 25 pl) a koncentrace substratu v RS (4.10° mol/l,
8.10° mol/l, 2.10* mol/l, 4.10* mol/l, 5.10*mol/l a 8.10"* mol/l).

RS vzdy obsahovala:
e 200 pul DTNA nebo DTNB
e 5,10, 15, 20, 25 pl erytrocytu
e 100 pl substratu v pozadované koncentraci
o fosfatovy pufr v objemu zbylém do celkového 1 ml.

RS (obsahujici fosfatovy pufr, DTNA ¢i DTNB a erytrocyty) byla vzdy
1 minutu inkubovana pfed pfidanim substratu, a tim spusténim méfrené

enzymatické reakce. Kazdé méreni bylo opakovano dle potfeby, obvykle 2—3x.

Z kazdého mérfeni byla vypocCtena reakéni rychlost pomérem rozdill
absorbanci v Case 26 s a 8 s a cCasu 60 s, vysledné hodnoty

jednotlivych stanoveni byly zprimérovany a vneseny do grafu.

3.4.2 Stanoveni ICso

Hodnota 1Cso odpovida koncentraci inhibitoru potfebné k dosazeni 50%
inhibice enzymu. Casto se pouziva jako prostfedek pro vyjadfeni uginnosti
inhibitoru [134].

K ziskani hodnoty ICso daného inhibitoru Ize pouzit, mimo jiné postupy,
i zavislost mezi pomérem rychlosti neinhibované a inhibované hydrolyzy (vo/vi)
a koncentraci inhibitoru [l]. Rychlost hydrolyzy Ize vypocitat jako zménu
absorbance v ase (v=AA/t). Pro plné kompetitivni, nekompetitivni,
akompetitivni a smiSené typy enzymatickych inhibovanych reakci je tato
zavislost pfimkova s usekem rovnym 1. Ze ziskané pfimky (prochazejici body

(1;0) a volvi; [1]) a rovnice regrese lIze odecist pro vo/vi = 2 hodnotu ICso [174].

Postup stanoveni

ICso bylo stanoveno u standardl rivastigminu, takrinu a galantaminu.
Koncentrace pouzitého substratu byla zvolena 2.10* mol/l a 4.10 mol/l v RS.
Pro DTNA byly vybrany objemy erytrocytd 15 a 25 ul, pro DTNB 15 pl. Pro
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urCeni hodnoty ICso u deseti vzorku inhibitord byla vybrana koncentrace
substratu 2.10*4mol/l v RS, 15 pl erytrocytd a ¢inidlo DTNA.

Neinhibovana reakce byla provedena dle postupu v kapitole
3.4.1, inhibovana reakce také, ale navic byl do RS pfidan inhibitor. Inhibovana
smés pro slepy vzorek tedy obsahovala fosfatovy pufr, DTNA nebo DTNB
(200 pI), inhibitor a erytrocyty (15 nebo 25 pl). Smés s probihajici reakci
obsahovala navic substrat acetylthiocholin jodid (100 pl), kterym byla reakce
spusténa. Objemy pfidanych inhibitord se meénily dle jejich pozadované
koncentrace v RS. Objem pfidaného inhibitoru byl odelten od objemu
fosfatového pufru, aby byl celkovy objem RS vzdy 1 ml. Testované koncentrace
standardd inhibitort, substrat(, objemy erytrocytd pro stanoveni s DTNA
a DTNB jsou uvedeny v tabulce 3. Po minutové inkubaci byla reakce spusténa

pridanim substratu. Méfeni byla dle potfeby opakovana, obvykle 3—4x.

Tabulka 3 Testované koncentrace inhibitort, substratii a objemy erytrocytu pro
stanoveni s DTNA a DTNB

. koncentrace koncentrace
N objem . N
inhibitor . DTNB | DTNA substratu inhibitoru
erytrocytu (ul)
(mol/l) (mol/l)
15 X 2.10% 1.10°-4,5.10°
15 X 4.10* 2.10°-6.10"°
rivastigmin 15 X 2.10% 1.10°-1.10%
15 X 4.104 4.10°-1.10*
25 X 4.10* 4.10°-1.10*
15 X 2.10% 1.108-3.107
15 X 4.10% 1.108-3.107
takrin 15 X 2.10% 1.108-3.10”7
15 X 4.10% 1.108-3.107
25 X 4.10% 1.108-3.107
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Tabulka 3 (pokracovani) Testované koncentrace inhibitord, substrati a objemy
erytrocytd pro stanoveni s DTNA a DTNB

objem koncentrace koncentrace
inhibitor erytrocytu DTNB | DTNA substratu inhibitoru
() (mol/l) (molll)
15 X 2.10% 1.108-3.10”
15 X 4.104 1.108-3.10”
galantamin 15 X 2.10% 1.108-7.10°
15 X 4.10% 1.108-3.10”
25 X 4.10% 1.108-3.10”

Postupy stanoveni deseti vzorkd inhibitord byly shodné s postupy
stanoveni tfech standardd inhibitord. Pro vSechna stanovani byl zvolen objem
erytrocytd 15 pl, koncentrace substratu 2.10* mol/l a ¢inidlo DTNA. Rozmezi

testovanych koncentraci vzorku inhibitord je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4 Rozmezi koncentraci testovanych vzorkt inhibitora

€islo vzorku inhibitoru | koncentrace inhibitoru (mol/l)
1 1.107-7.10°
2 3.108-3.107
3 3.107-3.10°
4 1.107-1.10°
5 3.108-3.107
6 3.108-3.107
7 3.108-3.10°
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Tabulka 4 (pokrac¢ovani) Rozmezi koncentraci testovanych vzork inhibitort

€islo vzorku inhibitoru | koncentrace inhibitoru (mol/l)

8 3.108-4.107
9 1.107-3.10°
10 1.108-3.10”

3.4.3 Stanoveni kinetickych parametri Kv, Vmax neinhibované reakce

Stanoveni kinetickych parametrd Km (Michaelisova konstanta) a Vmax
(mezni rychlost) bylo provedeno spektrofotometrickou metodou s vyuzitim
DTNA a DTNB. Pro stanoveni byly zvoleny koncentrace substratu v rozmezi
4.10°-8.10% mol/l v RS, objemy erytrocytd 5, 10, 15, 20 a 25 ul. Postup
stanoveni byl stejny jako v kapitole 3.4.2. Hodnoty Km a Vmax byly ziskany
Z rovnice regrese grafické zavislosti pfevracené hodnoty reakéni rychlosti (1/v)
na prfevracené hodnoté koncentrace substratu (1/[S]). Km odpovidalo hodnoté

po dosazeni do rovnice: y = 0; Vmax, kdyZ x = 0.

3.4.4 Urcéeni typu inhibice

Typ inhibice byl stanovovan s Cinidlem DTNA u inhibitoru cislo 10
s objemem erytrocytl 15 ul. Nejprve byla méfena neinhibovana reakce dle
postupu Vv kapitole 3.4.1. Dale byly méfeny inhibované reakce (viz kapitola
3.4.2) s koncentraci inhibitoru 0,03, 0,05, 0,08 a 0,1 ymol/l v RS. Koncentrace
substratu byly nasleduijici: 0,06, 0,08, 0,2 a 0,4 umol/l. Postup stanoveni byl
stejny jako v kapitole 3.4.2. Méfeni bylo dle potfeby opakovano 3-4x.

Pro v8echny koncentrace substratu byla sestrojena graficka zavislost
pfevracené hodnoty reakéni rychlosti (1/v) na pfevracené hodnoté koncentrace
substratu (1/cartcn). Jedna se o grafickou zavislost dle Lineweavera a Burka, ze

které byl ur€en typ inhibice.

Z rovnice regrese grafu dle Lineweavera a Burka byly vypocteny hodnoty
Km a Vmax, podle kterych Ize také urCit typ inhibice. Inhibice je kompetitivni, kdyz

inhibitor soutézi se substratem o vazebné misto na enzymu, hodnota Kv se
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zvySuje, Vmax je nezménéna. PFfi nekompetitivni inhibici ma enzym specifické
vazebné misto pro inhibitor, ktery tedy neovliviuje vazbu substratu na enzym.
Hodnota Km se tedy nezméni, Vmax se snizi. Pfi akompetitivni inhibici se
inhibitor vaze na komplex enzym-substrat a hodnota Ku se snizuje, Vmax se také

shizuje. Pfi smiSené inhibici nelze pouzit tento kineticky model [175].

3.4.5 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu vybranych latek v systému

n-oktanol:voda a tPSA

V soustavé n-oktanol:voda je hodnota rozdélovaciho koeficientu P
charakterizovana jako podil koncentrace chemické latky (inhibitoru) v nepolarni
organické fazi n-oktanolu av polarni fazi vodé. Rozdélovaci koeficient je
bezrozmérna veliina, nejCastéji vyjadfena v logaritmickém tvaru logP. Jeji

hodnotu ovliviuje pH, teplota a iontova sila [176].

U inhibitord pusobicich jako léCiva hodnoty logP podavaji informaci
0 jejich propustnosti pres biologické membrany — ¢im je hodnota logP vys$si, tim
vice je dana latka lipofilni. Rozpustnost l|éCiva v tucich zlepSuje jeho
prostupnost pfes biologické membrany. U IéCiv je dulezité i zachovani
rozpustnosti ve vodé, protoze jsou distribuovany na misto u€inku krevnim
obéhem. Prili§ vysoka rozpustnost léCiva ve vodé zase zpusobuje jeho

kratkodobou ucinnost [176].

Christopher Lipinski a jeho kolegové analyzovali fyzikalné chemické
vlastnosti pfiblizné 2000 lékld. Spole¢né dosli k zavéru, ze latka bude
pravdépodobnéji schopna projit buné€nou membranou a hematoencefalickou
bariérou a zachova si pfijatelnou rozpustnost ve vodé, pokud vyhovuje

nasledujicim pozadavkum (tzv. Lipinskému pravidlu 5):

e jeji molekulova hmotnost (Mr) je < 500,

e jejilogP je<5,

e pocet skupin v molekule schopnych pfedat atom vodiku do
vodikové vazby (obvykle souc€et hydroxylovych a aminovych
skupin v molekule Iéku) je < 5,

e pocet skupin schopnych pfijimat vodikové atomy za tvorby
vodikovych vazeb (obvykle soucet atoml kysliku a dusiku)
je<10[176].
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Mezi dalSi rozhoduijici kritéria pro latky, které budou schopné prochazet
pres bunécné membrany a hematoencefalickou bariérou, patfi polarni povrch
molekuly (PSA). Je definovan jako soucet vS8ech povrchl( polarnich atomu
v molekule, obvykle jde o atomy dusiku a kysliku v€etné jejich navazanych
atomid vodiku. Rozmér PSA je v A2 kde 1 A = 10 m. O CNS-aktivni
slougeniny se jednd, pokud je hodnota jejich PSA mensi neZ 60-70 A2, Vypocet
PSA klasickym zplUsobem je Casové narocny, protoze je pro n&j nutné vytvorit
pfiméfeny 3D model struktury molekuly. Ztohoto divodu se pfistoupilo
k tzv. topologickému polarnimu povrchu molekuly (tPSA), ktery je relativné
dobfe pfimo odhadnutelny. Pokud je poCet atoml dusiku a kysliku v molekule
menSi nebo roven péti, ma dané IéCivo vysokou Sanci vstoupit do
mozku. Jestlize je hodnota rozdilu logP asoucétu atomi dusiku a kysliku

pozitivni, dana slou€enina je CNS-aktivni [176—-178].

Postup stanoveni

Hodnoty logP i tPSA byly stanoveny pro standardni inhibitory galantamin,

rivastigmin a takrin a vSech deset vzorku inhibitora.

K 1,5 ml n-oktanolu bylo pfidano 10 pl roztoku inhibitoru o koncentraci
1.102 mol/l, smés byla intenzivné 15 minut protfepavana pomoci tfepacky. Do
meérné kyvety byl odpipetovan 1 ml této smési a byla zmérena jeji absorbance
pfi vinové délce absorpéniho maxima pro dany inhibitor (jako srovnavaci roztok
byl pouzit n-oktanol). Tak byla ziskana hodnota absorbance, ktera odpovidala

100 % daného inhibitoru v n-oktanolu.

Ke smési n-oktanolu a demineralizované vody v poméru 1:1 (celkovy
objem 3 ml) bylo pfidano 10 ul roztoku daného inhibitoru o koncentraci
1.102 mol/l, smés byla intenzivné 15 minut protiepavana v tfepacce a poté
centrifugovana pfi 3000 otackach za minutu po dobu 10 minut. Do mérné kyvety
byl odpipetovan 1 ml oktanolové vrstvy. Nasledné byla zméfena absorbance pfi
vinové délce absorp&niho maxima pro dany inhibitor. Srovnavacim prostfedim
byl vzdy n-oktanol. Takto byl ur€en procentualni obsah inhibitoru v oktanolove
vrstvé (%)1 a dopo¢tem do 100 % byl uréen obsah inhibitoru ve vodné vrstvé
100-(%)1. Nasledné byly vypoclteny rozdélovaci koeficienty jednotlivych

inhibitort v soustavé n-oktanol:voda podle vztahu:
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_ O _
100— (%)1 Co

kde c1 je koncentrace latky v organické fazi a cz je koncentrace latky ve vodné
fazi.
Hodnoty tPSA pro jednotlivé inhibitory byly ziskany analyzou struktury

jejich molekul pomoci pocitacového programu ChemDraw.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Optimalizace reakénich podminek stanoveni enzymové
aktivity pro DTNA a DTNB

Pro vSechna stanoveni enzymové aktivity byla vyuzita Ellmanova metoda
s Ellmanovym ¢inidlem DTNB, nebo DTNA. Postupné byly UV/VIS
spektrofotometrem Agilent 8453 méfeny zavislosti absorbance A na Case t
(120 s). Z kazdého mérfeni byla vypoctena reakéni rychlost pomérem rozdilt
absorbanci v Case 26 s a 86 sa Casu 60 s, vysledné hodnoty
jednotlivych stanoveni byly zprimérovany (viz vzorovy vypocet pro koncentraci
substratu 2.10-* mol/l, 15 pl erytrocytt a ¢inidlo DTNB):

1. méfeni:
_ (Ags — Aze)
v, = ——
t
B (0,22019 — 0,10595)
V1= 60
v, = 0,00190s71
2. méfeni:
_ (Ags — Aze)
v, = ——
t
(0,17079 — 0,06656)
vz =

60
v, = 0,00174 s~ 1
Vysledna pramérna hodnota pro koncentraci substratu 2.10* mol/l, 15 pl
erytrocytl a Cinidlo DTNB:

vy + vy
v =
2

_0,00190 +0,00174
N 2

v

v =0,00182s71
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Z takto vypoétenych primeérnych reakénich rychlosti byl sestaven 3D graf
porovnavajici zavislosti reakénich rychlosti (aktivity) na koncentraci substratu

a objemu erytrocytt pro DTNB a DTNA (viz graf 1).

Optimalizace metody spocivala v uréeni nejvhodnéjSiho objemu erytrocytl
(5, 10, 15, 20, 25 ul) a koncentrace substratu v RS (4.10° moll/l,
8.10° mol/l, 2.10* mol/l, 4.10** mol/l, 5.10* mol/l a 8.10* mol/l).

Z grafu 1 je patrné, zZe s Cinidlem DTNA Ize pfi méfeni pouzit vétsi objemy
erytrocytd. U DTNB dochazi k poklesu aktivity jiz u objemu 20 pl, u DTNA
aktivita neklesa ani u objemu 25 ul erytrocytl. Déle je ze ziskanych
experimentalnich dat patrné, Ze pfi uvedenych koncentracich substratu ATCh
stanoveni s DTNA poskytuje vySSi odezvu (aktivitu) ve srovnani s Cinidlem
DTNB. Pii koncentraci substratu 8.10% mol/l u stanoveni s Cinidlem DTNB

dochazi k poklesu aktivity enzymu, zatimco u DTNA tomu tak neni.

Na zakladé ziskanych vysledkd byla pro dalSi méfeni vybrana
koncentrace substratu 2.10% mol/l a 4.10* mol/l a objem erytrocyta 15 pl. Za

téchto podminek byla odezva dostatecna.
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aktivita enzymu (s1)

0,0035

0,003
0,0025
0,002
0,0015
0,001
8.00E-04
5.00E-04
0,0005 4.00E-04

2.00E-04
1.00E-04

8.00E-05 koncentrace ATCh
6.00E-05 (mol/I)

4.00E-05

25 25

mnoistvi erytrocytd (pl)

Graf 1 Porovnani zavislosti aktivity na koncentraci substratu a mnozstvi erytrocytii pro DTNA a DTNB
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4.2 Stanoveni ICso

Hodnoty 1Cso, které nam poskytuji informaci o ucinnosti jednotlivych

inhibitord, byly zméfeny a vypocteny dle postupu popsaném v kapitole 3.4.2.

Z poméru vypoctenych rychlosti inhibovanych a neinhibovanych rychlosti

reakci a koncentraci pfidaného inhibitoru (viz tabulka 5) byly sestaveny grafy

pro jednotlivé inhibitory (viz vzorovy graf 4 pro inhibitor 5).

Tabulka 5 Poméry poméru rychlosti inhibovanych (vi) a neinhibovanych (vo)

reakci a koncentrace pridaného inhibitoru €. 5

koncentrace inhibitoru (mol/l)| volvi 1 Volvi 2
0 1 1

3.108 1,083393|1,125702

5.108 1,171125|1,198791

7.108 1,239827|1,243215

1.107 1,432041|1,424566

3.107 2,5193362,799102

y = 5E+06x + 0,9689
R?=0,9787

215 _
3 y = SE+06x + 0,9283
R? = 0,9941
1
05
0
0 5E-08 0,0000001 1,5E-07 0,0000002 2,5E-07 0,0000003 3,5E-07

Koncentrace inhibitoru (mol/l)

Graf 2 Zavislost poméru rychlosti neinhibované a inhibované reakce

a koncentrace pridaného inhibitoru 5
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Z rovnic regrese byly vypocitany jako x hodnoty ICso pro jednotlivé sady
méfeni dosazenim 2 za y (vychazi z definice ICso). Jednotlivé hodnoty I1Cso byly
nasledné zprimérovany ve vyslednou hodnotu ICso pro kazdy inhibitor.
Vysledné hodnoty ICso a smérodatné odchylky pro standardy inhibitori jsou

uvedeny v tabulce 6. Vzorovy vypocet pro inhibitor 5:
Rovnice regrese 1.
y =5-10%x + 0,9689
2=5-10% +0,9689

2-0,9689
X =75 108

ICs50(1) = 2,06 - 10~ "mol/l
Rovnice regrese 2:
y =5-10%x + 0,9283
2=5-10% + 0,9283

2-0,9283
X =75 108

ICso2) = 2,14+ 107" mol /I

Vysledna primérna hodnota ICso pro inhibitor 5:

(UCso1) + 1Cs0(2))
IC50 = 2

ICso = 2,10 - 10" mol/1

Tabulka 6 Hodnoty ICso pro standardy inhibitoru

objem koncentrace
inhibitor | erytrocytd | DTNB | DTNA substratu ICso0 (Hmol/l)
(M) (mol/l)
15 X 2.10*% 86,5700 + 7,5800
rivastigmin 15 X 4.10* 171,4100 £ 4,0500
15 X 2.10% 221,2900 + 18,8600
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Tabulka 6 (pokra¢ovani) Hodnoty ICso pro standardy inhibitort

objem koncentrace
inhibitor | erytrocytd | DTNB | DTNA substratu ICso0 (Hmol/l)
(ul) (mol/)
15 X 4,104 156,7800 + 6,4400
rivastigmin
25 X 4,104 171,9000 + 21,2800
15 X 2.10* 0,1130 + 0,0060
15 X 4,104 0,0100 + 0,0033
takrin 15 X 2.10* 0,1270 + 0,0001
15 X 4,104 0,1970 + 0,0028
25 X 4,104 0,1608 + 0,0065
15 X 2.10% 0,3360 + 0,0030
15 X 4,104 0,3220 + 0,0080
galantamin 15 X 2.10* 0,4410 + 0,0016
15 X 4,104 0,4790 + 0,0168
25 X 4.10* 0,4760 + 0,0350

Postupy stanoveni a vypoCtd deseti vzorku inhibitord byly shodné

s postupy tfech standardd inhibitor(. Pro vSechna stanovani byl zvolen objem

erytrocytd 15 pl, koncentrace substratu 2.10# mol/l a ¢inidlo DTNA. Vysledné

hodnoty ICso vzorkU inhibitord a smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7 Hodnoty ICso pro vzorky inhibitort

€islo vzorku inhibitoru | 1Cso (umol/l)
1 1,218 + 0,072
2 0,459 £ 0,036
3 1,719 + 0,036
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Tabulka 7 (pokra¢ovani) Hodnoty ICso pro vzorky inhibitort

€islo vzorku inhibitoru | 1Cso (umol/l)
4 7,988 £ 0,357
5 0,210 £ 0,004
6 0,135 £+ 0,008
7 1,482 + 0,022
8 0,344 £ 0,012
9 2,138 £ 0,160
10 0,174 £ 0,001

Hodnota ICso klesa se zvySujici se ucinnosti inhibitoru. Nejnizsi hodnotu
ICs0 ma inhibitor €. 6 (1,1'-(dekan-1,10-diyl)bis(4-benzylpyridin-1-ium), ktery by
mél byt tedy nejuc€innéjSi. Podobnych hodnot dosahly i inhibitory ¢. 10 (1,1'-
(dekan-1,10-diyl)bis(4-methylpyridin-1-ium), 5 (1,1'-(dekan-1,10-diyl)bis(4-
ethylpyridin-1-ium), 8 (1,1'-(dekan-1,10-diyl)bis(4-methoxypyridin-1-ium), 2 (1,1'-
(dekan-1,10-diyl)bis(4-cyanopyridin-1-ium). NejvyS§Si hodnotu ICso a tedy
nejnizsi ucinnost pfi inhibice AChE z lidskych erytrocytd ma inhibitor €. 4 (1,1'-
(dekan-1,10-diyl)bis(4-karboxypyridin-1-ium).

4.3 Stanoveni kinetickych parametri Kv, Vmax neinhibované

reakce

Stanoveni kinetickych parametrd Ku a Vmax bylo provedeno
spektrofotometrickou metodou s vyuzitim Cinidel DTNA a DTNB. Pro stanoveni
byly zvoleny objemy erytrocytd 5, 10, 15, 20 a 25 pl, koncentrace substratu
ATCh v rozmezi 4.10°-8.10" mol/l v RS. Postup stanoveni je popsan v kapitole
3.4.2. Hodnoty Km a Vmax byly vypoéteny z rovnice regrese grafické zavislosti
prevracené hodnoty reakéni rychlosti (1/v) na pfevracené hodnoté koncentrace

substratu (1/[S]). Km odpovidalo hodnoté po dosazeni do rovnice: y = 0;
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Vmax, kdyé X =

0. Vysledky pro DTNB a DTNA jsou uvedeny v tabulce 8.

Vysledky uvedené v tabulce 8 jsou pruméry minimalné ze dvou mérfeni.

Tabulka 8 Parametry Km a Vmax stanovené s €inidly DTNB a DTNA

DTNB DTNA
objem erytrocytu (pl)

Km (mol/l) | Vmax (1/s) | Km (mol/l) | Vmax (1/S)
5 7,13.10° | 8,25.10“4 | 4,20.10° | 1,25.10°3
10 1,02.10* | 1,88.10° | 4,55.10° | 2,09.10°
15 6,88.10° | 2,25.10% | 5,59.10° | 3,16.10°3
20 5,72.10° | 2,28.103 | 4,39.10° | 3,60.10°%
25 7,93.10° | 2,75.10° | 4,13.10° | 3,50.10°%

Z vysledkd vtabulce 8 je patrné, ze pfi stanoveni s Cinidlem DTNA,
v porovnani s Cinidlem DTNB, je pfi stejnych objemech pfidanych erytrocytu
(tedy mnozstvi enzymu) dosazeno vysSich hodnot mezni rychlosti. Hodnoty

Kmjsou témér srovnatelné.

4.4 Typ inhibice

Typ inhibice byl stanovovan dle postupu v kapitole 3.4.4 s €inidlem DTNA

u inhibitoru ¢islo 10, sobjemem erytrocytt 15 pl a substratem ATCh

o koncentraci 2.10* mol/l v RS.

Nejprve byl sestaven graf zavislosti zméfené absorbance A na Case t. Pro
jednotlivé koncentrace inhibitoru byla vypoctena rychlost neinhibované reakce
Vo a reakce inhibované vi stejnym postupem jako v kapitole 4.1 (tedy jako
pomér rozdill absorbanci v Case 26 s a 86 s a v ¢ase 60 s, vysledné hodnoty
Dale byl

Lineweavera a Burka zavislosti prevracené hodnoty rychlosti reakce 1/v na

jednotlivych stanoveni byly zprimérovany). sestaven graf dle
pfevracené hodnoté koncentraci substratu 1/cartcnh. Z grafu je mozné urc€it typ
inhibice. Z rovnic regrese lze vypocitat Km a Vmax. Zmény téchto kinetickych
parametrt vypovidaji o typu inhibice (viz tabulka 9). Hodnoty Km se se zvySujici

koncentraci inhibitoru zvysuji, Vmax naopak klesaji (viz tabulka 9) — jedna se
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tedy o typ smiSenou inhibici, coz je patrné i z grafu dle Lineweavera a Burka
(viz graf 3).

K ur€eni typu inhibice slouzi i hodnoty poméri Km a Vmax. U akompetitivni
inhibice se pomér Km a Vmax inhibované reakce v porovnani s neinhibovanou
reakci nemeéni, u smiSené se tyto poméry u reakce inhibované a neinhibované
liSi. Hodnoty pomérl uvedené v tabulce v tabulce 9 také vypovidaji o smiSeném
typu inhibice.

Tabulka 9 Kinetické parametry pro uréeni typu inhibice inhibitoru €islo 10

c () pumol/l | Km (mol/l) | Vmax (1/S) | Km/Vmax

0 3,93.10° | 2,08.10% | 1,89.10°

0,03 4,88.10° | 1,75.10° | 2,79.107

0,05 4,97.10° | 1,68.103 | 2,96.10°

0,08 5,36.10° | 1,55.10° | 3,46.107

0,1 6,07.10° | 1,32.10° | 4,60.10%?
1800
1600
1400
1200
X
& 1000
< X
3 800 c ()
0 uM
'Y
0,03 uM
400 X0,05 uM
X0,07 uM
200 0.1 uM

fa)
\%4

-1,25E+04 -7,50E+03 -2,50E+03 2,50E+03 7,50E+03 1,25E+04 1,75E+04

1/c pcn, (Moll)

Graf 3 Zavislost dle Lineweavera a Burka pro inhibitor €islo 10
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4.5 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu vybranych latek

v systému n-oktanol:voda a tPSA

4.5.1 Vysledky rozdélovaciho koeficientu

Dle postupu vkapitole 3.4.5 byly =ziskany logaritmické hodnoty
rozdélovaciho koeficientu. V tabulce 10 jsou uvedena data se smérodatnymi
odchylkami, ktera byla ziskana experimentalné a data ziskana s vyuzitim
pocitaCovych programu ChemDraw a ChemSketch. Hodnoty ziskané témito

tfemi postupy jsou velmi podobné, coz ovéfuje spravné provedeni experimentu.

Zaporné hodnoty logP vypovidaji o hydrofilité vzorkl inhibitor(, tedy dobré
rozpustnosti ve vodném prostiedi. Diky jejich hydrofilité budou ale vzorky hufe
prechazet pres biologické membrany, budou tedy ucinnéjsi na periferii. LogP
zaroven charakterizuji i lipofilitu inhibitord — se zvySujici se hodnotou logP se
zvySuije lipofilita latek, tedy jejich prostupnost pfes membrany. NejvysSi hodnoty
logP maji inhibitory Cislo 6, 5 a 10 (budou tedy nejlépe prochazet pres

v v

ao.

4.5.2 Vysledky tPSA

Hodnoty tPSA uvedené v tabulce 10 byly ziskany vypocétem v programu
ChemDraw. tPSA také vypovida o hydrofilité latky a o jeji prostupnosti pres
hematoencefalickou bariéru, ¢&i vstfebatelnosti v gastrointestinalnim traktu.
Z naSich ziskanych dat vyplyva, Ze inhibitory by mohly dobfe prochazet pres
biologické membrany. Slouceniny jsou CNS aktivni, pokud je hodnota jejich
tPSA mensi nez 60-70 A2. Kromé inhibitoru &. 4 tuto podminky splfiuji vdechny
vzorky i standardy. V kapitole 4.5.1 nam vSak hodnoty logP dokazuji, ze vzorky
inhibitordl jsou hydrofilni a budou pravdépodobné Spatné prochazet pres
biologické membrany. Dle literatury jsou smérodatnéjSi hodnoty logP, proto

predpokladame spisSe vysSi u€innost bis(pyridiniovych) soli na periferii [179].
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Tabulka 10 Hodnoty rozdélovacich koeficienti a tPSA testovanych inhibitor

logP logP ClogP tPSA [A?]
inhibitor

experiment | chemsketch | chemdraw | chemdraw

rivastigmin | 1,21+0,21 2,14 1,401 32,78

galantamin | 1,43+0,10 1,74 0,23 41,93

takrin 2,45+0,25 3,32 1,80 0

1 -6,45+0,57 -6,99 -6,04 46,48

2 -5,69+0,41 -5,75 -5,99 53,6

3 -5,20+£1,08 -6,10 -3,44 46,48

4 -5,08+0,38 -5,27 -4,46 80,62

5 -2,86+0,39 -2,64 -2,80 6,02

6 -0,72+0,09 -0,65 -0,73 6,02

7 -4,58+0,98 -4,67 -4,92 58,62

8 -3,9910,25 -4,80 -3,72 24,48

9 -5,8610,71 -5,73 -5,28 40,16

10 -3,9110,51 -3,71 -3,86 6,02
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5 ZAVER

Experimentalni ¢ast této diplomové prace se vénuje optimalizaci riznych
reakénich podminek pro spektrofotometrické stanoveni aktivity cholinesteraz
s vyuzitim DTNA jako chromogenniho Cinidla. DostateCné odezvy bylo

dosazeno pfii koncentracich substratu 2.10“4 mol/l a 4.10% mol/l a objemu

erytrocytl 15 pl.

Podminky stanoveni s Cinidlem DTNA byly srovnavany s cCastéji
vyzivanym Ellmanovym cinidlem DTNB. U DTNA Ize v porovnani s DTNB
pouzit vétsSi objemy erytrocytt (20 a 25 pl) a vétSi koncentrace substratu ATCh
(8.10*mol/l), aniz by klesala aktivita enzymu. Pfi stanoveni kinetickych
parametrd neinhibované reakce s Cinidlem DTNA, v porovnani s Cinidlem
DTNB, bylo pfi stejnych objemech pfidanych erytrocytll dosazeno vysSich

hodnot mezni rychlosti. Hodnoty Km byly témeér srovnatelné.

DalSi Cast této prace se vénuje stanoveni inhibiCnich u€innosti vybranych
deseti vzorkd  bis(pyridiniovych) soli jako potencialnich inhibitord
acetylcholinesterazy z lidskych erytrocytll a jejich porovnani se standardnimi
latkami. O uginnosti jednotlivych inhibitord vypovida hodnota ICso. Cim je ICso
niz8i, tim je dany inhibitor u¢innéjsi. Nejuc€innéjsi byl inhibitor €. 6 (1,1'-(dekan-
1,10-diyl)bis(4-benzylpyridin-1-ium). Podobnych hodnot dosahly i inhibitory ¢.
10 (1,1'-(dekan-1,10-diyl)bis(4-methylpyridin-1-ium), 5 (1,1'-(dekan-1,10-
diyl)bis(4-ethylpyridin-1-ium), 8 (1,1'-(dekan-1,10-diyl)bis(4-methoxypyridin-1-
ium), 2 (1,1'-(dekan-1,10-diyl)bis(4-cyanopyridin-1-ium). NejnizSi ucinnost pfi
inhibici AChE z lidskych erytrocytd vykazoval inhibitor &. 4 (1,1'-(dekan-1,10-
diyl)bis(4-karboxypyridin-1-ium). Zadny inhibitor nebyl uginné&jsi nez standard
takrin, ale vzorky €. 10 a 6 se mu blizily. Inhibitory €. 8, 5, 10 a 6 byly uc€innéjsi
nez standard galantamin. VSechny inhibitory byly u€inné&jSi nez rivastigmin.

V dal$i €asti byl stanovovan typ inhibice vzorku inhibitoru €. 10. Podle

grafu dle Lineweavera a Burka, kinetickych parametri Kvm a Vmax a jejich

vypoctenych poméru se jedna o smiSeny typ inhibice.

Poslednim cilem experimentalni ¢asti prace bylo stanoveni rozdélovaciho
koeficientu vybranych latek v systému n-oktanol:voda. Naméfené zaporné

hodnoty logP vypovidaji o hydrofilit¢ vzorkd inhibitord. Budou tedy hufe

64



prochazet pfes biologické membrany, jejich ucinnost bude vyssi na periferii.
Pfes biologické membrany budou pravdépodobné nejlépe prochazet inhibitory

¢. 6, 5 a 10, nejhdfe inhibitory €. 1, 2 a 9.
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