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Abstrakt

Tato prace se zabyva stanovenim enzymatické aktivity nékolika vybranych analogl
7-methoxytakrinu  (7-MEOTA). Ten je derivatem takrinu, ktery se pouzival
k symptomatické 1écbé Alzheimerovy choroby (AD), dokud nebyl nahrazen jinymi léky
s lepsim terapeutickym indexem. 7-MEOTA stejn¢ jako tarkin terapeuticky pusobi tim, ze
inhibuje acetylcholinesterazu (AChE) a zvySuje tak mnozstvi neurotransmiteru
acetylcholinu v organismu. Vykazuje podobnou silu a typ inhibice, ale narozdil od takrinu
je mén¢ toxicky. Nékteré diive zkoumané analogy 7-MEOTA byly stejné silnymi, nebo
dokonce jesté silngjsimi inhibitory AChE a tedy i slibnymi budoucimi 1é¢ivy. Navzdory
tomu ale latky analyzované v této praci vykazovaly vSechny slabsi inhibici enzymatické
reakce imensi afinitu k AChE. U kazdé ze zkoumanych sloucenin byly vypocteny
ukazatele ICsp, Kj a K a stanoven typ inhibice, kterym na AChE pisobi. Typ inhibice byl
u vsSech analogli 7-MEOTA smiSeny. Ve své teoretické Casti se prace zabyva projevy
a divodem vzniku AD, genetickymi faktory apod., pfi¢emz se snazi vyuzivat i nékterych

poznatkil a teorii z antropologického diskurzu.

Abstract

This thesis deals with effects of some chosen 7-methoxitacrine (7-MEOTA) analogues on
enzymatic activity of acetylcholinesterase (AChE). 7-MEQOTA is a derivative of tacrine,
which had been used for symptomatic treatment of Alzheimer’s disease (AD), until drugs
with better therapeutic index were developed. 7-MEOTA the same way as tacrine
therapeutically acts by inhibition of acetylcholinesterase and a neurotransmitter
acetylcholine rise in the organism. It shows similar strength and type of inhibition, but it’s
less toxic contrary to tacrine. Some of the previously examined analogues of 7-MEOTA
were as strong or even stronger AChE inhibitors than 7-MEOTA and so promising future
medicaments. However, all the compounds analyzed in this thesis showed weaker
enzymatic reaction inhibition and AChE affinity. For each of the examined compounds
ICs, Ki and Ki° were calculated and AChE inhibition type was determined. All the
7-MEOTA analogues showed a mixed type of the inhibition. The theoretical part of this
thesis deals with manifestations and origins of AD, its genetic factors etc. and tries to show

some of the anthropological findings a theories connected with the theme.



1 Uvod

Dle odhadti organizace Alzheimer’s Disease International (Wimo a Prince 2010) trpi
V soucasné dobé demenci celosvétove kolem 36,5 milionu lidi, v roce 2030 jich ma byt jiz
65,7 milionu a v roce 2050 dokonce 115,4 milionu. Tento odhadovany narust, souvisejici
s celkovym starnutim svétové populace, ma znaény dopad na jednotlivé ekonomiky
avsouctu predstavuje naklady (jak pifimé souvisejici s profesionalni socialni
a zdravotnickou péci, tak nepifimé vynakladané piibuznymi a opatrovniky postizenych
osob) prevysujici 600 miliard dolarti, coz se da srovnavat jen s pifijmy nejvétsich
kapitalovych spole¢nosti nebo statnich ekonomik. Napi. pifjmy Ceské republiky za rok
2009 &inily zhruba 974,6 miliard korun (Vlada Ceské republiky 2010), coZ je v piepoétu
(pii kurzu 17,5 K&/1 US dolar) ptiblizn¢ 55,7 miliardy dolard. Nejvetsi nartist poctu
postizenych je zaznamenavan v rozvojovych oblastech a zemich tfetiho svéta, ale vice jak

dvée tietiny zminovanych naklada lezi na ramenech Zapadnich zemi (Wimo a Prince 2010).

Prevazujici formou demence je Alzheimerova choroba (AD) vyskytujici se prevazné
u osob starsiho véku (sporadicka forma)®, pficemz pii dosaZeni 65 let se kazdych pét let
riziko vyskytu nemoci zdvojnasobuje (Bachman a kol. 1993, Bermejo-Pareja a kol. 2008).
Jde o progresivni neurodegenerativni poruchu se stiedni dobou trvani okolo 8,5 let (od
projevu prvnich klinickych ptfiznakti az po umrti). Nejvice zasazené jsou pfitom mozkové

struktury asociované s vys$$imi mentalnimi funkcemi (Francis a kol. 1999).

Pt 1écbé AD 1 jinych patologii se v poslednich letech nejvice uplatiiuje cholinomimeticka
lécba pomoci inhibitorli acetylcholinesterazy (Mangialasche a kol. 2010). Ackoli 1éky pro
AD na cholinomimetické bazi jiz nejsou jedinym medikamentem pro 1é€bu této patologie,
cholinomimeticka terapie stale predstavuje dulezité védni pole, které si zasluhuje svou

pozornost.

Cilem této kapitoly je nastinit podstatu AD a to jakym zpusobem souvisi s lidskym
cholinergnim systémem. Zaroven bych chtél zminit metody 1écby této patologie

vychazejici z cholinergni hypotézy AD vcetné latek a struktur, které se pfi ni uplatiuji.

1 Ztidka i mnohem dfive ve familiarni podobé& (Wimo a Prince 2010).



1.1 Alzheimerova choroba (AD)

Jak bylo zminéno, sporadicka forma AD patii mezi nejcastéjsi typy demence seniorského
véku a ackoli jeji fyziologické projevy byly odhaleny az na pocatku 20. stoleti (Jellinger
2006), prvni pisemné zminky o ,,senilni demenci* lze vystopovat hluboko do davnovéku.
Mezi ty nejstarsi, kterych je mozné se dopatrat, patii bezesporu spisy mudrce Ptahhotepa
(vezira faraona Dzekarea Isesiho) ze starovékého Egypta (z doby kolem roku 2350
pt. n. 1), v nichz si sté€Zuje na potize spojené s jeho pokro¢ilym vékem. Jeho slovy: ,,srdce
je prazdné, jiz se nedokaze rozpomenout na minulost® (anglicky pieklad viz Janssen

a Janssen 1996), pti¢emz srdcem je mysleno centrum mysleni (dle egyptské tradice).

Postupnou ztratu paméti a obecny pokles intelektualnich schopnosti jako doprovodny jev
starnuti nasledn¢ zminovali i mnozi anti¢ti autofi. Mezi jinymi napiiklad fecti filosofové
Platon ¢i Aristoteles, ¢i fimSti ucenci a myslitelé Cicero, Seneca starSi (a pozdéji 1 jeho
syn), fimsky cisaif Marcus Aurelius nebo jeden z nejznaméjSich starovekych 1ékait

Klaudios Galénos (Karenberg a Frostl 2006).

Detekovat piipady demence u prehistorickych populaci bude ale pravdépodobné mnohem
téz81, nez je tomu u analyzy historickych dokumentti. Nastésti existuje jest¢ jiny druh
zapisu informaci nez pisemny — geneticky. Byla identifikovana fada gent (viz dale) jejichz
alely zpusobuji zvysené riziko vzniku AD. S novymi metodami analyzy aDNA? pouzitymi
v nedavné dobé napiiklad pfi studiu Denisovanské jaderné DNA (Pennisi 2013), se ale

mozna rozuzleni podobnych otdzek brzy dockame.

Genetické predispozice samoziejme jeSté neznamenaji, ze Se u daného jedince urcita forma
demence vyvine. Obzvlast, kdyZ vezmeme v Gvahu pozdni néstup senilni demence
anizkou stfedni délku zivota pravékych populaci, ktera v mezolitu ani Vv neolitu
neptekracovala hranici tficeti let (Galor a Moav 2007). Mize nam ale mnohé napovédét
a ve vyjimec¢nych ptipadech snad i vyskyt demence dolozit, pokud by se nalezly ostatky
odpovidajici dostatecné vysokému véku s genetickymi markery ukazujicimi na moZny

vyskyt patologie. Byt pravdépodobnost takového nalezu je extrémné nizka, stale je nejspis

2 Z anglického ,,ancient ¢ili ,,starobyla DNA®.



vy$$i, nez zachovaly ndlez postizeného mozku archaického ptfedchliidce anatomicky

moderniho ¢lovéka.

1.1.1 Projevy AD

Poskozeni mozku pii AD se projevuje jak v poruchach kognitivnich funkci, tak
i V behavioralni roving€. S postupujici patologii AD se stupnuji i zmény v chovani.
U nemocnych se objevuji pfiznaky jako je popudlivost, zmatenost, agresivita, casté zmény
nalady (Forstl a Kurz 1999), poruchy v feCi (paraphasie) az ztrata tfeci (Frank 1996),
doprovazené narustajici apatii (Landes a kol. 2001), depresemi a ,,cestovanim* (bloudéni
bez cile, v kruzich apod.). Zménou prochazi tedy i osobnost nemocného (Forstl a Kurz

1999).

N 24

kratkodobé, pozd¢ji i dlouhodobé) vedouci k obtizim pii snaze rozpomenout se na nedavné
udalosti, ziskavat nové informace, nebo davat véci do kontextu (Bidckman a kol. 2004).
Mezi neméné zavazné pak patii poruchy abstraktniho mysleni, pozornosti, ¢i vnimani

(agnozie?, misidentifikace, bludy, anosognozie?, ...; Forstl a Kurz 1999).

Vsem vySe zminénym projevim AD ale pfedchdzi projevy fyziologické. Jedné se hlavné
ovznik viceméné rozpustnych oligomera ADLLs (Ap-derived diffusible ligands)
vytvarejicich se proteolytickym §tépenim z transmembranového APP> (Amyloid Precursor
Protein), které v mozku dale polymerizuji a tvoii extracelularni depozita (senilni/amyloidni
plaky) amyloidu B (AB; Lambert a kol. 1998). AP derivaty existuji v n€kolika formach.
Mezi nejznaméjsi patii 40-rezidudlni APi-40) @ 42-residudlni Af1-42), ale existuji i dalsi
(Benilova a De Strooper 2011) jako napft. 43-rezidudlni AB.43) (Saito a kol. 2011) nebo
pyroglutamatem modifikovany APs.a2) (Schilling a kol. 2008), které mohou mit pro
patologii AD zna¢ny vyznam. VSechny zminéné derivaty se mohou véazat na nikotinové
acetylcholinové receptory (nAChRs) a zplsobovat rdznymi, prozatim ne zcela

vysvétlenymi mechanismy, neuronalni poskozeni (Fodale a kol. 2006). Vzriist rozpustné

3 P o . “x " P o1 N xewr o o
Porucha vnimani prostoru vedouci ke $patné orientaci v prostoru a spole¢né s horsi koordinaci pohybi i k ¢ast&j$im urazim.
Nevnimani vlastnich limitd (své nemoci apod.).

> Ten je kriticky pro rust, pfeziti a obnovu neuront.



formy A (oligomery) je u AD povazovan za ukazatel synaptické degenerace a koreluje se
zavaznosti poruch kognitivnich funkci 1épe, nez je tomu u celkové zatéze C(itajici
i nerozpustna depozita (Lue a kol. 1999). I tak jsou ale senilni plaky S poruchami

kognitivnich funkci velmi ¢asto spojovany (Auld 2002).

Dalsimi projevy pak jsou intracelularni formace neurofibrilarnich klubi¢ek (Neurofibrilary
Tangles; NFT)® obsahujicich abnormalné& fosforylovanou verzi proteinu tau a stejné tak
| ztrata neurond a synapsi, ktera ma pravdépodobné za nasledek v pfevazné miie vyse
zminény deficit kognitivnich funkci (Duyckaerts 2009), nasledovany poruchami
cirkadialniho rytmu (Volicer a kol. 2001) a motoriky (Foérstl a Kurz 1999).

Akumulace extracelularniho AP se vyskytuje v parenchymu jako difuzni, fokélni, nebo
stelarni depozita (Delaére a kol. 1991) a v nékterych piipadech i v ramci cévnich stén
arterii, zil 1 kapilar, coz byva ovlivnéno zvySenym vyskytem alel genu APOE4 pro
apolipoprotein E (Thal a kol. 2002a). Vyskyt parenchymalnich a vaskularnich depozit AP
pak byva nésledovan akumulaci vysoce fosforylovaného proteinu tau, ktery byva
oznacovan za hlavni indikator propuknuti Alzheimerovy choroby (Duyckaerts a Hauw
1997) — prestoze existuji i poznatky, které mohou svédcit o opaku (napt. De Felice a kol.
2008). Na rozdil od amyloidnich plakt, které se mohou vyskytovat ve velké mife i u osob
s minimalnimi kognitivnimi poruchami (Duyckaerts 1997) a jsou tak spiSe ptredzveésti
nasledné AD, koreluje histopatologie proteinu tau s klinickymi symptomy AD velmi dobie

(napf. se ztratou neuroni — Cras a kol. 1995).

Patologie proteinu tau vétSinou zacind v entorhindlni kiife, rozsifuje se do hipokampu
a postupné zasahuje i isokortex (Braak a Braak 1991). Dochazi ke ztraté neurond, jejichz
povaha je zna¢né heterogenni a liSi se oblast od oblasti. Mechanismus ztraty neuroni
a synaptickych spojli zatim neni dostate¢n¢ objasnén, ackoli souvislost s proteiny A a tau
je nasnadé (Duyckaerts 2009). Topografie a progrese amyloidnich depozit je pfitom jina,
ale stejné¢ jako u vySe zminéné patologie proteinu tau neni ndhodnd a zavisi na stadiu
nemoci. Dle Braakova schématu (Braak a Braak 1991) se amyloidni plaky nejprve objevuji

V bazalnich c¢éastech kortexu, nasledné¢ pak v celém isokortexu, vyjma primdrnich

6 Kromé t&l neuroni v podobé NFT, se depozita proteinu tau vyskytuji i v v dendritech jako neuropilova vlakna a v axonech jako

neuritické korony senilnich plaki (Duyckaerts 2009).



kortikalnich ¢asti (hipokampus je zasazen jen mirn¢), a v konecném stadiu pak jiz ve vSech
isokortikalnich oblastech vcetné senzorickych a motorickych. Existuji ale i jiné studie,
které specifikuji postup ukladani amyloidnich depozit jinak. Napi. Thal a kol. (2002b)
definuje pét fazi progrese (1. isokortex — 2. hipokampus — 3. striatum a diencefalicka
jddra — 4. riiznd jadra mozkového kmene — 5. mozecek a pridruzend jadra mozkového

kmene).

AD se vyskytuje v nékolika riznych klinicko-patologickych formach souvisejicich s typem
postizeni’, typem propuknuti® a souvisejicim postizenim®. Kromé ,,pozitivnich* poskozent,
spojenych s akumulaci proteint (tau a AB) a ,,negativnich* souvisejicich se ztratou neuront

a synaptickych spoji, se da vymezit i oblast souvisejici s reaktivnimi procesy*°.

Pro stanoveni zdvaZznosti Alzheimerovy choroby byly vytvofeny rizné hodnotici metody.
Metodika Braakovych stadii (Braak stages — Braak a Braak 1991) napt. definuje Sest
vzajemn¢ navazujicich stadii vychazejicich z topografické distribuce NFT a neuropilnich
vldken. Od puvodni Khachaturianovy ,.Cernobilé” binarni metody je jiz upusténo
a prednost se dava pravdépodobnostnimu pfistupu, pfi kterém je nutné urcit stddium
(topografii poskozeni zpisobeného NFT), fazi (topografii amyloidnich depozit) a nejlépe
| zdvaznost poSkozeni. VyuZzivana k tomuto uéelu byvaji rtizna kritéria (napi. NIA™M
Reagan — Ball a kol. 1997) davajici uvedené parametry do vzajemné souvislosti, coz
v disledku umoziuje pfiblizné stanovit pravdépodobnost, s jakou se skute¢né jedna o dané
onemocnéni. Pro zjiSténi pfesné diagnozy je pak mozZné zvolend kritéria porovnavat
s kritérii jinych, podobnych nemoci, vytvaret relaéni tabulky a ziskavat tak informace

0 skute¢né povaze dané patologie (McKeith a kol. 2005).

/ Kdy se vyskytuji téméf bezvyhradné pouze amyloidni plaky (Tiraboschi a kol. 2004), anebo naopak v ptevazné mife jen NFT
(Bancher a Jellinger 1994).

8 Pfipady s identifikovanou mutaci genti ¢i s fokalnimi deficity spojené napt. s afazii — (Mesulam a kol. 2008) alexii ¢i vizualni agnozii
(Alladi a kol. 2007).

° Napf. Lewy body disease (napi. Uchikado a kol. 2006), argyrophilic grain dinase (Fujino a kol. 2005), vaskularni onemocnéni
(Jellinger a Attems 2007), hipokampalni skler6za (Amador-Ortiz a a kol. 2007), inkluze proteinu TDP-43 (Josephs a kol. 2008) a dalsi.

10 Zanéty probihajicimi v senilnich placich (Eikelenboom a kol. 2008), astrocytézou v postizenych oblastech (Cairns a kol. 1992),
a plasticitou (Probst a kol. 1983) spojenou s neurogenezi (Jin a kol. 2004), ktera se v mistech zasazenych AD také objevuje, ackoli se

u nové vytvorenych neuroni da piedpokladat neschopnost dospét do stadia plné funkénosti (Li a kol. 2008).

1 Zkratka: ,,National Institute on Aging*.



1.1.2 Dtivody vzniku AD

Prestoze systematicky prizkum nemoci probiha jiz fadu let, stadle se nepodafilo zjistit
pfi¢inu jejiho vzniku. CoZz nalezeni efektivni 1é¢by velmi znesnadnuje. S rostoucim
mnozstvim poznatkii se postupné objevovaly (a stile objevuji) nejruznéjs$i hypotézy
tykajici se etiologie AD. Kromé cholinergni hypotézy (viz nasledujici kapitola) byvaji

velmi ¢asto zminovany nasledujici 4:

e amyloidni (Hardy a Allsop 1991), kde je hlavni vyznam ptikladan AP, gentm,
které ovlivnuji jeho tvorbu apod.,

e tau (Mudher a Lovestone 2002), povazujici za hlavni spousté¢ hyperfosforylovany
protein tau a tvorbu NFT uvniti nervovych bunék!?,

e glutamatergni (Nyakas a kol. 2011), zaméfujici na moZnou excitotoxicitu tohoto
neuromediatoru, a

e demyeliniza¢ni (Bartzokis 2004) podle které dochazi k poskozeni myelinovych
pochev axont a tim k pferuseni vazeb mezi nimi. Depozita proteint tau a AP pak
vidi pouze jako duasledek reparacnich procesti zaméfenych na opravu téchto

poskozenych myelinovych pochev.

Ale existuji 1 jiné hypotézy, které zmifluji napf. ucinky oxidativniho stresu (Su a kol.
2008), nebo pilisobeni viru Herpes simplex u lidi nesoucich specifickou verzi genu pro

apolipoprotein E (ltzhaki a Wozniak 2008).

Urcitou roli by mohl hrat i acetylkoenzym A (acetyl-CoA), ktery je vyuzivan neurony
a gliovymi bunkami k ziskavani energie a syntéze riznych produkti. Cholinergni neurony
pfitom vyzaduji dodateéné mnozstvi této latky kvili syntéze a uvoliiovani acetylcholinu
(viz kapitola Cholinergni systém a cholinomimetickd 1é€ba AD). Jsou tedy i nachylné&jsi
k degeneraci, pokud je acetyl-CoA nedostatek. Acetyl-CoA sam je v mozku ziskavan
rozkladem pyruvatu'® za plisobeni enzymu pyruvatdehydrogenazy (PDHC). Jeji aktivita je
pfitom niz$i u fady neurodegenerativnich onemocnéni véetné AD, coZ by mohlo ukazovat

na zminény nedostatek acetyl-CoA (vice viz Szutowicz a kol. 2013 nebo Ri¢ny 2013).

12 Coz vede k dezintegraci mikrotubul, kolapsu transportniho systému neuronu (lgbal a kol. 2005) a pravdépodobné i k poruse jejich

biochemické komunikace a nasledné smrti (Chun a Johnson 2007).

13 Aniont kyseliny pyrohroznové vznikajici pfi glykolyze a alkoholovém i mlé¢ném kvaseni.

10



Objevuji se 1 nazory, ze jde o adaptivni mechanismus snizujici energetickou naro¢nost
mozku ve fazi Zivota, kdy jiz neni tolik nutné vstfebavat nové informace a je mozné se vice

spoléhat na jiz diive ziskané dovednosti (Reser 2009).

Fyziologické projevy vedouci k ubytku mozkové hmoty se navic u sporadické formy
Posledni zjisténi dokonce zmifuji, Ze prvni znamky vyskytu abnormalni formy proteinu
tau se daji v lidském mozku vystopovat jiz v obdobi détstvi a puberty (Braak a Del Tredici
2012).

Fyziologické projevy AD se tedy u jedinct objevuji v ramci jejich reprodukéné aktivniho
obdobi. Je proto celkem pravdépodobné, ze geny (jako napt. vySe zminény APOE4), které
rozvoji AD napomahaji (¢i ho urychluji), prosly béhem tisict let lidské existence uréitym
evolu¢nim vybérem a v obdobi reproduktivniho véku svym nositelim poskytovaly néjakou
vyhodu umoznujici zachovat jejich genetickou vybavu jako piinos generacim svych
potomku. Napt. dle vyzkumu Jaroslava Hubacka a kol. (2001) alela APOE4 genu pro

apolipoprotein E zvySuje jejich vlastnikiim $anci na dosazeni vy$siho vzdélani.*

Vv

svalovina (Aiello a Wheeler 1995). Pokles mnozstvi mozkovych bunék béhem rozvoje

AD, tak mtize byt jednou z cest, jak tuto energetickou naro¢nost snizit.

wZtrdta neuronti miize nekdy paradoxné vylepsit fungovani mozku. Tak jako se to déje pri
odumirani synaptickych spojeni a neuronu, které nebyly Siroce vyuzivany ... Vydrzovani
nepouzivanych neuronii za notného mnozstvi krve, kysliku a energie je marnotratné a jejich
ztrata udrzuje mozek zaostieny (na podstatné aspekty preziti) a efektivni (Doidge 2007:82,

prelozeno).*

Je zajimavé, e alela APOE4 byla pozorovana ve zvySené mife u Khoisani'

(Sandholzer a kol. 1995) a stejné tak i u Pygmeju (Zekraoui a kol. 1997). Populaci zijicich

14 Ve srovnani s nositeli alely APOE2 byl u alely APOE4 pomér vysokoskolaku a lidi se zakladnim vzdé&lanim pétkrat vyssi (Hubacek
a kol. 2001).

15 Khoisan (téz Kojsan, Khoesan nebo Khoe-San) je oznaceni etnické skupiny tvofené etniky Khoi-khoi (Hotentoty) a Sany (Kiovaky).

Vyssi Khoi-khoiové se tradiéné zivili predevsim pastevectvim, mensi Sanové lovem a sbéracstvim (Zimak 2003:10).
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v notné odlisnych klimatickych podminkach, ale podobajicich se lovecko-sbéracskym
zpusobem své obzivy. Vzhledem Ktomu, ze jsou Khoisanové povazovani za jedno
z nejstarsich etnik vibec (pfedpoklada se, ze se vydélili ze zbytku populace jiz pied vice
jak 180 000 lety; Semino a kol. 2002), je mozné, ze zminéna varianta genu muze byt
zaroven tou nejstarobylejsi. V tom piipad¢ by naSi vzdaleni pfedci byli kK vyskytu AD

mnohem nachylnéjsi, nez je lidska populace dnes.

Tuto domnénku mtize podpofit i fakt, ze i jiné etnické skupiny (stdle ¢i donedavna)
praktikujici lovecko-sbéra¢ské metody subsistence (ptivodni Australané, Papuanci,
Americané nebo Laponci) vykazuji zvySenou miru vyskytu alely APOE4. Naproti tomu
varianta APOE3, kterd je nejb&zngjsi, je nejcastéjsi u skupin spoléhajicich béhem své

soucasné i davné historie piedevsim na zemé&délstvi (Corbo a Scacchi 1999).'¢

Vazba mezi genem pro apolipoprotein E a formou obzivy je tedy nasnadé. A je celkem
pravdépodobné, ze alela APOE4 pii vhodném zplsobu subsistence neni ni¢im
maladaptivnim, ale pravé naopak. Naptiklad hladina cholesterolu v plasm¢ u Khoisant je
relativné nizkd (v priméru 149 ml/dl), a proto u nich dvakrat vyssi frekvence vyskytu
APOE4 nemusi byt velky problém. Pokud by ale jejich dosavadni formu subsistence
nahradil ten, ktery je bézny v USA a v Zapadni Evropé, méli by dvakrat vyssi nachylnost
k vyskytu arteriosklerdzy, nez maji dnes (Sandholzer a kol. 1995).

Vyse zminéné etnické skupiny, které k sobé maji fylogeneticky bez debat velmi blizko, je
navic mozné srovnat s zivo¢i$nymi druhy (piesnéji savei)'’, které jsou od ¢lovéka evoluéné
notn¢ vzdalené a ptitom vykazuji podobné fyziologické, kognitivni 1 behavioralni znaky
spojené rozvojem AD u lidi (Landsberg a Araujo 2005, Head a kol. 2005). A stejné tak
jako u lidi 1 u jinych druhti savch se tyto patologické projevy s v€kem pozvolna stupiiuji

(Schultz a kol. 2000).

U hladovéjicich nebo jinak stresovanych mysi byla navic pozorovana reverzibilni produkce

hyperfosforylovaného proteinu tau (hlavniho fyziologického korelatu AD; Planel a kol.

16 Jina varianta APOE2 se zase vibec nevyskytuje u pivodnich Americani (Corbo a Scacchi 1999). Takze pravdépodobné nebyla

Vv genetické vybaveé prvnich Americkych kolonizatort, ¢i byla postupné eliminovana.

17 Na rozdil od evolu¢né mnohem starSich organizmuii — ryb, obojzivelnikti a plazi (Finch a Sapolsky 1999).
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2001). Coz jednak naznacuje vazbu mezi hladovénim a AD a zaroven ukazuje na moznou
souvislost s dalsi chorobou, jejiz vyskyt se s vékem postupné zvysuje, s diabetem druhého
typu. Porucha produkce inzulinu ma totiz, jak se zda, podstatny vliv na tvorbu abnormalni

verze tau (Planel a kol. 2007).

Hladovéni zptsobuje pokles hladiny glukézy, inzulinu a leptinu, vzrast kortikosteronu
(Ahima a kol. 1996) a vede ke zna¢nému poklesu glukdézy v mnoha ¢astech mozku
(Garriga a Cuss6 1992). Je ale mozné, ze hyperfosforylizacni proces, ktery se u potkand,
potom co se nakrmi, vzdy vraci do normalu (tau se dehyperfosforyluje; Yanagisawa a kol.
1999), ma stejné tak jako v piipadé vyskytu v ramci AD stejny cil a to Setfit drahocennou
energii (Reser 2009). Obzvlast, kdyz vezmeme v potaz zvySeny vyskyt alely APOE4
U ptivodnich populaci praktikujicich lovecko-sbérac¢sky zptsob obzivy, anebo neustalé
zmény klimatickych podminek béhem stiidani dob ledovych a meziledovych, coz

pravdépodobné mélo znacny vliv 1 na mnozstvi potravy dostupné tehdy zijicim zastupciim

lidského druhu (Reed 1997, Wynn 2004).

Teorii ,,spofivé” alely ¢i gen (Corbo a Scacchi 1999), ktera byva ¢asto zminovana i
u diabetes mellitus druhého typu (Stoeger 2008), proklamujici, Ze tyto patologie vznikly
jako adaptace na nedostatek potravy, vS§ak mtize do ur¢ité miry zpochybnit nedavné zjisténi
britskych védeii. Dle jejich nazoru totiz stafeckd cukrovka neni nevylécitelnym
onemocnénim a tedy =zalezitosti Cisté geneticky naprogramovanou s vékem jako
nejdulezitéjsi proménnou. Po nékolika tydnech piisné nizkokalorické diety je totiz jeji
pribéh mozné zvratit a vratit citlivost organizmu na inzulin na normalni mez (Taylor

2013).

Navic, jak upozoriiuji Finch a Sapolsky (1999), alela APOE3 se u Zadnych jinych
organismu nevyskytuje. Je tedy vylu¢né lidskou formou genu pro apoliprotein E. To
jednak dokladéa archai¢nost alely APOE4 (bézné napiiklad u primati), ale 1 ukazuje na
moznou adaptivni roli APOE3 spojenou s lidskou dlouhovékosti a potfebou dostatecnych

intelektualnich kapacit 1 v pozdé&jsim véku.
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1.1.3 Genetické predpoklady AD

Pied tim, nez Alois Alzheimer poprvé v roce 1907 u své 55 leté pacientky identifikoval
fyziologické projevy AD (Goedert a Spillantiny 2006), byla spojitost zavaznosti
onemocnéni a dédi¢nosti uz néjakou dobu znama (Bertram a Tanzi 2005). Prvni formalni

studie byla ale publikovana az o mnoho let pozdé&ji (Sjogren a kol. 1953).

Nasledovala fada studii, které postupné prokazovaly zvyseny vyskyt AD u pifibuznych
lécenych pacientii. Napiiklad Heston a kol. (1981) potvrdil vyskyt AD u 40 % ptibuznych
125 pacient (u nichZ byla choroba dolozena pitvou). Podobné Chui a kol. (1985) objevil
znamky AD u 45 % pftibuznych 146 pacienti nebo Mayeux a kol. (1985) u 37 %
ptibuznych 121 pacientd.

Dédi¢nost choroby potvrzuji i geminologické (dvojceci) studie (Pericak-Vance a Haines
1995). Konkordance u monozygotnich dvojéat se podle nich pohybuje v rozmezi 40 —
50 %. U dizygotnich dvojéat je ale toto rozmezi mnohem vétsi. Cini 10 — 50 % a ukazuje
tedy, podobn¢ jako jiné piibuzenské studie, na zvySeny vliv genetickych faktori.
Vystopovat 1ze dokonce autozomalné dominantni typ dédi¢nosti (napt. Nee a kol. 1983)
astejné tak i znacnou spojitost Casného rozvoje nemoci S Downovym syndromem

a trisomii chromosomu 21 (Wisniewski a kol. 1985).

Jak jiz bylo zminéno vySe, AD se vyskytuje ve dvou typech. Ve familiarnim, ktery je
spojovan hlavné s ¢asnym nastupem nemoci (EOAD)'®, a ve sporadickém, spojovanym
s pozdé&j$im nastupem nemoci (LOAD)'. EOAD tvoti zhruba 1-6 % celkové prevalence
AD — tedy spise jen jeji nepatrnou ¢ast. Prvni pfiznaky choroby se u tohoto typu zacinaji
objevovat mezi 30-60 rokem zivota. Nastup mnohem castéjsi formy LOAD se pak tadi az
za tento interval, konkrétné¢ do doby mezi 60 a 65 rokem Zivota. Ptiblizné 60 % pacientl
s ranou formou nemoci ma v rodinné anamnéze vice piibuznych trpicich AD a z téchto
familiarnich ptipadd pak zhruba 13 % vykazuje autozomalné¢ dominantni typ dédicnosti
s minimaln¢ tfemi ptredchéazejicimi generacemi trpicimi touto chorobou (Bekris a kol.

2010).

187 anglického ,,Early On-set Alzheimer disease®.

197 anglického ,,Late On-set Alzheimer Disease*.
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Vyjma zminéného zlomku vyskyti AD ve familiarni podobé, kde jde o poruchy
jednotlivych gentl, valna vétSina ptipadt vykazuje mnohem komplexnéjsi multifaktorialni
typ dédicnosti, zahrnujici kromé fady vzajemné pusobicich gent 1 vliv environmentéalniho

prostiedi (Kamboh 2004).

Autozomalné dominantni vzor dédi¢nosti byl zatim identifikovan piedev§im u gend pro
Amyloid Precursor Protein (APP), Presenilin 1 (PSEN1) a Presenilin 2 (PSEN2). Gen pro
APP se vyskytuje na dlouhém raménku 21. chromozomu (21q21.2), jeho ptispevek
k dédi¢né forme nemoci je zhruba do 5 % a patologicky se zaéina projevovat mezi 40—-60
rokem zivota. PSENI je kddovan genem na dlouhém raménku 14. chromozomu (14q24.3),
k riziku vzniku EOAD pfispiva ze vSech vySe zminovanych gend nejvice — 50 az 75 %
a I nastup choroby je u né&j nejcasnéjsi — mezi 3058 lety. Posledné zminovany, PSEN2 se
nachazi na dlouhém raménku 1. chromozomu (1031-g42) a pfispiva k autozomalné

dominantni variant¢ AD naopak nejméné — do 1 %, S nastupem nemoci v rozmezi 45 az 88

let (Vilatela a kol. 2012).

V polovingé 80. let (Glenner a Wong 1984a) byl z amyloidnich plakt spojovanych s AD
izolovan polypeptid, ktery byl nazvan amyloid beta AP, kvuli své struktufe pfipominajici
¢astecné list slozeny do tvaru pismene beta. Podobny protein byl nalezen i u Downova
syndromu. Oba dva proteiny se pfitom skladaly z identické sekvence 28 aminokyselin
(Glenner a Wong 1984b). Vazebné studie pak lokalizovaly gen na dlouhém raménku 21.
chromozomu, ktery mél na svédomi casny rozvoj (po 40. roce) amyloidnich depozit
a neuropatologickych projevii AD u Downova syndromu. Odtud uz byl jen krac¢ek k izolaci
zminéného genu i k odhaleni jeho skute¢ného produktu APP. Ten je ve skuteCnosti

mnohem vétsi, nez jeho derivaty ve formé AP (Goldgaber a kol. 1987).

Pozdé&ji byly také identifikovany u ¢Elenl postizenych rodin prvni mutace tohoto genu.
Napiiklad Goate a kol. (1991) objevil missense mutaci, ktera diky zaméné aminokyseliny

(podobné jako tieba u srpkovité anémie) vede k abnormalni verzi vysledného proteinu.

APP je kdédovan 18 exony, tvofen 770 aminokyselinami a Stépen tfemi druhy proteaz — a,
a y sekretazou (Tomiyama a kol. 2008). Pouze [ a y sekretazy jsou ale schopné vytvaret AP
shlukujici se do nebezpeénych oligomert (viz kapitola o projevech AD). VétSina

odhalenych mutaci se pfitom nachédzi na 16 a 17 exonu, které koduji St€épné misto pro
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v sekretazu (Tandon a kol. 2000). K dnesnimu datu bylo identifikovano jiz vice jak 30
missense mutaci genu pro APP. Pfiblizn¢€ 25 z nich je patogennich a ve vétSiné piipadii
vedou k rozvoji EOAD (Cruts a kol. 2012). Detekovany byly také dvé recesivni mutace
APP genu lisici se od prevazujicich dominantnich forem pfedevsim tim, Ze zpisobujici

onemocnéni pouze v homozygotnim stavu (Di Fede a kol. 2009, Giaccone a kol. 2010).

V ptipadé Downova syndromu jsou patologické projevy AD patrné¢ zplsobeny
nadprodukci APP spojenou s nadbyte¢nou kopii 21. chromozomu (Zekanowski a Wojda
2009). Delece a duplikace se sice také objevuji, ale jsou velmi vzacné a s netplnou
penetraci (Hooli a kol. 2012). Dulezitost APP pii vzniku AD doklada také alela A673T
nalezend u islandké populace, ktera zhruba o 40 % snizuje produkci amyloidnich peptidi
in vitro a zaroven i sniZzuje pokles kognitivnich schopnosti u zdravych jedinct (Jonsson
a kol. 2012)

O néco pozdéji po APP byl identifikovan gen PSEN1 jako hlavni pficina familidrni formy
AD (Cruts a kol. 1996). PSEN1 spole¢né s dalsimi geny koduje latky potiebné pro
spravnou a stabilni funkci y sekretdzy. Sklada se z 12 exont, které koduji 467
aminokyselin (De Strooper a kol. 1998). Jeho rizné mutace zpisobuji nejvaznéjsi formy
EOAD vV pievazné vétsing s plnou penetraci (Bekris a kol 2010).2° U jedné ze studovanych
mutaci PSEN1 bylo naptiklad identifikovdno postupné snizovani kognitivnich schopnosti
jejich nositelt v dobé predchazejici zhruba o dvé dekady ndstup prvnich klinickych
piiznakt (Acosta-Baena a kol. 2011). Ptitom nastup choroby je zde velice nizky — atakuje
hranici 30 let (Vilatela a kol. 2012).

Vyrazné méné nebezpecny je pak PSEN2 objeveny v poloviné devadesatych let (Levy-
Lahad a kol. 1995). Jedna se o gen velice podobny PSEN1, ktery je s nim v mnoha mistech
sekvenéné homologni (Rogaev a kol. 1995). PSEN2 se sklada z 12 exont kodujicich 448
aminokyselin (Kimberly a kol. 2003). Podobné jako PSEN1 ma vliv na aktivitu a funkci
vy sekretazy a zménu pomeéru APi.az) K AP-40) u Cloveka i u mysi (Baulac a kol. 2003).
Stejné jako v ptipadé mutaci APP je pak vysledkem nadmérné zvySeni hladiny Ap1-42), coz
poté nejspise vede k odumirani neuronit a demenci (viz amyloidni hypotéza vzniku AD

vyse).

20 Ackoli byly popsany i ptipady s netplnou penetraci (Rossor a kol. 1996).
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Kromé vysSe zminénych, je také mozné, Ze se pii rozvoji (nejen) EOAD uplatiiuji i nekteré
mutace genu pro protein tau. Nadbytek patologické hyperfosforylované verze tau se
nevyskytuje pouze u AD, ale 1 u jinych nemoci, mezi které patii napiiklad
frontotemporalni demence. U familiarni autozomalné¢ dominantni formy tohoto
onemocnéni piitom byly nalezeny mutace tau genu na 17 chromozomu, které by

s rozvojem nemoci mohly ptimo souviset (Hutton a kol. 1998).

Gen pro tau produkuje fadu riiznych izoforem v zavislosti na rizném sestfihu molekuly
(Goedert a kol. 1992). Piesto bylo zjisténo, ze nékteré mutace zminéného genu snizuji
schopnost proteinu tau interagovat s mikrotubulami neuront (coz muze vést az k jejich
smrti) a zaroven zpusobuji jeho nadprodukei, kterd pak vede k hromadéni tohoto proteinu

V mozcich pacienti trpicich AD (Munshi a Ahuja 2010)

Genetické zaklady LOAD jsou ale zda se mnohem komplexnéjsi, nez je tomu v piipadé
EOAD. Klasické mendelistické vzorce dédi¢nosti se u ni bohuzel zatim nalézt nepodatilo
a jak jiz bylo zminéno, s velkou pravdépodobnosti se jedna o multifaktorialni onemocnéni
zahrnujici fadu genli ve vzdjemné interakci soucasné s vlivem zevnich faktorti. VétSina

piipadi LOAD je sporadicka s zadnou rodinou anamnézou nemoci (Vilatela a kol. 2012).

Hlavni rizikovy geneticky faktor, ktery byl prozatim odhalen, je jiz zminovana alela genu
APOEA4 pro apoliprotein E, vyskytujici se ve zvySené frekvenci u pacientt trpicich LOAD
(Kamboh 2004). Lidsky apoliprotein E se vyskytuje v fadé organti. Nejvice v jatrech a dale
pak v mozku (Mahley a Rall 2000). V tom je produkovan pievazn¢ astrocyty, v mensi mife
pak mikrogliemi a za ur€itych podminek i neurony (Kim a kol. 2009). Je jednim z hlavnich
lipoproteint regulujicich metabolismus lipidt (fizenim jejich transportu a distribuce mezi

riznymi tkanémi a typy bunek; Mahley 1988).

Gen pro tento protein se nachazi na dlouhém raménku 19. chromozomu (19q13.32) a je
tvofen Ctyfmi exony kodujicimi 299 aminokyselin. VSechny tii vySe zminéné alely
(APOE2-4) jsou formou dvou jednonukleotidovych polymorfismt (SNP) v ramci ¢tvrtého
exonu (Mahley 2000).
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Problémova APOE4 se vyskytuje u vice jak 50 % pacientl trpicich LOAD. Jedna jeji alela
zvysuje riziko vyskytu této nemoci tiikrat, dvé kopie dokonce dvanactkrat (Corder a kol.
1993). Alela APOE2 naopak vykazuje spiSe protektivni uc¢inky proti LOAD (Corder a kol.
1994). Vyskyt APOE4 ale automaticky neznamena, ze se patologie rozvine. A naopak
Iulidi sjinymi alelami genu existuje moznost, ze diive ¢i pozdé&ji AD postihne i je.
Polymorfismus genu pro apoliprotein E proto neni mozné brat jako spolehlivy ukazatel
mozného vyskytu LOAD u pacienta (Roses 1996).

To, ze k rozvoji AD notnou mérou piispiva, dokazuji ale naptiklad studie provedené za
pouziti magnetické rezonance na nositelich APOE4 — détech, adolescentech i na pacientech
trpicich AD. U vSech téchto skupin byl pozorovan znatelny pokles v objemu entorhinalni
ktry (Shaw a kol. 2007). U padesatnikii s touto alelou byl navic rozpoznan vétsi pokles
kognitivnich schopnosti neZ u nositeldl jiné verze tohoto genu (Caselli a kol. 2009), coz

spole¢né ukazuje na mozny rozvoj patologie jiz od raného véku.

Mezi geny zplsobujici nachylnost ke vzniku LOAD patii i dynamin 2 (DNM2) objeveny
Ujaponské populace. Zajimavé pfitom je, Ze problémy patrné zpusobuje pouze
V neptitomnosti alely APOE4 (Aidaralieva a kol. 2008). DNM2 je definovan dvéma SNP
a nachazi se na kratkém raménku 19 chromozomu (19pl3.2). Je homologni k dynaminu 1
astejn¢ jako on se nejspiSe uplatituje pii neurodegenerativnich procesech spojovanych

s AB (Kelly a kol. 2005).

Kromé vyse zminénych APOE4 a DNM2 existuje 1 celd fada dal§ich genii potencialné
nebezpecnych pro vznik LOAD. U zadného z nich ale zatim jesté nebyly publikovany tak
presveédcive vysledky, jako pravé u APOE4 (Vilatela a kol. 2012).

Mezi jinymi je mozné zminit naptiklad nékteré varianty genu, ktery se nachazi na kratkém
raménku 12. chromozomu (12p13.3) pro alfa-2-makroglobulin — glykoprotein s inhibi¢nim
ucinkem na proteindzy, ktery byl nalezen v neuritickych placich (Blacker a kol. 1998).
Nebo tieba specifické alely geni ABCALl (Wavrant-De Vrieze a kol. 2007), ABCA2

(Mace a kol. 2005), uplatnujici se pfi metabolismu cholesterolu a fosfolipidi.

18



Velice slibné se pfitom jevi celo-genomové asociacni studie (GWAS)?* snaZici se odhalit
statisticky vyznamné polymorfismy DNA testovanim statisicit SNP v ramci celého genomu
pacientd trpicich LOAD proti genomu zdravych jedinct (Manolio 2010). Mohou tak byt
velmi wuzitecné pii odhalovani kandidatnich geni — dalSich potencidlnich faktort

pusobicich na vznik a rozvoj LOAD.

Dvé ztéchto studii nedavno identifikovaly rizikové alely gent pro klusterin, n¢kdy
nazyvany i apoliprotein J (CLU nebo také APOIJ), fosfatidylinositol vazajici klathrin
shromazd'ujici protein®?> (PICALM) a pro CR1 (jenz se uplatituje pii tvorbé receptoru
Knopsovi krevni skupiny)??. Prvni z nich se nachéazi na kratkém raménku 8. chromozomu
(8p21-p12), druhy na dlouhém 11. chromozomu (11914) a tfeti na dlouhém raménku
1. chromozomu (1932).

Prvni studie testovala 5964 ptipadi LOAD proti 10188 zdravym jedincim (PICALM
a CLU — Harold a kol. 2009), druha 5887 ptipadu proti 8508 zdravym jedincim (CLU
aCR1 — Lambert a kol. 2009). Probéhla i nezavisla ovéfovaci studie na rozdilnych
subjektech (vSechny byly star$i 60 let) ¢itajici 15239 jedincii z riiznych casti svéta. Navic
se zamg¢fila 1 na interakci zminénych genli navzdjem mezi sebou a také S genem pro
apoliprotein E. Vysledky potvrdili zvySené riziko vyskytu LOAD pro zkoumané alely
téchto tfi genli a navic odhalily jesté vice zdvazny synergicky efekt v ptipadé¢ APOE4
a PICALM (Jun a kol. 2010).

V jiné GWAS byly zase napiiklad testovany SNP genti bézné spojovanych s EOAD (APP,
PSEN1 a PSEN2), tak aby bylo mozné stanovit, zda se né¢jakym zptisobem nepodileji i na
vzniku LOAD. Analyzovana byla DNA 3940 pacientii s LOAD a 13373 zdravych jedinct.
Vysledky ale zminénou domnénku nepotvrdily (Cruchaga a kol. 2012).

Tyto GWAS pfitom reprezentuji jen malou ¢ast z celé fady rozsahlych studii, které byly
Vv poslednich letech publikovany a jeZ obsahuji jesté¢ vétsi pocet kandidatnich gent.

Naptiklad vroce 2011 bylo zvefejnéno 12 studii popisujicich vice jak 40 novych

21z anglického ,,Genome-Wide Association Study*.
22 Anglicky: ,,Phosphatidylinositol Binding Clathrin Assembly Protein®.

23 Anglicky nazev zni: ,,Complement Component (3b/4b) Receptor 1 (Knops blood group)*
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rizikovych polymorfismii. Ani pies jejich velké mnozstvi nebyla ale ani s jejich pomoci
zatim identifikovana zadné varianta genu, kterd by vykazovala tak silné korelace jako jiz

vySe zminéna alela APOE4 (Vilatela a kol. 2012).

V piipadé EOAD s autozomalné dominantnim typem dédi¢nosti je riziko vzniku choroby
u potomkt pacientti trpicich EOAD 50 %. U LOAD je ale kvili zahrnuti celé dalsi fady
choroby, ze riziko onemocnét LOAD je u kohokoli zhruba 10-15 %. U ptimych potomku
pacientd s LOAD se pak toto riziko zvySuje na 20-25 % (Bird 1993). Bohuzel, jak jiz bylo
zminéno, spolehlivé je prozatim mozné V presymptomatické fazi geneticky stanovovat

pouze rozvoj EOAD.

K pochopeni genetickych pticin AD (obzvlasté¢ LOAD) vede zatim jesté, jak se zd4, dlouha
a trnita cesta. Piesto je genetika, co se tyce vyzkumu AD, momentalné nejprogresivnéjsi
oblasti (Bertram a Hampel 2011). Pocet novych genetickych faktorti spojovanych s rizikem
vzniku sporadické formy AD se kazdy mésic neustale zvySuje (Bertram a kol. 2007).
Objem genu, jejichz kumulativni ptisobeni miize zvySovat (tieba i nepatrnou mérou) riziko
AD tak nabira stale vétSich rozmérii, coz zaroven i vybizi ke studiu a k porozuméni tomuto
komplexnimu systému (Bertram a Hampel 2011). Jeho lepsi a hlubsi pochopeni pfitom
bude patrné v nasledujicich letech stézejni pro vyvin novych diagnostickych nastroji

a snad 1 efektivnéjsich a uc¢innéjsich 1€ku.

1.1.4 Lécba AD

Systematicky biochemicky vyzkum mozku pacienti trpicich Alzheimerovou chorobou
zaCal na prelomu 60. a 70. let dvacatého stoleti se snahou najit a jasné¢ definovat
neurochemické abnormality zplsobujici vznik a rozvoj této nemoci. V poloviné 70. let pak
byl u nemocnych postizenych AD objeven vyrazny deficit enzymu cholin acetyltransferazy
(ChAT)?**, zodpovédného za syntézu acetylcholinu (Bowen a kol. 1976). Nasledné objevy
pak potvrdily vyznamny presynapticky cholinergni deficit (napf. Whitehouse a kol. 1983)

24 Systematicky IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) nazev: acetyl-CoA:choline O-acetyltransferase; EC

(Enzyme Commission) ¢islo: 2.3.1.6
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a diky odhaleni vazby mezi acetylcholinem (ACh), u¢enim a paméti (Drachman a Leavitt

1974) pak tyto studie daly vzniknout cholinergni hypotéze Alzheimerovy choroby.

Ta stavi na predpokladu, ze degenerace cholinergnich neuronti v bazalnim ptfednim mozku,
a s tim spojena ztrata cholinergnich vazeb s mozkovou ktrou a dal§imi jinymi oblastmi,
vyrazné prispiva k postupnému zhorSovani kognitivnich funkci pozorovatelnych u pacienti
trpicich AD (Bartus a kol. 1982). Predpoklada také, ze podavéani 1€ki, umociiujicich
pusobeni centralnich funkci cholinergniho systému v organismu, mize vést ke zlepSeni
kognitivnich a piipadné i behavioralnich projevii souvisejicich s vyskytem AD (Francis

a kol. 1999).

Mezi pfistupy vychéazejici z cholinergni hypotézy AD patfily napf. prvotni pokusy
zamétujici se na ndhradu prekurzort ACh (napf. cholinem nebo lecitinem), které ale
nedokazaly zvysit centralni cholinergni aktivitu. Jiné pfistupy se pak zamétovaly na vyuziti
inhibitorti cholinesteraz (ChEl), které hydrolyzu acetylcholinu redukuji, a posléze pak i na
muscarinové (Fisher 2008) a nikotinové (Dunbar a kol. 2007) cholinergni mozkové

receptory.

Z pochopeni molekuldrni patologie nemoci se pak dale jesté vyvinuly pfistupy zahrnujici
napiiklad nervovy ristovy faktor®> (NGF?®; Treanor a kol. 1995). Probé&hly i vyzkumy
zameértujici se na vyuziti fetalnich tkanovych $tépi bohatych na ACh a jejich implantaci do

poskozené tkané (Ridley a kol 1994).

vvvvvv

hypotézy AD zaméfeny na cholinomimetickou symptomatickou 1écbu AD s pouZitim
inhibitoru acetylcholinesterazy (AChE) a butyrylcholinesterazy (BChE). To doklada i fakt,
ze vétsina soucasnych 1ékti uréenych k 1é¢bé AD je prave na této bazi (Mangialasche a kol.

2010).

25 Ten vychazi z faktu, ze cholinergni neurony v bazalnim prednim mozku obsahuji receptory citlivé na NGF. Pfi nitrozilnim podavani
tohoto ristového faktoru bylo pozorovano zpomaleni rozvoje nemoci a ur€ité zlepSeni v behavioralni i kognitivni oblasti (Treanor a kol.

1995).

26 Z anglictiny: Nerve Growth Factor. Pouziva se i oznaceni Nerve Neurotrophic Factor.
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1.1.5 Léciva pro lécbu AD

Prvni 1éc¢ivo, které bylo schvéleno k 1¢cbé AD (v né€kterych, ale ne ve vSech zemich) byl
takrin. Pfedstavoval prvni generaci cholinomimetickych drog. Ackoli jeho podavani
pacientim s AD vedlo K statisticky vyznamnym pozitivnim vysledkim (Eagger a Harvey
1995), mél 1 fadu neptiznivych vedlejSich u¢inkl, mezi které patiila pfedevSim hrozici
hepatotoxicita vedouci Casto k do¢asnému pieruseni 1€cby (Wilcock a kol. 1994) a dale pak
nevolnost, zvraceni ¢i prijem (Schneider 1993) spojeny s ptiliSnou stimulaci cholinergniho

systému v perifernich ¢astech organismu (Francis a kol. 1999).

Pfi vyvoji druhé generace cholinomimetickych 1€kt pak bylo cilem odstranit ¢i alespon
vyrazné omezit negativni vedlejsi U¢inky, které se vyskytovaly u prvni generace léCiv
urenych pro symptomatickou lécbu AD, a zaroven tim i umoznit co nejvice posunout
hranici pro maximalni moZznou medikaci 1éCiva, tak aby se dalo dosdhnout co nejlepSich
terapeutickych ucinkt. Mezi 1é¢iva na bazi inhibice cholinesterazy (ChE), kterym se do té
¢i oné miry podafilo zminéné pozadavky splnit, patfili napf. donepezil (Rogers a kol.
1996), rivastigmin (Corey-Bloom a kol. 1998) ¢i galantamin (Aerssens a kol. 1999), které
jsou pro 1écbu AD pouzivany dodnes (Mangialasche a kol. 2010).

Nyni se pro symptomatickou 1é¢bu AD vyuziva pouze jeden 1€k, ktery neni na bazi
inhibice ChE (Tabulka 1). Jde o memantin (chemicka struktura ChEl a memantinu viz
Obrazek 1). Tento nekompetitivni blokator NMDA glutamernich receptorti®” na rozdil od
ChEI nezvySuje cholinergni transmisi, ale zaméfuje se na snizovani excitotoxicity
glutamatu (Mangialasche a kol. 2010) a byva ¢asto pouzivan i v kombinaci s nékterym

z cholinomimetickych 1é¢iv (Tariot a kol. 2004).

Z vyse zminénych cholinomimetickych drog neni v Evropé povolen donepezil (ackoli
napf. v USA je pro lécbu AD schvalen) a jiné cholinomimetické 1é¢ivo (pusobici jako
inhibitor AChE) Huperzin-A (Wang a kol. 2009) je zase schvileno pouze v Cing
a Vv n¢kolika dalSich statech je pak povoleno jako dopln€k stravy. Klinické testy mimo

Cinu pro n&j pii tom neexistuji (Mangialasche a kol. 2010).

27 f s . ‘ wr L B . STV f11 p X
NMDA (N-methyl-D-aspartatové) receptory jsou glutamatem fizené iontové kanaly, nachdzejici se v centralni nervové soustave.

Mimo jiné maji vyznam pro synaptickou plasticitu a funkce spojené s u¢enim (Li a Tsien 2009).
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V soucasné dob¢ probihd mnoho klinickych a experimentalnich studii (Obrazek 2)
snazicich se vyvinout nova l1é¢iva, kterd by nejen zmirnovala projevy nemoci, ale dokazala
by, Vv nejlepSim ptipad€, jeji rozvoj i zvratit. Mnoho studii bohuzel v nedavné dobé
ztroskotalo v dusledku manazerskych a strategickych chyb, které nedovolily posunout dana
1é¢iva do dalsi faze vyvoje (Mangialasche a kol. 2010). Rada znich pii tom dle
Mangialasche a kol. (2010) spocivala v neschopnosti piekonat siln¢ zakofenéné
redukcionistické paradigma®®: ,jeden protein — jedna droga — jedna nemoc®, které se

objevilo v nedavné dob¢ v souvislosti s hlubsim pochopenim podstaty nemoci.

1.2 Cholinergni systém a cholinomimeticka lécba AD

Cholinergni systém vyuzivajici neuromediatoru ACh zasahuje do riznych ¢asti organizmu
a uplatiuje se v ramci rtiznych organovych soustav a systémii (dychaci, travici, endokrinni,
rozmnozovaci, ...). Je soucasti jak centrdlni nervové soustavy (CNS), tak periferni (PNS),
ale spojovan je nejcastéji s jeji autonomni vegetativni ¢asti (autonomni nervova soustava;
ANS) a jejimi parasympatickymi nervy, které jsou pievazné cholinergni®®. Tato
strukturdlni komplexita cholinergniho systému mize nasledné vést k nezddoucim
komplikacim pfi cholinomimetické 1é6¢b&*°, pokud je cilena hlavné na CNS (jako v piipadé

AD).

Cholinergni systém mozku, na ktery se cholinomimeticka 1écba AD pievazné zaméfuje, se
skladd z Sesti hlavnich centralnich cest (Chl — Ch6), kterymi proudi nervové vzruchy
z jader (nucleus) cholinergnimi vlakny do inervovanych oblasti (Mesulam a kol. 1983).
Cholinergni neurony v bazalnim pfednim mozku tvofici medialni septum (MS; skupina
Chl), vertikalni a horizontalni rameno stria diagonalis (VRSD a HRSD; skupiny Ch2
a Ch3) a nucleus basalis Meynerti*' (NBM; skupina Ch4) inervuji celou mozkovou kiiru

a Casti limbického systému (Kobayashi a Isa 2002).

28 Spravngjsi model by dle zminénych autor mél byt spiSe vicetroviiovy (na trovni genu, proteind, organel, bunék, organi, celého
organismu, prostedi) a sitovy (droga vétsinou ovliviiuje vice entit) nez jednotroviiovy linearni, ktery vedl u mnoha studii, jak bylo

zminéno, k netispéchu.
29 U postgangliovych synapsi sympatiku jsou cholinergni pouze ty, které jsou umistény na potnich zlazach.
30 Napt. riizné vedlejsi Gcinky lé¢iv, jako je nevolnost, zvraceni, apod. (Schneider 1993).

31 U laboratornich potkant je tato ¢ast nazyvana nucleus basalis magnocellularis (Lucas-Meunier a kol. 2003).
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Neurony MS inervuji hipokampus a neurony VRSD a HRSD zase anteriorni ¢ast gyrus
cingulatus a c¢ichovy bulbus. VRSD navic také miii do hipokampu. NBM pak vysila
projekce do amygdaly, do zbytku kortikalniho plasté, do frontoparietalniho operculum a do
medialnich kortikalnich regioni (Auld a kol. 2002). Cholinergni neurony nucleus
tegmentalis posterolateralis (skupina Ch5) a nucleus tegmentalis pedunculopontinus
(skupina Ch6) zase inervuji pontomedularni retikularni formaci, stfedni vrstvu superior
colliculus, rizna talamickd jadra a dopaminergni neurony v okoli tegmentum pontis
(Kobayashi a Isa 2002).

Piitom funkce jednotlivych oblasti inervovanych cholinergnimi drahami se velmi lisi
a stejné tak se 1isi i funkce jednotlivych ¢asti cholinergniho systému mozku. Cholinergni
systém bazalnich jader a neokortexu vyrazné¢ ovliviluje vizudlni slozku pozornosti
(Sahakian a Coull 1994, Pang a kol. 1993), ale naopak se nijak neuplatiiuje v pamétovych
procesech (Voytko a kol. 1994, Winkler a kol. 1995). Septo-hipokampalni cholinergni
drédhy se naproti tomu zase podileji na kratkodobych prostorovych (pracovnich)
pamétovych procesech (McAlonan a kol. 1995) a drahy mezi stria diagonalis a gyrus
cingulatus pro zménu na schopnosti kondicionalniho uceni v zavislosti na vizualnich

podnétech (Muir a kol. 1996).

Navic cholinergni vazby mezi bazdlnimi jadry a amygdalou se nejspiS uplatituji pfi
potlacovani afektivniho podminovani (Selden a kol. 1991) a cholinergni drahy mozkového
kmene inervujici thalamus pravdépodobné zase ovliviiuji, spolecné s dopaminergnimi
neurony stfedniho mozku, procesy souvisejici s primarnim nabuzenim organismu
a behavioralni aktivaci. Tyto procesy se pak uplatiuji pii cyklech®® souvisejicich se
sttidanim bdélého stavu a spanku (Semba 1993), coz se pravdépodobné déje
prostiednictvim inhibice delta vin charakteristickych pro hluboky spanek (Steriade a kol.
1991).

Obecna angazovanost cholinergniho systému ve strukturach souvisejicich s celkovym
nabuzenim organismu, pozornosti a sousttedénim tak napt. u pokrocilejsi formy AD miize
zlepSovat nékteré zakladni behavioralni ¢i kognitivni schopnosti, ale dle nazoru, ktery

zastava Everitt a Robbins (1997), nemlze nabuzovat/povzbuzovat to, co jiz vzhledem

32 Cirkadidnni a ultradidnni (zde obzv14sts spankové) rytmy.
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k pokrocilé demenci neexistuje. Zaroven ale existuji naznaky, ze se cholinergni systém
uplatiiuje i pfi neurogenezi (Cooper-Kuhn a kol. 2004), coz vySe zminénou tezi, Ze by se
cholinergni 1é¢ba méla zaméfit pouze na prvni stadia nemoci (kdy mozek jesté neni tolik

poskozeny), do jisté miry vyvraci.

Cholinergni hypotéza spojuje cholinergni systém mozku s AD, zaroven ale hraje roli 1 pfi
riznych jinych onemocnénich jako je napf. Parkinsonova choroba (Dubois a kol. 1983),
Creutzfeldt-Jakobova choroba (Arendt a kol. 1984), Downtliv syndrom (Yates a kol. 1980),
Korsakoviiv syndrom (Arendt a kol. 1983) nebo dementia pugilistica®® (Uhl a kol. 1982).
Navic je pravdépodobné, ze urcity deficit ve fungovani cholinergniho systému se uplatiiuje
1 pii bézné nepatologické formé stafecké demence (Schliebs a Arendt 2011). Stejné tak je
ale mozné, ze svou roli hraje (konkrétn€ji nAChRs) 1 v ptipad¢ hyperkinetické¢ poruchy
spojené s poruchou pozornosti**. Postizeni jsou pak vice nachylni ke kompenzalni
nikotinové zavislosti, kterd nahrazuje stimulaci nikotinovych acetylcholinovych receptorii

(Potter a kol. 2006).

1.2.1 Acetylcholin (ACh)

Acetylcholin je neuromediator tvofici spolecné se svymi receptory (muskarinovymi
a nikotinovymi), pojmenovanymi podle jeho zndmych agonisti (muskarin a nikotin), jedny
z hlavnich slozek cholinergniho systému organismill. Svou c¢innosti podporuje funkce
cholinergniho systému (viz vyse), které ale do dneSnich dnii stdle nebyly vSechny

dostatecné spolehlivé a uspokojivé objasnény (Van der Zee a kol. 2011).

Systematicky nazev ACh  [CH3COOCH,CH,;N*(CHs)s] je  2-acetoxy-N,N,N-
trimethylethanaminium a chemicky se jedna o ester kyseliny octové [CH3;COOH] a cholinu
[(CH3)sN*CH,CH,OHX]*. Je syntetizovan ChAT, enzymem (monomerni globularni

33 Znama také jako chronicka boxerska encefalopatie nebo boxerska demence.

34 Znama také jako Attention Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD), dtive lehka détska encefalopatie (LDE) &i lehka mozkova
dysfunkce (LMD).

35 % znézortiuje anion (napt. chloridovy & hydroxilovy).
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protein; Oda 1999) vytvafenym v perikaryonech?® cholinergnich neuronti a dopravovanym

pomoci axoplasmatického?” transportu az k jejich synaptickym konctim (Frizell 1970).

ChAT katalyzuje transfer acetylové skupiny [COCHs;] z acetylkoenzymu A
[CH3COSCoA] na cholin za vzniku ACh a koenzymu A (CoASH) béhem reakce
probihajici v synaptickych koncich cholinergnich neuronli. Zminény acetylkoenzym A,
dilezita soucast této reakce, je u savci produkovan v mitochondriich z glukézy.
Intracelularni cholin je zase Céasteéné syntetizovan intracelularné (respektive ziskavan
degradaci slozit€jSich, cholin obsahujicich molekul; Blusztajn a Wurtman 1983) a ¢aste¢né
piejiman z extracelularni tekutiny nckolika transportnimi systémy (napi. pomoci
vysokoafinniho cholinového pienase¢e HACU?®; Simon a kol. 1976, Suszkiw a Pilar

1976). Cela reakce pii tom probiha v ramci jediného kroku a to i reverzné (Oda 1999):

ChAT
(CH3)3N"CH,CH,0H + CH3COSCoA s CH3COOCH,CH,N*(CHs)3 + CoASH

ACh, produkovany ChAT, se spolu se svymi receptory podili na modulaci synaptické
odpovédi vychazejici zinterakce mezi excitanimi (pfevazné glutamatergnimi; Vidal
a Changeux 1993) a inhibi¢nimi vstupy (hlavné GABAergnimi; Alkondon a kol. 2000).
Zminéné receptory, konkrétné nikotinové (nAChRs) a muskarinové acetylcholinové
receptory (mAChRs), se nachdzeji na presynaptickych a postsynaptickych koncich neuronti
V riznych ¢astech organismu. Kazdy typ se pii tom skladd z n€kolika skupin, které maji

ruzné specifické funkce (Tabulka 2).

1.2.2 Nikotinové acetylcholinové receptory (nAChRs)

Nikotinové acetylcholinové (ionotropni) receptory se vyskytuji v muskuldarnim
a neuronalnim typu a jejich struktura a podjednotky se do jisté miry li§i. OdliSnost téchto
dvou typt dokladaji 1 sekvence aminokyselin podjenotek nAChRs, které se pfi srovnani

téchto dvou typt u stejnych druht Zivoéicht, shoduji pouze ze 40 az 50 % (Sargent 1993).

36 Tedy v télech bunék.
37 Schopnost axonu transportovat dilezité latky ve sméru anterogradnim (od bunky) i retrogradnim (k bunce).

38 Zkratka ,,High-Affinity Choline Uptake*.
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Muskularni nikotinové receptory tvoti pét proteinovych podjednotek (dveé o a dale po jedné
B, 8, € — ta se nachazi pouze dosp€lé form¢ a y — ta misto ni jen v embryonalni form¢).
Kazda znich se skladd ze ¢tyf transmembranovych domén (M1-M4) a dvou
extracelularnich hydrofilnich segmentti (N- a C- konce). M2 doména kazdé podjednotky se
podili na propustnosti péri pro kationty (Ca’*, Na*, K*; Galzi a Changeux 1995). Dv&
podjednotky a nachdzejici se na N-koncich receptort jsou diilezité pro navazani agonistil
ajejich pocet znaci, ze pro otevieni iontového kanalu je potfeba soucasné vazby prave

dvou molekul dané agonistické latky (ligandu; Kao a Karlin 1986).

Neuronalni nikotinové receptory se skladaji z extracelularnich segment (N- a C-konce)
a Ctyt hydrofobnich transmembranovych domén (M1-M4; Galzi a Changeux 1995). Maji
charakteristickou pentamerickou strukturu a v ptipadé obratlovct jejich podjednotky
koéduje 11 genli, coZ umoziiyje existenci velkého mnozstvi riznych nAChRs. Osm ze
zminénych gent koduje alfa podjednotky (a2—a9) a tii kdduji beta podjednotky (B2—p4;
Graham a kol. 2003). Po tom, co se agonista nAChRs navaze na specifickou ¢ast receptoru,

zmeéni se konfigurace tohoto receptoru a otevie se vnitini pér umoziujici proudéni kationtti

(Graham a kol. 2003).

Nejznaméjsim agonistou nAChRs je bezpochyby nikotin, podle kterého tento druh
cholinergnich receptorii nese svlij ndzev. Je mimo jiné zndmy svymi povzbudivymi ucinky
(Potter a kol. 2006). Mezi antagonisty nAChRs pak patii napf. nckteré latky obsazené
Vv jedech, jako jsou tieba Sipové jedy kurare a mnohé dalsi. Jednim z kurare jedd je i tubo-
kurare®*, mezi jehoz nejvyznamnéj$i toxiny patii alkaloid tubokurarin*® ziskavany
z rostliny Chondrodendron tomentosum (chondrodendron plstnaty) a vazici se na NAChRs
PNS (Roerig a kol. 1997). Mezi dalsi vyznamné antagonisty pak patii jesté dalsi rostlinné
alkaloidy jako tfeba dihydro-f-erythroidin (DHBE) obsazeny v semenech rostlin rodu
Erythrina (zardénice) nebo N-methyllycaconitin ziskavany ze semen rostliny Delphinium
brownii (druh stracky; Dwoskin 2000). Ale stejné tak existuji antagonisti i v ramci
zivocisnych jedld. Jako napt. a-bungarotoxin a n-bungarotoxin obsazené v jedu hada

Bungarus multicinctus (bungar pruhovany; Luetje 1990).

39 (4 . o I , v xios . ot . " .
Nazev je odvozen ze zpusobu skladovani v bambusovych tyCich. Pouziva se také oznaceni bambusové kurare ¢i modernéji

Menispermaceae-kurare podle rostlin eledi chebulovité/lunoplodovité.

40 Znamy téz jako d-tubokurare nebo DTC.
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Mezi dalsi dilezité latky vazici se na nAChRs a ovliviiujici fungovani nikotinového
cholinergniho systému jsou také alosterické lingandy**. Ty mohou putsobit jako aktivatory,
ale 1 inhibitory nikotinovych receptorti. Pokud ptisobi jako aktivatory, prodluzuji dobu, po
kterou je otevien iontovy kanal a zvySuji iontovou vodivost (Pereira a kol. 1993).
Organofosforické anticholinesterazy (AChEI) patii mezi aktivatory nikotinovych receptorti
(Liu a Kato 1994), zatimco jiné, jako rlizna anestetika, etanol ¢i barbiturdty, zase mezi

inhibitory (Paterson a Nordberg 2000).

Nikotinové acetylcholinové receptory jsou vSechny propustné pro sodné, draselné
a vapenaté ionty (Na*, K" a Ca?"), nicméné permeabilita*> Ca** je u neuronalniho typu
mnohem vyssi, nez u muskularniho (Seguela a kol. 1993, Vernino a kol. 1994). Diky tomu
mohou nAChRs zplisobit vyrazné zvyseni intracelularni Ca®* koncentrace (Mulle a kol.
1992), ktera pak muze mit vliv na synaptickou plasticitu (McGehee 2002). Diilezita je ale
i neurotropni role nAChRs pfii formovani synapsi a neuritické refrakci béhem raného

vyvoje (Torrao a Britto 2002).

Presynaptické umisténi neuronalnich nAChRs jim pfi aktivaci umoziiuje modulovat
mnozstvi uvoliiovanych neurotransmitert a to tim, ze reguluji intraceluldrni koncentraci
Ca®*, kterd ma na zmindné uvolfiovani znaény vliv (Wonnacott 1997). Nikotinové
receptory se ale nachazeji i na postsynaptické urovni (Frazier a kol. 1998), kde jejich
aktivace spousti rychly zpétny tok kationtd (Alkondon a kol. 2000). Extrasynaptické
nAChRs pak upravuji nékteré neuronalni funkce (Lindstrom 1997) jako tieba uvolnovani

neurotransmiterl nebo lokalni vzrusivost (Dani 2001).

1.2.3 Muscarinové acetylcholinové receptory (mAChRs)

Muscarinové acetylcholinové receptory jsou metabotropni*?, rozliSuje se u nich pét typt
(M1—Ms) vytvafenych proteiny generovanymi péti riznymi geny (ml-m5). Kazdy
muskarinovy receptor tvoii glykoprotein se sedmi transmembranovymi Sroubovicemi,

extracelularnim N-koncem a intracelularnim C-koncem (Hulme a kol. 1990). Kazdy z péti

41 Nazyvané také alosterické regulatory.
42 Schopnost membran propoustét tekutiny (propustnost).

43 Oznacované také jako ,receptory spfazené s G-proteiny*.
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typi mAChRs se vaze k jinym G-proteiniim, které mohou modulovat (bud’ pfimo, nebo

pomoci druhych posli**) aktivaci iontovych kanalti (Nathanson 2000).

Mezi mAChRs existuji dvé skupiny, které¢ vzajemné 1isi svym plisobenim a funkcemi (a to
vice nez v ramci dané skupiny; viz Tabulka 2). Konkrétné jde o skupinu tvoienou typy My,
Ms; a Ms a o skupinu do které se fadi typy Mz a Ms. Prvni skupina stimuluje skrze na
toxinum pertussis® necitlivy G-protein (Ggu1) fosfoionozitolovou cestu, kterd muze
uzavirat K" kanal a tim buiiky depolarizovat. Druha skupina receptori zase inhibuje
adenylatcyklazu skrze na toxinum pertussis citlivy G-protein (G;), ¢imZ muzZe inhibovat
transmembranovy Ca®* kanal (Egan a North 1986, Caulfield a Birdsall 1998).

Mezi agonisty mAChRs patii muskarin (podle kterého tyto receptory ziskaly své jméno) —
alkaloid ziskavany z jedovaté houby Amanita muscaria (muchomtirka ¢ervena; Caulfield
a Birdsall 1998). Mezi antagonisty pak napf. atropin, alkaloid obsazeny v rostliné Atropa
belladonna (rulik zlomocny; Ehlert a kol. 1991) nebo MT-7, toxin obsazeny v jedu hada
Dendroaspis angusticeps (mamba zelena; Adem a Karlsson 1997). Velkym problémem je
ale stale nedostatek dostate¢né selektivnich agonistli a antagonistl pro jednotlivé skupiny

a typy mAChRs (Caulfield a Birdsall 1998, VVan der Zee a kol. 2011).

Muscarinové receptory jsou pfitomny v centralnim i perifernim nervovém systému jak pre,
tak post i extra-synapticky (Caulfield a Birdsall 1998, Mrzljak a kol. 1998). Postsynaptické
mAChRs zpiisobuji depolarizaci neuronti inhibici riznych K* tok@ (McCormick a Prince
1986, Madison a kol. 1987, Zhang a kol. 1992), ale mohou také napf. inhibovat Ca?"
kanaly v hippokampu (Gahwiler a Brown 1987). M; a M3 receptory se vyskytuji na
postsynaptické urovni (Levey a kol. 1991), M, a M, zase na presynaptické, kde se bud’
jako autoreceptory podileji na negativni zpétné vazbé (Zhang a kol. 2002), nebo jako
heteroreceptory reguluji synaptickou transmisi pisobenim na Ca®* kanaly (Van der Zee
a Luiten 1999). Jakou funkci maji mAChRs typu Ms nachazejici se v povrchovych
vrstvach mozkové kiiry zatim jesté zjisténo nebylo (Reever a kol. 1997, Van der Zee a kol.
2011).

44 .
Anglicky ,.second messenger*.

45 Toxin produkovany bakterii bordetella pertussis, pivodcem ¢erného kasle (pertuse).
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1.2.4 Acetylcholinesteraza (AChE)

Acetylcholinesterazy*® (AChEs) hydrolyzuji neuromediator ACh na ionty kyseliny octové
(CH3COO) a cholinu ((CH3)sN*CH,CH,OH", jinak téz bilineurin), ¢imz ukoncuji
neurotransmisi na cholinergnich synapsich. Maji proto velmi dilezitou tlohu
Vv cholinergnim systému a jejich inhibitory byvaji casto velmi toxické, ¢ehoz se vyuziva
napf. pti vyrob¢ pesticidi ¢i chemickych zbrani jako jsou nervové plyny (Giacobini 2000).

Pouzivaji se ale 1 pfi 1é¢bé riznych patologii, jako je tfeba AD (viz vyse).

Stejné jako jiné ChE patii mezi serinové hydrolazy. Ty se navzajem odliSuji podle toho,
jaky substrat hydrolyzuji. AChEs nejvice piisobi na cholinovy ester ACh a vyrazné méné
hydrolyzuji butyrylcholin (BCh). Ten je zase mnohem ucinnéji rozkladan (spolecné napf.
s propionylcholinem) butyrycholinesterazami*’ (BChES), které patfi mezi nespecifické
ChE. Ty na rozdil od AChEs nemaji specificky substrat, na ktery by plisobily vice neZ na
jiné estery (Massouli¢ a Bon 1982).

U bezobratlych se vyskytuje variabilni pocet cholinesterdzovych gent (jediny u octomilky
obecné — Hall a Spierer 1986, ¢tyfi rizné geny u had’atka obecného — Combes a kol. 2000).
Obratlovci ale maji pro AChE jediny gen (Massoulié a kol. 1993) a ptaci i savci navic
vlastni specialni gen pro BChE (Arpagaus a kol. 1990). Funkce jeho produktu je ale do

ur€ité miry zahalena tajemstvim (Whittaker 1993).

U c¢lovéka existuje velké mnozstvi lidskych alelickych variant BChE (Bartels a kol. 1992)
a produkce samotného enzymu v podstaté neni pfili§ nutna (absence nevyvolava zadnou
patologii). Jedinou znamou vyjimkou je udalost, pfi niz je jedinec vystaven pisobeni
sukcinylcholinu (napf. ve formé myorelaxans béhem chirurgického zakroku). Pokud tato
sloucenina neni hydrolyzovéana plisobenim BChE, miiZze dojit nasledné k zastavé dychani.
Vzhledem k tomu, ze se BChE vyskytuje v rozpustné podob¢ v plasmé savcd, je mozné, ze
slouzi jako pojistka proti difizi ACh do krevniho fecisté. Zaroven ale mozna slouzi diky

svému Sirokému okruhu substratl 1 jako obrana proti oralné podanym toxickym latkam

46 Systematicky (IUPAC) nazev: acetylcholine acetylhydrolase, EC 3.1.1.7.

47 Systematicky (IUPAC) nazev: acylcholine acylhydrolase, EC 3.1.1.8; vzhledem Kk nomenklatufe se nabizi i nazev

propinyolcholinesteraza.
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jako jsou rizné pesticidy ¢i rostlinné alkaloidy vcetné kokainu (Neville a kol. 1990,
Lockridge a Masson 2000).

Katalytické domény AChE a BChE tvofi kulovita seskupeni vytvaiena p skladanymi listy*®
a o Sroubovicemi (skladba a/B; Ollis a kol. 1992) podobné jako u jinych esteraz (Cousin
a kol. 1998). Vzhledem Kk rychlému ptisobeni AChE pii hydrolyze ACh (vysoka katalyticka
aktivita) je pozoruhodné, Ze aktivni ¢ast proteinu se nachazi uvnitf uzké a dlouhé dutiny
amuze tak byt dosazena jen relativné tézko. Na rozdil od BChE se vyskytuji u AChE
v okoli jeji katalytické dutiny (obsahujici aktivni misto enzymu) aromatické zbytky, které
u AChE vytvaii acylovou kapsu, coz ji umoziuje zminénou specificitu pro ACh (BCh pies

tuto prekazu neprojde; Harel a kol. 1992, Vellom a kol. 1993).

Substraty a inhibitory se ale mohou vézat i na periferni ¢asti nachézejici se u vstupu do
katalytické dutiny, ktera pravdépodobné slouzi jako prvni vazebni misto pro pozitivné
nabité substraty na jejich cesté k aktivnimu mistu (Szegletes a kol. 1999, Mallender a kol.
2000). Rozlozeni nabitych rezidui v proteinu pak generuje elektrostaticky dipdl, ktery
s velkou pravdépodobnosti*® piitahuje pozitivné nabité substraty smérem k aktivnimu
mistu enzymu a mozna tim i vysvétluje, pro¢ se toto aktivni misto naléza tak hluboko

uvniti uzké katalytické prolakliny (Ripoll a kol. 1993).

Katalytickd doména AChE se sklada z N- a C-konce, které vzajemné nedotykaji, ale ptesto
jsou spolu v tizkém kontaktu. Stabilita ¢i flexibilita enzymu se pak rizné méni v zavislosti

na mutagenezi rezidui nachazejicich se pravé v tomto regionu (Morel a kol. 1999).

Gen pro AChE produkuje riizné katalytické podjednotky (Obrazek 3), které obsahuji stejné
katalytické domény pojici se s riznymi C-terminalnimi peptidy (Massoulié a kol. 1998).

U obratlovct se vyskytuji riizné typy AChE podjednotek, pfi¢emz nejznaméjsi jsou typy
R (,,Readthrough*; AChER), H (,,Hydrophobic*; AChEy) a T (,,Tailed*; AChEx).

AChER je rozpustny monomer, ktery se vyskytuje v embryonalnich tkanich a v bunéénych

kulturach (Li a kol. 1991). Jeho vyskyt se rlzni v zdvislosti na biologickém druhu

48 Anglicky ,, sheets*.

49 Ackoli to jesté nebylo dostatecné vérohodné prokazano (Shafferman a kol. 1994).
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(v mysich erytrocytech, ale v lidskych ne; Li a kol. 1993), ale také vzhledem k vné&j$im
stresovym faktorim (oproti béznému stavu se vyskytuje i v mySich mozcich, pokud jsou

mysi podrobeny stresovym zatézovym situacim; Kaufer a kol. 1998).

AChEy tvori dimery s glykofosfatidylinositolovymi (GPI)*° kotvami. Tento enzym je
obsazen v riznych tkanich parejnoka elektrického (svaly, elektricky orgén), ale vyskytuje
se i u savci. Hlavné v jejich hematopoetickych buikach®!, kde mize participovat na

eliminaci ACh z krevniho fe¢iste€. U kostnatych ryb>?, plazi a ptaki ale nalezen nebyl.

AChEt wvytvati S$iroké mnozstvi oligomerickych forem véetné homo-oligomert
(monomery, dimery a tetrametry), ale i heteromerické vazby tetrametrti s kolagenem Q
(ColQ) nebo s membranovou kotvou bohatou na prolin (PRiMA)*3. Tyto podjednotky
existuji u vSech druhli obratlovcli a jsou jedinym typem podjednotek vyskytujicim se

u BChE (Massoulié a kol. 1998).

Kromé téchto tii znaméjsich typu katalytickych podjednotek existuje i tzv. S forma
(,,Soluble®), ktera byla objevena u rodt hadi Bungarus a Naja celedi koralovcoviti
(Frobert a kol. 1997). Tito hadi produkuji monomery AChE prostfednictvim svych
jedovych zlaz, ale ackoli jsou v jejich jedu ve velkém mnozstvi, patrné nepfispivaji k jeho

toxicité (Cousin a kol. 1996).

1.2.5 Inhibitory Acetylcholinesterazy (AChEls)

Existuji rizné tfidy AChEL Patii mezi n€ napt. aminoakridiny (véetné takrinu), kabarmaty
(jako tfeba fysostigmin, nebo rivastigmin), benzylpiperidiny (donepezil), tercialni
alkaloidy (galantamin; Dale a kol. 2003) nebo rizné organofosfaty Citajici nejriznéjsi
nervové plyny (tabun, sarin, soman, cyklosarin) a pesticidy (chlorpyrifos, diazinon,
malation; Pohanka a kol. 2008).

07 anglického nazvu ,,glycophosphatidylinositol*.
> Neboli v buiikich podilejicich se na krvetvorbé.
52 Jeden z pouzivanych ¢eskych nazvi pro parafyletickou skupinu Osteichthyes (Ryby).

53 C . — «
Z anglického nazvu ,,proline-rich membrane anchor.
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AChEIs inhibuji aktivitu enzymu AChE a tim zvySuji hladinu a dobu ptisobeni ACh na
jeho receptory (Dale a kol. 2003). Nékteré, jako donepezil, pusobi reverzibilné
(kompetitivné blokaci deacetyla¢niho procesu, ale i nekompetitivné; Nochi a kol. 1995) —
reverzibiln¢ se vazi na hydrofobni region enzymu, ¢imz alostericky moduluji jeho
katalytickou aktivitu (Snape a kol. 1996). Jiné, tfeba jako karbamat heptylfyzostigmin,
pusobi ,,pseudoireverzibilné” — enzym tyto inhibitory $tépi, coz vede k jeho kovalentni
modifikaci. Takovato inhibice je nekompetitivni (s ACh) a nevratnd. AvSak spojeni
karbamatu s esterickou ¢asti je (diky rychlému metabolismu a rychlé dekarbamylaci, ktera
ChE regeneruje) jen docasné (fadoveé nékolik minut; Moriearty a Becker 1992). Zbytek
jako tfeba metrifonat nebo zminéné organofosfatové jedy pusobi ireverzibilné (Ringman

a Cummings 1999).

Mnoho téchto latek je pouzivano k1écbé rtiznych patologii véetné AD (viz vysSe
a Tabulka 1). Mimo jiné mezi né patii latka 7-MEOTA [9-amino-7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroakridin] odvozena od takrinu [9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin]. Ta je diky
pozménéné molekularni struktufe mnohem méné toxicka nez zminény takrin a nékteré jeji
analogy [N-alkyl-7-methoxytakrin] jsou na tom podobné. Dilezita je pii tom struktura
danych analogt (respektive délka jejich alkylového zbytku; Korabecny a kol. 2010).

Pfipojeni 7-methoxy skupiny k molekule takrinu vede ke snizeni inhibi¢nich schopnosti
vysledné slouCeniny, ale zaroven snizuje vySe zminénou toxicitu do tolerovatelnych mezi.
Nasledna alkylace aromatické aminové skupiny latky 7-MEOTA (Obrazek 4) pak ukazuje
dalsi zajimavé vysledky. Zatimco alkylové skupiny C,—C4>* a C10—Ci5 jsou méné efektivni
ChEI, anebo timto zpusobem netCinkuji vubec, slou¢eniny obsahujici fetézce Cs—Cg
projevuji lepsi vysledky nez samotna latka 7-MEOTA, od které jsou odvozené. Konkrétné
latka s hexylovym fetézcem se ukazuje byt vyraznym AChEI a latka s heptylovym
fetézcem zase napt. dobrym BChEI (i kdyZ hor§im nez takrin). Navic latka s dodecylovym
alkylovym fetézcem (Ci2) se zda byt selektivnim AChEI bez jakékoli inhibice BChE, coz
mize byt velmi slibny fakt pii 1écbé AD (Korabecny a kol. 2010).

Nekteré studie (Dale a kol. 2003) totiz selektivni AChEI upfednostiuji, protoze zptsobuji

méné nezadoucich vedlejSich efektl nez neselektivni, inhibujici i BChE. Ptesto ale existuji

>4 Oznaceni dle délky alkylovych fetézci (poctu uhlikovych atomu).
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i studie, které vyzdvihuji lepsi terapeuticky Gcéinek neselektivnich ChEI (Bartorelli a kol.
2005) jako je rivastigmin.

Vyzkum ChEI i nadale pokracuje a podobnych projekti je cela fada (Mangialasche a kol.
2010). Snad jednou dosahnou cile v podobé 1é¢iva schopného vyvoj té ¢i oné patologie
zastavit ¢i zvratit. Podobny cil si vytkla 1 tato diplomova prace. Pomoci testovani latek
potencidln¢ vhodnych pro cholinomimetickou symptomatickou lécbu AD pfispét
k objeveni novych 1€k, které by pomohly zmirnit obtize pacientli a zatéz kladenou na

jejich nejblizsi.

2 Cil prace

Vzhledem Kk dobrym inhibi¢nim vlastnostem nékterych zkoumanych analogli latky
7-MEOTA se nabizi hypotéza, ze 1 n€které dalsi derivaty této latky mohou vykazovat
stejné, nebo lepsi inhibiéni vlastnosti uplatnitelné pti 1é¢bé AD. Mozna dokonce lepsi nez

ty, které byly pozorovany u analogti, jez byly prozkoumany uz diive.

Od kolegii z Hradce Kralové ziskala Laboratot biochemie a patofyziologie mozku (LBPM)
Psychiatrického centra Praha (PCP) k otestovani 7 novych slouéenin (viz kapitola material)
a cilem této diplomové prace pak bylo stanovit jejich ucinek na enzymatickou aktivitu

AChE. Konkrétné pak intenzitu a typ inhibice, kterym na enzym puisobi.

3 Material

K ziskani analyzovatelnych dat bylo vZdy nutné si pfipravit smés chemickych sloucenin.
Kromé enzymu a inhibitoru také substrat acetylthiocholin a Ellmanovo ¢inidlo, znamé téz

pod zkratkou DTNB.

Acetylthiocholin (ATCh) je rozkladan acetylcholinesterazou stejné jako neurotransmiter
acetylcholin, ale obsahuje navic thio skupinu. Ta po rozpadu acetylthiocholinu reaguje
S Ellmanovym ¢inidlem, coz zptisobuje zluté zabarveni roztoku. To je pak mozné méfit
prostfednictvim spektrofotometru a nasledné analyzovat za pouZiti vhodnych softwarovych

nastroji.
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Pro stanoveni aktivity cholinesterdz byla vyvinuta celd fada metodik — kolorimetrické
(Hestrin ~ 1949), titraéni  (Nenner  1970), elektrometrické (Michel  1949),
spektrofotometrické (Voss a Sachsse 1970), enzymové (Abernethy a kol. 1986), méteni za
pomoci zmény pH s vyuzitim indikatoru (Winter 1960) a dalsi. Rada z nich je ale velmi

naro¢na na upravu vzorkt, na ¢as potifebny k méfeni apod. (Worek a kol. 1999).

Pro ziskani analyzovatelnych dat proto byla zvolena kolorimetrickd Ellmanova metodika
(Ellman a kol. 1961), ktera je velmi citliva a zaroven i dostate¢né efektivni. Metodika je
v diplomové praci rozdélena na C¢ast popisujici piipravu, zpracovani a uchovavani
materialu, sekci zahrnujici extrakci dat a ¢ast tykajici se analyzy tudaja, které byly

Z materidlu extrahovany.

3.1 Pripravareakcni smési

Do kazdé plastové kyvety byl vzdy pipetovan roztok nasledujicich slou¢enin:

1. 0,5 ml 150 milimolarniho (mM) lehce zasaditého sodného pufru (Na-P) pH>* 8,0

2. 0,2 ml redestilované¢ vody (H,O) pro kontrolni smés bez inhibitoru na zacatku
kazdé série méfeni, nebo 0,1 ml jednotlivych inhibitori AChE vV riznych
koncentracich a 0,1 ml H,O

3. 0,1 ml 5 mM DTNB natedény v 250 mM Na-P pH 8,0

4. 0,1 ml vzorku AChE spoleéné s 10 mM Na-P pH 7,0, jedno-molarnim roztokem
kuchynské soli (1 M NaCl), 50 mM chloridem hote¢natym (MgCly)
a jednoprocentnim roztokem surfaktantu®® Cy4H2,0(C2H40), znamého pod
oznacenim Triton X-100

5. 0,1 ml 5 mM roztoku substratu ATCh

Latky byly do kyvet pipetovany V pofadi, jaké je naznafeno na pfedchozim seznamu.
Zéakladem byl vzdy 150 mM sodny pufr (pouzivana mikropipeta s maximem 1 ml), do
kterého bud’ byly pfidany 0,2 ml Cisté vody, anebo 0,1 ml AChEI a 0,1 ml H,O (pouzivana

jedna mikropipeta s maximem 0,1 ml).

>z anglického ,,potential of hydrogen®, ¢esky téz vodikovy exponent. Vyjadiuje kyselost ¢i zasaditost roztoku.

56 Jinak nazyvan také tenzid, saponat, ¢i smacedlo. Nejbéznéjsim piikladem surfaktantu je mydlo.
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0,2 ml H,O bylo pipetovano na zacatku kazdého dubletu ¢i tripletu méfeni, aby se
zkontrolovalo, zda byl spektrofotometr i reakéni smés pfipraveny spravné. Zaroven ale
také proto, aby v ramci zobrazovaciho systému spektrofotometru (SW dodavaného se
zafizenim, béziciho pod opera¢nim systémem MS Windows) byla vynesena kiivka
(v idealnim piipadé piimka), podle které by bylo mozné porovnavat vSechny nasledujici

méteni obsahujici rostouci koncentrace inhibitora.

Nasledné byly ptidany 0,2 ml DTNB (rozpusténého v 250 mM sodném pufru) smichaného
se smesi enzymu (AChE) a dal$ich latek (chloridy, neutralni puft, sufraktant). Tento roztok
(v seznamu tvofeny body 3. a 4.) byl vzdy piipraven na pocatku celého testovaciho dne
(tak aby hodnoty byly snadno srovnatelné) a uchovavan pii snizené teploté v lednici
(pouzivana mikropipeta s maximem 0,2 ml). Pivodni roztoky (3 a 4) byly ale vétSinou
pfipraveny samostatné (i kdyz to nebyla uplnéd nutnost) a slity do jednoho a promichany
(Vuzaviené zkumavce rotaci ruky) az té€sné pred zapocetim sérii méfeni na

spektrofotometru.

Reak¢ni smés byla nakonec aktivovana piidanim substratu ATCh. Otvor kyvety byl zakryt
CtvereCkem  parafilmu®” a obsah protiepan rotaci ruky. Kyveta vlozena do
spektrofotometru, v méficim SW vynulovany hodnoty absorpénich jednotek (AU)®®

a spusténo méfend.

Roztok pufru s chloridem sodnym a hofecnatym pro fedéni enzymu byl pfipraven na
zacatku nasledujici fady pokust a uchovéavan v ledni¢ce pfi zhruba 4°C. Pro ptipravu

vysledné smési pipetované do kyvet byla tedy vzdy vyuzivana tato stejna smes.

Stejné tak roztok Tritonu X-100 byl uchovavan pii snizené teploté. Piipraven byl 25% a pti

kazdé sérii pokusti pak byl nafedén na 1%.

NaCl, MgCl,, Triton X-100, krystalicky ATCh a ACh (chemicka C(¢istota p.a.),

redestilovana voda a sodné pufry o riznych pH byly uchovavany pti pokojové teploté.

>7 Laboratorni folie z parafinového (petrolejového) vosku.

>8 Z anglického ,,Absorbance Units®. Absorbance, ve spektroskopii také nazyvana optické hustota, uréuje pomér zareni dopadajiciho na
material a té jeho Casti, ktera skrze néj prochézi. Jedna se o bezrozmérnou veli¢inu, ale pro zlepSeni komunikace se AU pouziva jako

arbitrarni jednotka.

36



Vsechny pipety byly kalibrovany vazenim pfislusného objemu redestilované vody na

analytické vaze.

3.1.1 Zkoumané inhibitory AChE

Sedmi zkoumanym latkam odvozenym od 7-MEOTA byla piifazena oznaceni PC 6,
PC_13, PC_32, PC_37, PC 41, PC 48 a PC 49 (jejich strukturni vzorce viz Obrazek 5).
Vzdy se jednalo o trihydrochloridy (.3HCI), u kterych byl na aromatickou amino-skupinu
ptipojen alkylovy fetézec obsahujici mimo jiné pyrazinovy heterocyklus (benzenové jadro

s atomy dusiku misto 1. a 4. uhliku).

Pro testovani byly inhibitory (krystalické latky) rozpustény v redestilované vod¢. Nejprve
byl pfipraven nejsilngjsi 3 mM roztok, ktery byl déle fedén. Vznikly tak dalsi roztoky
01mM, 300 uM, 100 puM, 30 puM, 10 uM, 3 uM a 1 uM koncentraci. Do kyvety bylo
nasledné pipetovano vzdy 0,1 ml. Proto byla vysledna koncentrace v testovaném vzorku
pokazdé jen desetinova. V kyvetach tak byla jedna z nasledujicich koncentraci 300 puM,
100 pM, 30uM, 10 uM, 3 uM, 1 uM, 0,3 uM, 0,1 uM, nebo pro kontrolu H,O. Pouze
u nékterych AChEI byly pouZity koncentrace 33 uM, 3,3 uM a 0,33 pM (v disledku trochu
jiného zpusobu fedéni), coz bylo vzdy dusledné zaneseno do protokolu. Zkumavky

s roztokem byly pokazdé fadné protiepany laboratornimi michackami.

Pfi testovani kazdé série bylo pokazdé postupovano od redestilované vody a nejnizsi
koncentrace inhibitoru az po ty nejvyssi. Nebylo proto tieba tak ¢asto ménit pipetovaci

Spicky. Vyuzivana byla 5 ml a 0,2 ml pipeta.

aktivitu minimalni, nejlépe zanedbatelny. Jednalo se tedy i o urcity zptsob kontroly pfi
porovnani vysledkd s roztokem bez inhibitoru (na zobrazovacim zatizeni — viz kapitola
Pouziti spektrofotometru), ktery byl také testovan na zac¢atku kazdé série méteni rostoucich

koncentraci inhibitoru pro danou koncentraci substratu. Rtizné latky ale zptisobovaly ruzné

v

0,3 uM (ptipadné 0,33 uM).
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Vsechny testované inhibitory byly v dodané formé krystalické latky, které bylo nejprve
nutné navazit na laboratornich vahach, a pak rozpustit v odpovidajicim mnozstvi H,O.

Molekularni vahy jednotlivych AChEI byly nasledujici:

e PC 6 539.74
e PC_13: 553,99
e PC_32: 568,02
e PC_37: 553,99
e PC_41: 586,06
e PC_48: 618,86
e PC_49: 487,79

Pro kontrolu a srovnani vysledkli byly stejnym zptisobem piipraveny a prométeny latky
7-MEOTA a ACh. Tedy AChEI, od kterého byly vSechny ostatni zkoumané inhibitory
odvozeny a neurotransmiter, ktery se bézn€ nachdzi v lidském téle, a ktery byl béhem
pokust nahrazen latkou ATCh. V tomto ptipadé ale acetylcholin ptsobil jako kompetitivni

inhibitor substratu acetylthiocholinu.

Molekularni véhy téchto dvou latek byly:

e 7-MEOTA: 250,72
e ACh: 273,12

3.1.2 Substrat acetylthiocholin (ATCh)

Substrat acetylthiocholin (C;H1sNOS) byl vzdy pfipravovan ve C{tyfech riznych
koncentracich — 0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM a 0,8 mM. Zakladni koncentrace byla 0,5 mM,
ze které byly vétSinou nafedény i obé slabsi koncentrace. 0,5 mM ATCh bylo tedy
pripraveno nejvice a zaroven byl pro vSechny koncentrace inhibitord vzdy proméfovan
tiikrat — tedy vzdy byly provedeny 3 série méfeni (triplet ¢i triplikat). Hlavné proto, aby se
vyloucily jakékoli chyby (v postupech pipetovani apod.). Zbylé tfi koncentrace substratu
byly pouzity pro 2 série méfeni (dublet ¢i duplikat). Jen v nékterych piipadech bylo sérii

naméteno vice, pokud bylo potieba hodnoty vice zptesnit ¢i verifikovat.
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Do zasoby se pravideln¢ pripravoval vodny roztok krystalického ATCh s ptidavkem
1 pmol kyseliny chlorovodikové (kvuli vyssi stabilit¢ ATCh v mirné kyselém prostiedi)
0 vys$i molarni koncentraci, ktery byl pak pfed proméfovanim urc¢itého inhibitoru vzdy
nafedén. Nebylo proto potieba tak Casto opétovné navazovat krystalickou latku a také se
tim zamezovalo ptipadnym chybdm, které by pfi tomto procesu mohly vzniknout. Zaroven
se tim i zvySovala pravdépodobnost, Ze se koncentrace roztokd pouzitych pifi méfeni
inhibice enzymatické aktivity bude vzajemné liSit jen zanedbateln€é. Nevyuzity zasobni

roztok byl skladovén pii -40°C v mraznicce.

3.1.3 Ellmanovo ¢inidlo (DTNB)

Ellmanovo ¢inidlo (5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova) je zluta krystalicka latka (jemny
prasek), kterd se rozpousti v mirn¢ zasaditém sodném pufru (pH 8,0). K nafedéni byla
pouzita 250 mM koncentrace. Jak jiz bylo zminéno vyse, reaguje s thio skupinou (SH)

acetylthiocholinu za prubézného zloutnuti pipetovaného roztoku.

ATCh je nejprve rozstépen (hydrolyzovéan) acetylcholinesterazou na kyselinu octovou
[CH3COO] a thiocholin [(CH3)sN"CH,CH,SH]. Thiocholin nasledné reaguje s DTNB za
vzniku 5-merkapto-2-nitrobenového aniontu (TNB'), ktery je detekovatelny fotometricky

pii vinové délce 412 nanometrti (nm) — viz Obrazek 6 (Zd’arova-Karasova a kol. 2010).

Stejn¢ jako ATCh byl pfipravovan ve vyssi koncentraci do zdsoby. Pfed kazdou sadou

méteni pak byl tento roztok rozmrazen a nafedén do potfebné finalni koncentrace.

3.1.4 Enzym acetylcholinesteraza (AChE)

Podobn¢ jako DTNB nebo ATCh i enzym acetylcholinesteraza byl pfipravovan do zasoby
a zbytek vzdy zamrazovdn pii teplot¢ -40°C. Byl ziskdvan zmozkové tkéané
(vypreparovany mozek bez mozecku a ¢ichovych bulbi) potkanti z chovné stanice LBPM.
Potkany (dospéli samci laboratorniho kmene potkant Wistar, stafi cca 2 mésice)

usmrcovali zaméstnanci chovné stanice.

Ziskany vzorek mozku byl vzdy peclivé navazen na laboratornich vahach — nejprve
Vv transportnim obalu (hlinikové folie — alobal), pak samotny obal a rozdil byl zaznamenan

jako vaha Stepu. Poté byl vzorek nakrajen skalpelem na drobnéj§i kusy a nasledné
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homogenizovan ve slaném pufru (pfipravenym podle postupu publikovaném Suzanne Bon
a kol. 1979), ktery se skladal z 10 mM neutralniho sodného pufru (Na-P pH 7,0), 1 M
NaCl a 50 mM MgCl..

Rozdrceni a rozmélnéni preparatu probihalo v Potter-Elvehjemové glass-teflon
homogenizéru pii 1200 otackach za minutu v zhruba 10 ml slaného pufru. Palicka
homogenizéru projela zkumavkou vzdy pétkrat, pak byla smés chvili chlazena a poté

znovu pétkrat promixovana.

Potom byly zkumavky promyty jesté dal$imi ptiblizné 6 ml tohoto roztoku a vse bylo slito
do jedné vétsi uzaviratelné zkumavky, ktera pak byla doplnéna uvedenym pufrem na 20 ml
objemu. Nasledn¢ byl do roztoku pfidan 1 ml 20 procentniho Tritonu X-100, tak aby jeho

findlni koncentrace ve smési byla 1%.

Zkumavka se pevné uzaviela a byla promichavana rotaci ruky vzdy po 2 minutach po dobu
10 minut, tak aby se zintenzivnilo ptsobeni surfaktantu (narusovani bunéénych membran).
Mezi tim se smés pokazdé chladila v ptfepravnim boxu naplnénym ledem. Poté, byla latka
rozlita rovnomérné do dvou pfipravenych zkumavek a centrifugovadna v pfistroji Beckman
J2-HS pfi 13000 otatkach za minutu a 4°C po dobu 30 minut. Supernatant® pak byl
pozorn¢ pielit do dal§i zkumavky, tak aby se do tekutiny nedostal pelet a nasledné

rozpipetovan do 2 ml zkumavek a zamrazen pii -40°C.

Vsechny tyto mikrozkumavky byly peclivé oznaceny vcetné data pfipravy. Uchovavanim
(1 pfi nizkych teplotach) totiz aktivita enzymu postupné klesd a musi pak byt
kompenzovéna sniZzovanim podilu extrakéniho slaného pufru do finalniho roztoku pted

danou sérii méfeni.

Pied piipravou testované smési byl vzdy potfebny pocet mikrozkumavek rozmrazen a 15
minut centrifugovan ve stolni laboratorni odstiedivce (Eppendorf 5415R) pii 12 000
otackach za minutu a 4°C. To odstranilo zbylé neistoty, které se v roztoku mohly

vyskytovat. Supernatant byl potom pomoci extrakéniho pufru roziedén do potiebné

59 Tekutina nachdzejici se nad odstfedénym sedimentem.
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koncentrace, nasledn¢ smichan s nafedénym DTNB a béhem testovani roztoku v kyvetach

uchovavan v chladnicce pfi snizené teploté.

3.2 Pouziti spektrofotometru

K méfeni zabarveni roztoku byl pouzit spektrofotometr Shimadzu UV-2101PC nastaveny
na absorbanci 412 nm. Snimal tedy mnozstvi fialového svétla, kousek za hranici
ultrafialového (400nm), prochazejiciho roztokem. Intenzita tohoto svételného spektra se
pfitom pribézné meénila s tim, jak se ménila barva roztoku postupnym Stépenim ATCh.

Vsechna méteni na spektrofotometru probihala za pokojové teploty.

Me¢éieni u kazdého zkoumaného roztoku (smési suréitou koncentraci analyzovaného
inhibitoru) probihalo vzdy po dobu 120 sekund. Kazdou ptl-sekundu jeden odecet. Behem
této doby byly do grafu postupné zaznamenavany hodnoty znacici rostouci mnozstvi AU
(osa x predstavovala ¢as v sekundach a osa y absorpéni jednotky). Vynesena zavislost byla
prakticky vzdy linearni. Cim vétsi byl sklon prolozené piimky, tim slabii byla inhibice
kterou mély pokazdé nejsilngj$i koncentrace inhibitorti, byla vZdy znacena vodorovnou
nebo téméf vodorovnou carou. Hodnoty mohly byt i zdporné (nepfima imeéra), protoze na
pocatku vSech méfeni byl ptistroj kalibrovan tak, aby vSechna nasledujici méteni byla vzdy
co nejlépe a nejpochopitelnéji linedrné zachycena. Pouzita pti tom byla reakéni smés bez

enzymu (,,blank*).

Pokud ktivka nebyla pfili§ linearni, jednalo se pokazdé témét jist¢ o chybu. Obcas se
naptiklad stalo, Ze pii protfepavani roztoku v kyveté uniklo na jeji povrch nepatrné
mnozstvi tekutiny, které pak vysledky méfeni enzymatické aktivity roztoku obsaZené¢ho
v dané kyveté zna¢né zkreslilo. Pouze u dvou zkoumanych inhibitora (PC_41 a PC_48)
doslo pfi nejvysSich koncentracich k zakaleni roztoku v kyvet¢ a k abnormalnim

vysledkiim absorbance. Proto u nich nemohly byt nejvyssi koncentrace pouzity.

Shimadzu UV-2101PC je schopny v paméti udrzet bohuzel maximalné jen 10 zaznamu.
Proto musely vysledky méfeni Casto exportovany. Tento spektrofotometr pouziva format
soubort DIF (Data Interchange Format). Jedna se o textovy format, ktery byl vyvinut na

zacatku osmdesatych let a je Siroce kompatibilni i se soudobymi tabulkovymi kalkulatory
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(kromé& produktl firmy Microsoft naptiklad kancelaiské baliky OpenOffice.org a dalsi).
Pro dalsi analyzu pak byly vyuzity aplikace MS Exel a GraphPad Prism 3.0 (dale jen
GraphPad).

3.3 Priprava dat pomoci analytického software (SW)

Ziskana data ptevedena z formatu DIF do aplikace MS Excel (XLS ¢i XLSX)®° byla
nasledn¢ ,.fitovana“ (napasovana, prolozena) linearni regresi v programu GraphPad
(nezavisla proména X — bod v ¢ase béhem méteni, zavislé proménné y — nametené hodnoty
AU). Byla tim vypoctena smérnice piimky, ktera udavala AU za jednotku ¢asu v daném

vzorku.

V ramci tabulkového kalkulatoru MS Excel pak byly vSechny odpovidajici hodnoty
jednotlivych dublett ¢i tripleti ziskanych smérnic zprimérovany. Tak aby pro kazdou
koncentraci inhibitoru pfi dané koncentraci substratu, vysla jedna konkrétni hodnota
(hodnota blanku byla odectena jiz diive — viz kalibrace v ptedchazejici kapitole). Pro
kazdy zkoumany inhibitor (v¢etné kontrolnich 7-MEOTA a ACh) tak vzhledem ke ¢tyfem

riznym koncentracim substratu (viz vyse) vznikly 4 sady udaja.

Z téchto pruméru byl nasledné vypoéten prumér za minutu (hodnota*60), ktery byl dale
pfepocten na pramér/min na 1 ml pouzitého enzymatického preparatu. Pfi tom bylo nutné
vénovat pozornost poméeru extrakéniho pufru k rozmrazené latce (ke které se vzdy
pfidaval), tak aby mohly byt hodnoty z riiznych méfeni vzajemné srovnatelné. Podobnym
zpusobem byla vypoctena i smérodatnd odchylka za minutu na 1 ml enzymatického

preparatu.

Dalsi vypocty opét probihaly za pomoci analytického SW GraphPad. Ziskané priameéry
a smérodatné odchylky za minutu pfepoctené na 1 ml enzymatického preparatu byly s jeho
pomoci vyuzity k ur€eni maximalni rychlosti inhibované enzymatické reakce Vmax. Data
byla transformovéna tak, aby se misto koncentraci inhibitoru na ose x nachdzely jejich
logaritmické hodnoty (priméry tvotily nezavislé proménné y) a vysledky pak byly ziskany

aplikaci nelinearni regrese. Aby se pocatek regresnich kiivek vzdy shodoval, byl nastaven

80 Jnherentni formaty aplikace MS Excel. XLSX je nov¢jsi (od verze 2007), zaloZeny na znackovacim jazyku XML (Extensible Markup
Language).
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jako konstanta s nulovou hodnotou. Vysledné grafy pak ptedstavovaly zavislost rychlosti
enzymatické reakce (Vi — 0sa y) na koncentraci daného inhibitoru (I; osa x), ptipadné jeho
logaritmu (log ). Vzdy se jednalo o ¢tyfi kiivky odpovidajici ¢tyfem riznym koncentracim
substratu ATCh.

Vmax byla potom za promoci MS Excel pouzita k vypocteni normalizovanych hodnot
primért a smérodatnych odchylek za minutu na 1 ml enzymatického preparatu. Tyto udaje
pak byly opét zpracovany prostiednictvim GraphPadu, pficemz i maximalni hodnota
kiivek nyni mohla byt vzhledem Kk provedené normalizaci nastavena jako konstanta
(s velikosti 1). AZ na normalizaci byly hodnoty obdobné jako v ptedchozim piipadé, ale
kiivky v grafech jiz byly 1épe srovnatelné (viz Graf 1 pro latku PC 13, piipadné Graf 5 pro
ACh).

Ze stejnych (nenormalizovanych) hodnot vychazelo i Dixonovo vyneseni (Dixon 1953).
Pouze bylo nutné provést transformaci zavislyjch proménnych y (praméra
smérnic/minutu/1 ml enzymatického preparatu) na jejich pievracenou hodnotu (1/y). Na
ose x tak byly zobrazeny koncentrace rostouci inhibitori a na ose y pfevracend hodnota
rychlosti enzymatické reakce (1/V;j). Opét byly zobrazovany ¢tyfi linky (ptimky) nelinearni
regrese podle ¢tyf koncentraci pouzitého substratu (viz Graf 3 pro latku PC 13, pfipadné
Graf 7 pro ACh).

Stejnym zplsobem bylo vytvofeno i detailni Dixonovo vyneseni. To umoZziuje lépe

definovat, na jakém misté se v grafu nachazi prisecik vsech zminénych ptimek.

Pro dalSi zpracovani bylo tfeba data pfeskupit tak, aby nezavislé proménné x tvotily
jednotlivé koncentrace substratu ATCh. Zavislé proménné reprezentovaly opét primeéry
smérnic/minutu/l1 ml enzymatického preparatu. Vysledny pomocny graf tak urcoval
zavislost rychlosti enzymatické reakce (V; — osa x) na koncentraci substratu (S — 0sa y).

Piimky nelinedrni regrese potom znédzorniovaly jednotlivé koncentrace inhibitorQ

(viz Graf 9).

Pro vytvoreni vyneseni Lineweaver-Burkovo (Lineweaver a Burk 1934) pak bylo tato data
(zavislost Vi na S) nutné dale transformovat vypoctenim jejich prevracenych hodnot. Na

grafu tak byla zobrazena zavislost 1/V; na 1/S. Piimky nelinearni regrese, stejné¢ jako
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Vv predchozim piipadé, predstavovaly jednotlivé koncentrace inhibitora (viz Graf 2 pro
latku PC 13, pfipadné Graf 6 pro ACh).

Predevsim za Gcelem kontroly poté byla provedena jesté jedna transformace dat a z nich
pak zkonstruovano vyneseni Cornish-Bowdena (Cornish-Bowden 1974). Jako nezavisla
proménna byly pouzity rostouci koncentrace inhibitori AChE a jako zavisla proménna
podil substratu a rychlosti enzymatické reakce (S/Vj). Piimky nelinearni regrese pak
v grafech tvoftily jednotlivé pouzité koncentrace substrati (viz Graf 4 pro latku PC 13,
ptipadné Graf 8 pro ACh). Podobnym zpusobem bylo vytvoieno i detailni vyneseni
Cornish-Bowdena, aby bylo mozné (stejné jako u detailniho Dixonova vyneseni) 1épe

graficky stanovit prusecik jednotlivych ptimek.

Béhem méfeni se samoziejmé mohly vyskytnout chyby, které nebylo mozné ihned
identifikovat, a které ndsledné mohly zkreslovat vysledky analyzy dat. K jejich omezeni
poskytuje GraphPad moznost jednotlivé body z vypoctl i z grafu eliminovat. Hodnoty jsou
ve zdrojovych datech zaneseny, ale jsou zvyraznény a pii zpracovani tdaju se S nimi
nepocita. Nékteré body, které piiliS vybocovaly po vyneseni pfimek a neimérné je tim
modifikovaly, byly timto zplsobem odstranény. Tento postup byl proveditelny diky

dostatku absolvovanych spektrofotometrickych méteni a pouzitelnych hodnot.

4 Metody

Data, ptfipravend vySe zminénym zpiisobem, byla déale vyuzita pro podrobnou analyzu
enzymatickych reakci, na které ptisobily rizné koncentrace zkoumanych inhibitortt AChE.
Piedev§im bylo nutné stanovit normalizovany pribéh enzymatickych reakci a inhibicni
konstantu 1Csp pro jednotlivé inhibitory, urcujici intenzitu inhibice rozkladu substratu.
Dalsim krokem pak bylo zjistit typ inhibice, kterym inhibitory na pouzity substrat ptisobi

a urcit inhibi¢ni konstantu K.

4.1 Stanoveniintenzity inhibice AChE

Kurceni intenzity inhibice rozkladu substratu acetylcholinesterazou bylo nutné stanovit
normalizované pribéhy enzymatickych reakci. K tomu byly vyuZity grafy znazornujici
zavislost  zlogaritmovanych koncentraci inhibitori na normalizované rychlosti

enzymatickych reakci — viz Graf 1 pro latku PC_13, ptipadné Graf 5 pro ACh.
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Vzhledem k tomu, Ze pocatek kiivek (kazda pro jednu z pouzitych koncentraci substratu
ATCh) vychazi z, respektive sméfuje do jednoho bodu, je mozné intenzitu inhibice pii
ruznych koncentracich substratu velice dobte porovnat. Obzvlast’ pokud chceme zjistit vysi

ukazatele ICsg (neboli ,,polovinu maximalni inhibi¢ni koncentrace*)°?.

Ten piedstavuje koncentraci latky (inhibitoru), které je nutné k 50% inhibici reakce (&i

obecngji biologické, respektive biochemické funkce) in vitro. Tedy K jejimu zpomaleni na

v

v

tim silnéjsi je inhibice rozkladu zkoumané latky. K zpomaleni reakce je totiz potfeba méné

molekul inhibitoru, nez u reakci s vy$§im ICsg.

Pokud na grafech normalizovanych pribehii enzymatickych reakci spustime kolmici k 0se
x zhruba uprostied zobrazenych koncentraci inhibitorQ, z rozdili vySe kiivek pro rtizné
substraty mizeme vycist jejich jednotlivé ukazatele I1Csp. Samoziejmé spise ptiblizné, ale
celkem vhodné pro ptredstavu toho, jak pro riizné koncentrace inhibitoru mnozstvi potiebné

aktivni latky roste, nebo klesa.

Pro koncentrovangjsi substraty lze pfedpokladat pozvolnéjsi pokles rychlosti inhibované
enzymatické reakce, nez u méné koncentrovanych. Z porovnani kiivek grafu tak mizeme
také zhruba vycist, o kolik by musel byt pouzity inhibitor koncentrovangjsi, aby byl
schopny stejné uinné inhibovat stejny substrat o vys$Si molarni koncentraci. Staci jen
protnout kiivky rovnobé&zkou s osou X a z prisecikii svést kolmice ke koncentracim

inhibitort.

K vypoctu jednotlivych ICsy byla vyuzita nelinearni regrese v programu GraphPad.
Poskytovala lepsi format vystupu nez linearni regrese a naprosto stejné hodnoty.
Samoziejmé je ale mozné vyuzivat k vypoctim i linearné regresni model. Lze pfitom
vychazet z rovnice linearni funkce: Y = a * X + b. K vypoctu ICsq je pak moZzné pouZzit

vzorec ICso = (0,5 -Db) / a.

61 Z anglického ,,half maximal inhibitory concentration®. IC znamena koncentrace inhibitoru (,,inhibitor concentration®), index 50 znaci
50 %.
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4.2 7Zjisténi typu inhibice AChE

Ke zjisténi typu inhibice bylo vyuzito Dixonovo a Lineweaver-Burkovo vyneseni.
K ovéteni vysledkti pak navic je$té vyneseni Cornish-Bowdenovo. Lineweaver-Burkovo
a Cornish-Bowdenovo vyneseni poskytuji zhruba stejné vysledky a dokazou typ inhibice
definovat konkrétnéji, nez Dixonovo vyneseni. To je ale zase vhodné&jsi pro vypocet

disocia¢ni konstanty K.

Jak jiz bylo zminéno vySe, inhibice enzymatickych reakci miZze byt jednak reverzibilni
(vratna, pouziti naptiklad pii pifiprave 1é¢iv), anebo ireverzibilni (nevratna, pouziti pii
vyrobé jedli — napf. organofosfatovych neurotoxinil). Toto zékladni rozdéleni urcuje

primarni povahu inhibi¢nich latek.

Inhibitory lze ale jesté rozdélit podle toho, jakym zpiisobem a kam na enzym nasedaji.
Mizeme tak vydélit inhibici kompetitivni, nekompetitivni a akompetitivni. Enzymatickou
reakci jde mimo jiné zndzornit nasledujicim zptsobem (prvné publikovano Michaelisem

a Mentenovou 1913):

E+S—<ES—E+P

Kde E pfedstavuje enzym, S substrat, P produkt (v této diplomové praci kyselinu octovou
a cholin, piipadné thiocholin) a ES enzymosubstratovy komplex. Enzym reaguje nejprve se

substratem za vzniku ES a teprve poté se $t€pi na enzym a produkt.

U kompetitivniho typu inhibice se inhibitor (I) vaze na pouze na volny enzym
(neobsazenou vazebnou c¢ast) a soupeti tak se substratem o nasednuti na prazdné (tfeba
I pravé uvolnéné) aktivni misto enzymu. Rostouci koncentrace substratu ptitom vylepSuje
jeho ,,bojovou‘ pozici a inhibitor je tak postupné ¢im dal tim vice vytlaCovan. Stava se
tedy ¢im dal tim méné Gcinny a dostatecné vysokou koncentraci substratu pak lze Gi¢inek
inhibitoru zcela odstranit. Kompetice substratu a inhibitoru je pfitom umoznéna predevsim
strukturou inhibitoru — do zna¢né miry podobnou struktufe substratu (tedy alesponi co se
tyCe jeji vazebné Casti nasedajici na enzym). Vzhledem k predchozimu zobrazeni, 1ze tento

proces zhruba vyjadrit takto:

46



E+S—<ES—E+P
+

Mme<—> —

EI predstavuje inaktivni komplex enzymu s inhibitorem. Reverzibilita tohoto procesu je

znazornéna oboustrannou Sipkou.

V ramci nekompetitivniho typu enzym nasedd jak na volny enzym, tak 1 na
enzymosubstratovy komplex, a navic substrat muize nasedat i na komplex enzymu
s inhibitorem. Je to zptisobeno tim, Ze na rozdil od kompetitivni inhibice nemusi v pfipadé
nekompetitivni inhibice substrat soupefit s inhibitorem o aktivni misto enzymu. Inhibitor
totiz u tohoto typu inhibice naseda upln¢ nékam jinam — mimo aktivni misto enzymu
a nechava tak zminénou lokaci zcela volnou pro ptipadné pfipojeni substratu. Stejné tak ale

muze inhibitor i kdykoli nasednou na enzymosubstratovy komplex.

Kvili rozdilnému vazebnému mistu inhibitoru a substratu navic zvySeni koncentrace
substratu nemutize z principu nikdy snizit inhibi¢ni aktivitu inhibitoru (coz mize byt velice
vyhodné pii vyrob¢ 1éCiv). Zminéna série vazeb se da priblizné znazornit nasledujicim
schématem, kde EIS piedstavuje komplex substratu s enzymem, na kterém je jiz mimo

aktivni misto navdzany inhibitor:

E+S—<ES—E+P
+

+
I I

! !

ElI+S — EIS
U posledniho typu — akompetitivni inhibice se inhibitor vaZe pouze na enzymosubstratovy
komplex. Tedy az poté, co navazani substratu vhodné pozméni konformaci pisobiciho
enzymu. To znamena, ze se inhibitor vzdy pfipojuje mimo aktivni misto enzymu. Dal$im
disledkem pak je zvySovani moznosti inhibice enzymatické reakce pifi navySovani
koncentrace substratu v roztoku. Srostouci koncentraci substratu (pii dostate¢ném
mnozstvi enzymu) se zvySuje 1 mnozstvi enzymosubstratového komplexu ES a tim
I mnozstvi molekul vhodnych pro nasednuti inhibitoru. Tento druh reakce lze zhruba

znéazornit nasledujicim diagramem:
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E+S—<ES—E+P
+

)
EIS

4.2.1 Lineweaver-Burkovo vyneseni

Jednim ze zpusobu, jak graficky odhadnout typ inhibice, je Lineweaver-Burkovo vyneseni.
Jedna se o linearni zobrazeni vztahti danych rovnici Michaelise a Mentenové (1913), které

navrhli Lineweaver a Burk (1934).

Rovnice Michaelis-Mentenové plati za predpokladu (vychozich podminek) konstantni
koncentrace enzymosubstratového komplexu a mnohem vétsi koncentrace substratu nez
enzymu. Znazornuje zavislost maximalni rychlosti enzymatické reakce Vmax ha
koncentraci substratu S a ve standardnim tvaru se jedna o hyperbolu. Zapsat ji 1ze v tomto
tvaru:

Vmax / S

VT K.+S

Rychlost reakce (aktivitu enzymu) zde znaci v a K, je tzv. Michaelisova konstanta, ktera
je rovna souctu miry pfemény enzymosubstratového komplexu na enzym a produkt (ky)
azpét na enzym a substrat (k.1) vydéleného mirou pfemény enzymu se substratem na

enzymosubstratovy komplex (ki). Neboli, vyjadieno vzorcem:

k., +k;
ki

m

Podobné¢ jako K i K1, k1 @ ks jsou zde konstanty charakterizujici afinitu enzymu k danému
substratu. Ky samotnd pak znaci takovou koncentraci substratu, pii niz je rychlost
zminéna afinita vy$$i. Uvadi se v jednotkach koncentrace, obvykle mol/l a nezavisi na
koncentraci enzymu. Lze ji proto urcit napiiklad i pro nepiecisténé enzymové preparaty,
tkanové tezy nebo jiné biologické struktury, obsahujici studovany enzym. Vycist jde
napiiklad z grafu zobrazujiciho zavislost rychlosti enzymatické reakce na koncentraci

substratu (viz Graf 9).
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Zminéna Gprava Lineweavera a Burka, na jejimz zaklad¢ je pak mozné graficky analyzovat

rovnici Michaelis-Mentenové, vypada nasledovné:
Km 1 1

- Vmax . § + Vmax

1
\%

Smérnice zavislosti prevracené hodnoty rychlosti enzymatické reakce na pirevracené
hodnoté koncentrace substratu je zde dana vyrazem Kp / Vinax. Prinik pfimky enzymatické
reakce o osou 1/v predstavuje prevracenou hodnotu maximalni rychlosti reakce (1/Vimax),
prunik s 0sou 1/S naproti tomu odpovida pievracené zaporné hodnoté Michaelisovy
konstanty (-1/ Ky).

V piipadé kompetitivniho typu inhibice se s nartstajici koncentraci inhibitoru maximalni
rychlost enzymatické reakce neméni (Vmax je konstantni), ale Ky se postupné zvysuje.
Pfimky reakci pro rizné koncentrace inhibitoru se proto vzdy protinaji ve stejném bod¢ na
ose y (1/v) a méni se jen jejich sklon. Cim silngj$i koncentrace inhibitoru je pouZita, tim je

sklon piimky strméjsi (viz Graf 6 pro latku ACh).

U nekompetitivni inhibice se pifimky protinaji na ose x (1/S). S rostouci koncentraci
inhibitorti se maximalni rychlost reakce pomalu snizuje, ale K, zlistava konstantni. Opét,
¢im vyssi je koncentrace inhibitoru, tim je pfimka reakce v ramci vyneseni Lineweaver-

Burka strmé;jsi.

V ptipadé posledniho vyhranéného typu, akompetitivni inhibice, se Vmax I Michaelisova
konstanta pfi zvySovani koncentrace inhibitoru | postupné snizuje. V grafu Lineweaver-
Burkova vyneseni se to pak projevuje paralelitou piimek enzymatické reakce pro
jednotlivé koncentrace inhibitord. Pfimky se tedy neprotinaji vibec a ty, které predstavuji
reakci pii vyssi koncentraci I, se obyCejné nachazeji ve sméru osy y nad témi, které

reprezentuji nizs$i koncentrace.

Kromé¢ vyse zminénych typt inhibice je ale mozné pomoci této grafické metody
identifikovat i jistou formu inhibice smiSeného typu. Ta znaci druh reakce, béhem které
dochdzi jak ke kompetici inhibitoru se substritem o vazebné misto enzymu, tak
k navazovani inhibitoru mimo toto vazebné misto. Jedna se tedy o nevyhranéni typ,
zahrnujici procesy spojené jak s kompetitivnim, tak nekompetitivnim typem inhibice.

V grafu Lineweaver-Burkova vyneseni se pak projevuje pruseéikem piimek
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enzymatickych reakci ve druhém kvadrantu roviny kartézské soustavy soufadnic (dané
kolmymi osami x a Y). Soufadnice priseciku tak tvoii hodnoty 1/v a -1/S. Vztahy tykajici
se sklonu piimek jsou pfitom stejné jako v piedchozich ptipadech (viz Graf 2 pro latku
PC_13).

4.2.2 Dixonovo vyneseni

Dixonovo vyneseni (Dixon 1953) je graficka metoda, ktery se bézné pouziva k ureni
inhibi¢ni (rovnovazné disocia¢ni) konstanty K; enzymatickych reakci. S jeho pomoci je

mozné definovat i Michaelisovu konstantu Ky, ale priméarn¢ se pouziva ke zjisténi K.

Konstanta K; piedstavuje koncentraci inhibitoru potiebnou k dosazeni poloviny maximalni
inhibice enzymatické reakce a lze si ji predstavit jako pomér nasobki koncentraci
inhibitoru (1) a enzymu (E) ke komplexu enzymu s navazanym inhibitorem (EI). Pfipadné
stejny pomér tykajici se enzymosubstratového komplexu. Cim je hodnota konstanty nizs,
tim je inhibitor silngjsi. Zminény vtah je mozné vyjadfit nasledovné: K; = E - | / El,

respektive Ki = ES - I / EIS.

U kompetitivniho typu inhibice se vyskytuje pouze K;, u akompetitivniho pouze K;‘
a u nekompetitivniho jsou vyse konstant zhruba identické a kvuli zjednoduseni vypocta se
povazuji za vzajemné ekvivalentni (K; = K;‘). Navazovani substratu u posledn¢ zminéného
typu probiha jak na samostatny enzym, tak na enzymosubstratovy komplex, coZ je totozné
se smiSenym typem inhibice. Na rozdil od nekompetitivniho typu ale nejsou u smiSené

inhibice disocia¢ni konstanty ve vzajemné rovnovaze (K; # Ki°).

V ramci Dixonova vyneseni se K; odvozuje z praseciku ptimek pro rtizné koncentrace
substratu. Stac¢i nalézt odpovidajici hodnotu na ose x (reprezentujici rostouci koncentraci
inhibitoru 1) a K se pak rovna -1. Z Dixonova vyneseni ale bohuzel nejde piesné vycist typ
inhibice tak jako je to mozné u vyneseni Lineweaver-Burka nebo Cornish-Bowdena
(posledné zminéné viz dal$i kapitola). Neni u néj totiz mozné identifikovat smiSeny typ

reakce. Vyc¢ist z néj jde pouze kompetitivni, nekompetitivni a akompetitivni typ inhibice.

Sklony piimek, pfipadné polohy u paralelnich, zde maji opac¢né tendence nez v piipadé

cw v
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substratu jsou nejstrméjsi, respektive nejnize polozené (u paralelnich), vzhledem k tém

reprezentujicim pribéh pfi vyssich koncentracich.

V piipad¢ kompetitivni nebo smiSené inhibice se pfimky protinaji v druhém kvadrantu
soustavy soufadnic (podobné jako u smiSeného typu vramci Lineweaver-Burkovo
vyneseni). Pro grafické urCeni -K; je tedy nutné spustit kolmici z priseciku k ose X.
Vzhledem ke stejnému zplisobu zobrazeni ale neni mozné tyto dva druhy inhibice graficky

spolehlivé odlisit (viz Graf 3 pro latku PC 13 nebo Graf 7 pro ACh).

U nekompetitivni inhibice se piimky rtiznych koncentraci substratu protinaji na ose Xx.
Hodnota, kterou prasecik na této ose vytina se tedy piimo rovna zapornému tvaru inhibi¢ni

konstanty (-Kj).

Pii akompetitivnim typu inhibice jsou piimky vzajemné rovnobézné a Ki tak v tomto
piipadé graficky zjistit nejde. Akompetitivni typ inhibice je ale velmi vzacny, proto tento

fakt ve vétSin€ ptipadl neni pfilis na zavadu.

Pokud vychazime z faktu, Zze Dixonovo vyneseni je formou linearniho grafického
zobrazeni, mizeme k vypoctu K; pouzit rovnici pfimky y = A + Bx. Z té je pak mozné
odvodit vztah: x = (a; — @) / (b2 — by). Vysledkem je hodnota priseciku (-Kj). Pokud pak
timto zplisobem vypocteme veSkeré priseciky pro vSechny vynesené piimky koncentraci
substratu, muzeme z nich vypocitat primér. Ten by pak mél ve formé absolutni hodnoty

s dostate¢nou presnosti vystihovat vysi inhibi¢ni konstanty K; pro zkoumany inhibitor.

4.2.3 Cornish-Bowdenovo vyneseni

Vyneseni Cornish-Bowdena (Cornish-Bowden 1974) bylo pouzito pro kontrolu zjisténych
typli inhibice. Podobné jako Dixonovo vyneseni umoziuje graficky urcit hodnotu inhibi¢ni
konstanty K; (pfesngji feceno Kj‘), ale na rozdil od né& dokaze navic rozlisit smiSeny

a kompetitivni typ inhibice (podobn¢ jako tomu je u vyneseni Lineweaver-Burka).

Pokud se ptimky protinaji na ose rostoucich koncentraci inhibitoru (osa x), jde
0 nekompetitivni inhibici. Hodnota priise¢iku na ose x udava -K;* = K. V pfipad¢, ze se
prinik pfimek nachazi ve tfetim kvadrantu soustavy soufadnic, jednd se o smiSenou

inhibici (viz Graf 4 pro latku PC _13) a stejné jako u akompetitivni je pro ziskani -K;
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nutno vést kolmici prisecikem k ose x. U akompetitivni inhibice se pfitom prinik piimek
nachazi v druhém kvadrantu. Pro kompetitivni typ inhibice ale bohuzel hodnotu Kj*
graficky zjistit nejde, protoze podobné jako u Dixonova vyneseni jsou i v tomto piipadé

ptimky koncentraci substratu vzajemné rovnobézné (viz Graf 8 pro latku ACh).

Sklon piimek (pfipadné poloha) se zde chova stejnym zpisobem jako pii vyneseni
Lineweaver-Burka. Cim je koncentrace substratu vyssi, tim je pfimka strm&jsi, piipadné

vynesena vyse nad pfimkami reprezentujicimi niz$i koncentrace substratu.

5 Vysledky

Spektrofotometricky dle Ellmanovy metody bylo proméfeno celkem 7 analogl latky
7-MEOTA, plus ACh a samotna latka 7-MEOTA. Pro vSechny tyto slouceniny bylo
nasledné vytvofeno vyneseni Lineweaver-Burka, Cornish-Bowdena a Dixonovo vyneseni
a také normalizovany pribéh enzymatické reakce (ptiklady viz cast Prilohy, kapitola

Grafy; zbytek materialti viz samostatny soubor ve formatu ZIP).

Vsechny latky vykazovaly stejny smiSeny typ inhibice jako 7-MEOTA a afinita
Kk aktivnimu mistu enzymu u nich byla vzdy nizs§i nez u 7-methoxytakrinu (viz Graf 10).
| intenzita inhibice u nich byla pokazdé méné vyrazna nez u slouceniny, z které byly
odvozeny (viz Graf 11). Vsechny zkoumané latky jsou tedy méné efektivni inhibitory
AChE nez 7-MEOTA.

Intenzitu inhibice dokladaji naméfené hodnoty ukazatele ICsy (Tabulka 3). Ve vsech
ptipadech jsou tyto ukazatele u vysSich koncentraci substratu vyssi. Intenzita inhibice je
unich tedy slabsi. Pokles intenzity inhibice pro vys$s$i koncentrace se pfitom mezi

jednotlivymi inhibitory vzajemné 1isi.

Napftiklad pro 0,8 mM koncentraci ATCh latky PC 6 lze pozorovat mnohem vyssi pokles
intenzity inhibice ve srovnani s 0,5 mM koncentraci, nez u ostatnich testovanych analogi.
U PC_13, PC_32, PC_41 a PC_48 je tento pokles vzhledem k PC_6 jen zhruba polovi¢ni,
u PC 37 tfetinovy a u PC 49 pfi srovnani naméfenych hodnot tvoii méné jak pétinu

rozdilu ICsp pro nejvyssi koncentrace substratu PC 6.
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Podobné velké rozdily v poklesu intenzity inhibice 1ze pozorovat i u jinych koncentraci
ATCh. Obzvlasté u hodnot rozdila 0,5 mM a 0,2 mM koncentrace substratu. Latky PC 32
a PC_37, které se lisi pouze v jednom methylovém zbytku (viz Obrazek 5), vykazuji ve
srovnani s ostatnimi analogy znatelné¢ nejvyraznéjsi pokles intenzity inhibice. Naptiklad

uPC _6,PC 41 nebo PC 49 je tento pokles ve srovnani s nimi jen zhruba polovicni.

Obecné lze ale fici, ze ve vétSin€ piipadi odpovida pokles intenzity inhibice mezi
koncentracemi substratu u jednotlivych inhibitorti celkové mife intenzity inhibice
enzymatické reakce ve srovnani s ostatnimi inhibitory. Pfi porovnani ziskanych dat tedy
téméf vzdy plati pravidlo, Ze inhibitor, ktery byl méné ucinny pfi jedné koncentraci ATCh,

byl zaroven méné ucinny i pti téch ostatnich.

Vyskytly se ale vyjimky. Obzvlasté mezi velice podobnymi slou¢eninami jakymi jsou
latky PC 32 a PC_37. Rozdily jsou zde sice jen nepatrné, ale existuji. Pokles inhibice je
tak pro nejnizsi koncentrace ATCh u PC 32 vyss8i, nez u PC _37. Pro 0,2 a 0,5 mM
koncentrace je to jiz ale naopak a pro 0,8 mM koncentraci ATCh je pak opét pokles
inhibice u PC_32 vyrazné&jsi, nez u PC 37.

Podobné u latek PC 13 a PC 41 nebo napiiklad PC_6 a PC_32. Vsechny koncentrace
substratd, az na 0,5 mM, vykazuji o néco vétsi pokles inhibice enzymatické aktivity
u analogt PC 32 a PC_41. Pii 0,5 mM koncentraci se ale situace obraci a vétsi pokles lze
pozorovat u inhibitori PC_13 a PC_32.

Pokud by se ale mély zkoumané analogy 7-MEOTA celkové setadit dle své aktivity, pak
by jasnym vitézem byla latka PC 49, kterd jako jedina nema na konci alkylového fetézce
na pyrazinovy heterocyklus pfipojeno benzenové jadro (viz Obrazek 5). 1Csop ma u ni
nejnizsi hodnoty a fadi ji tak hned za vychozi latku 7-MEOTA. Dalsi potadi by mohlo byt
zhruba nasledujici (od nejsiln€jsi inhibice po nejslabsi): PC_13, PC_48, PC_41, PC_37,
PC_32, PC_6.

Pro kontrolu byl stanoven i normalizovany pribéh enzymatické reakce za pouziti ACh jako
kompetitivniho inhibitoru ATCh. Vysledky méfeni potvrdily spravny postup provadéni
Ellmanovy metodiky. Jak ziskané¢ hodnoty, tak jejich graficka analyza (pomoci vyse

zminénych vyneseni) potvrdily mnohem niZsi intenzitu inhibice u ACh nez u zkoumanych
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analogli 7-MEOTA a také vyhranény kompetitivni typ inhibice (souboj mezi alternativnimi
substraty o aktivni misto enzymu) oproti smiSenému typu ostatnich inhibitorti (nasedajicich

1 mimo aktivni misto).

Vysledky vSech pouzitych grafickych metod potvrdily u zkoumanych analogh a latky
7-MEOTA smiseny typ inhibice a u ACh kompetitivni. Pfi méfeni inhibicni konstanty K;
pak byly zjistény udaje uvedené v Tabulce 4. Opét byla hodnota urCovana i pro latky
7-MEOTA aacetylcholin. A stejné jako pii zjistovani normalizovaného prub&hu
enzymatické reakce byla inhibice (potazmo afinita k aktivnimu mistu enzymu vyjadiena

Kj) za pouziti 7-methoxytakrinu nejsilngjsi a pii proméfovani ACh nejslabsi.

Nejvyssi afinitu k aktivnimu mistu enzymu projevovala latka PC_48 (slouc¢enina s bromem
na konci alkylového fetézce) nasledovana analogy PC 49 a PC 37. Jesté niz$i afinitu pak

Cv v

PC_41. Tyto tfi analogy se v afinité k aktivnimu mistu li$ily jen minimalné.

Kromé disociacnich konstant pro afinitu inhibitort k enzymu, je mozné podobnym
zpusobem vypocist 1 jejich disocia¢ni konstantu K;* pro afinitu k enzymosubstratovému
komplexu. Vzhledem ktomu, Ze vSechny zkoumané analogy vykazovaly smiSenou
inhibici, da se za timto Ucelem velice dobfe vyuzit Cornish-Bowdenovo vyneseni.

Nameéteného hodnoty K;* pro vS§echny zkoumané inhibitory jsou uvedené v Tabulce 5.

Jak je vidno, inhibice enzymatické reakce prostfednictvim navazani inhibitoru na
enzymosubstratovy komplex byla né¢kolikanasobné nizsi, nez inhibice navazanim na volné
aktivni misto samotného enzymu. Navic se vysledky miry inhibice vyjadiené ukazatelem

Ki* ve srovnani s K; i do urcité miry lisi.

Nejsilngjsi afinitu inhibitoru k enzymosubstratovému komplexu lze pozorovat u analogu
PC 41. Je tém¢f totozna s afinitou latky 7-MEQOTA, pfestoze afinita k volnému enzymu je
ve srovnani s ni u PC_41 mnohem nizsi. Dalsi vysokou afinitu danou ukazatelem K (ale

jiz jen téméf polovi¢ni ve srovnani s latkou PC_41) vykazuje i analog PC_49.

Slabsi inhibici navdzdnim analogu mimo aktivni misto enzymu pak je mozné pozorovat

ulatek PC 32 a PC 48. Mira inhibice se pfitom u nich lisi jen minimalné, pfestoze
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slouc¢enina PC 48 vykazovala nejvyssi afinitu k volnému enzymu (viz vyse). Jesté slabsi
afinitu potom vykazuje dvojice latek PC 13 a PC 37, u které je rozdil ve vysi K také
celkem zanedbatelny. Jasné nejniz$i afinitu Kk enzymosubstratovému komplexu pak

vykazuje analog PC_6 — ve srovnani s latkou 7-MEOTA téméf Ctytikrat nizsi.

Pofad je ale mnohem silnéj$i neZ afinita, s kterou se k enzymosubstratovému komplexu
vaze ACh. K pro kompetitivni inhibici ACh je vzhledem k charakteru inhibice v podstaté
o tfi fady vyssi nez v ptipad¢ analogu 7-MEOTA. Naméfena hodnota tak mtize slouzit jako
kontrola spravnosti provadénych postupti. Aktivni misto AChE bylo evolucné
vymodelovano tak, aby ACh co nejefektivnéji odchytavalo. Pokud by K¢ pro ACh nebylo
vyrazné vyssi nez K; a afinita mimo aktivni misto enzymu tedy vyrazné nizsi, nejednalo by
se o kompetitivni typ inhibice, ale s nejvétsi pravdépodobnosti o chybu (v méfeni,

vypoctech, ...).

Z naméfenych hodnot inhibi¢nich konstant je také mozné vycist, Ze smiSend inhibice latky
7-MEOTA a jejich analoghh ma blize ke kompetitivnimu typu, nez k akompetitivnimu
(Ki < Ki%). Nejblize k nekompetitivnimu typu (u kterého mnozstvi substratu neovliviiuje
intenzitu inhibice) ma latka PC_41. Ackoli je jeji afinita k aktivnimu mistu enzymu vice
jak dvakrat vyS$i nez na enzymosubstratovy komplex, pofdd jsou jeji hodnoty
rovnovaznému stavu inhibi¢nich konstant ze vSech zkoumanych inhibitori nejméné

vzdalené. Napiiklad u 7-MEOTA je hodnota K; ve srovnani s K;* desetkrat nizsi.

Pokud bychom méli zhodnotit celkovou afinitu inhibitort k enzymu (K; + Kj°), pak
afinit¢ k enzymosubstratovému komplexu) a s o néco vétSim odstupem latkou PC 49.
Nasleduje dvojice latek PC_48 a PC_32 a potom dvojice PC_13 a PC_37. U té se vysledné
hodnoty téméf rovnaji. Nejslabsi inhibici pak (pokud nebudeme brat v ivahu ACh) hlavné

diky vysoké K;‘ vykazuje sloucenina PC_6.

Vysledné hodnoty afinity mizeme také srovnat s ukazatelem ICso. Mzeme tak naptiklad
zjistit, Ze latka s nejslabsi afinitou (PC_6) projevuje 1 nejslabsi inhibici enzymatické reakce
a podobn¢ latka s nejsilnéjSi afinitou (7-MEOTA) je zérovenn pro vSechny pouzité

koncentrace substratu i nejsilnéj$im testovanym inhibitorem.
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6 Diskuze

Béhem zpracovavani diplomové prace bylo ziskano mmnozstvi dualezitych dat, které
pomohly pochopit zplisob, jimz zkoumané slouceniny pisobi na enzymaticky rozklad
substratu (ACh, ATCh) prostfednictvim AChE a zjistit intenzitu, s jakou jsou schopny

tento proces zvratit.

Cholinergni systém, na ktery by tyto inhibitory mély pusobit, se ale nesklada jen z ACh,
AChE a jejich produktii (viz kapitola Cholinergni systém a cholinomimetické 1écba AD).
Stejn¢ dualezité je 1 pusobeni inhibitor na receptory (nikotinové a muskarinové)

cholinergniho systému a na nespecifickou ChE butyrylcholinesterazu.

V budoucnu proto bude nutné proméfit jejich afinitu jak k témto receptorim, tak i ke
zminéné BChE. Fakt, Ze BChE nema jasn¢ dany substrat a patrné se vyvinula jako
prostfedek ochrany organismu vuci jediim zaloZzenym na cholinergni bazi, pak pfedpovida
I jedno z moznych vyuziti zkoumanych latek. Cela fada zivocisnych, rostlinnych i umélych
inhibitorii acetylcholinesterdzy patii mezi velice U¢inné neurotoxiny (viz ptredchozi
kapitoly). Krom¢ symptomatické 1écby AD, by se tak zkoumané analogy 7-MEOTA

mohly ptipadné vyuzit i pro vyvin protijedi — reaktivatortt AChE a jejich receptora.

K vyvinu protijedii a novych 1é¢iv AD ale vede dlouha a naro¢na cesta zahrnujici mimo
jiné testovani toxicity zkoumanych sloucenin. Nejprve na potkanech, pozdéji snad
| primatech. A je samoziejmé¢ mozné, ze zadny z inhibitori analyzovanych v této praci
nenajde nikdy své praktické vyuziti. To, jak nepatrny zlomek vyzkumnych projektt ve
farmakologii pak dojde ke zdarnému konci a piinese kyzené ovoce v podobé latky
s dostatecné vysokym terapeutickym indexem® a vhodnymi terapeutickymi uéinky, lze

dolozit napiiklad studii Mangialasche a kol. (2010) — viz Obrazek 2.

62 Pomér davky 1é¢iva, protijedu apod., které vyvolava lécebny uéinek, k davce zptisobujici otravu. Cim je vy$si, tim je latka méng
toxicka a nehrozi tedy tolik riziko pfedavkovani, ptipadné nutnost docasné pterusit 1é¢bu (tak jako to bylo nutné napf. u takrinu — viz

vyse).
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Presto nové poznatky, naptiklad aktivita n¢kterych diive testovanych analogti 7-MEOTA
(Korabecny a kol. 2010), poskytuji nadéji, Ze i tak zavaznou chorobu, jakou AD beze sporu
je, bude casem mozné ucinné 1écit. 1 kdyby to znamenalo jen vyraznéjsi potlaceni

neblahych symptomd, ktery jeji rozvoj doprovazeji.

Lepsi zplisob terapie medikamenty, nez cholinomimeticka 1éc¢ba, zatim bohuzel objeven
nebyl. Jediny Memantin, jako latka zalozend na jiném principu nez na inhibici AChE,
vykazuje podobné ptiznivé ucinky jako AChEIs a zaroven je dostatecné bezpecny, tak aby
mohl byt pouzivan jako 1écivo AD. Proto dalsi vyzkum v oblasti AChEIs je pfinejmensim

zadoucl.

Analogy 7-MEOTA ptedstavuji jen jednu formu AChEIs, ale vzhledem k velice dobrym
inhibi¢nim vlastnostem takrinu a fady latek od n¢j odvozenych, ptedstavuji tyto slouceniny
zajimavou vyzvu, ktera by pfi snaze o nalezeni 1é¢iv vhodnych k 1écbé AD neméla zistat

nevyslysena.

7 Zavér

Tato diplomova prace se snazila alespoil malou mérou piispét k feSeni problému, ktery
suzuje soucasnou starnouci spole¢nost. Diky lepsi zdravotni péci se primérna délka doziti
ve svété neustale prodluzuje a spolu s tim se i mnohem vice objevuji choroby pozdniho
véku, které se v dobach, kdy byla stfedni délka Zivota mnohem nizsi, vyskytovaly spiSe
ziidka. Toto prodluZzovani ma sice své biologicky dané hranice, ale i v ramci souc¢asného
stavu naklady na péci spojené s témito chorobami (v€etné AD) vyraznou mérou zatézuji

rozpocCty nejenom vyspélych stati Zapadu.

V Evropé a USA se pfirlistky obyvatelstva téméf zastavily a fada zemi z této kulturni
oblasti se potyka s potencidlnim, nebo redlnym ubytkem autochtonni populace.
V rozvojovych zemich (jako napt. v Indii, stitech Afriky apod.) je ale situace opacna.
Znacny piiristek obyvatelstva spoleéné s kvalitngj$i lékatkou péci dava tusit
Vv nasledujicich letech i velmi vyrazny nariist obyvatelstva seniorského véku. Naklady na

zaopatieni pacientil trpicich nemocemi jako je AD, tak patrné¢ mnohonasobné vzrostou.
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Z tohoto diivodu je dilezité hledat feSeni, dokud je jeSté ¢as a ndklady, i kdyz vysoké, je
mozné na globalni urovni jest¢ udrzet v rozumnych mezich. Toto feSeni se snazi i nalézt

I vyzkumny projekt, v ramci kterého byla zpracovavana tato diplomova prace.

Cilem prace bylo zanalyzovat sedm vybranych AChEIs vytvorenych kolegy z FVZ OB
(Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany) v Hradci kralové a stanovit u nich

intenzitu a zpusob, kterym plsobi na enzymatickou aktivitu AChE.

Z4dny z tdchto zkoumanych analogi latky 7-MEOTA bohuZel nedosahoval takovych
kvalit, jako ptivodni latka, z které byly odvozeny. Sila inhibice byla vzdy nizsi a stejné tak
I afinita k vazebnému mistu enzymu. Pfesto je ale mozné, Ze i tak tyto latky najdou své
uplatnéni. Ve hie je totiz také jejich afinita k cholinergnim neuroniim, terapeuticky index,
toxicita, hydrodynamické vlastnosti a také ptipadné vyziti ve formé& reaktivator AChE
ajejich receptort. Tedy vyuziti jako protijedy vi¢i neurotoxinim zalozenym na

cholinergni bazi.

Tato prace predstavuje sice jen maly zlomek v ramci ohromného mnozstvi usili, které je
vénovano snaze najit vhodny 1€k a vylécit hrozbu skryvajici se pod oznacenim AD. Ptesto
pevné v&fim, Ze cile, které si vytycila i naplnila. A to jak v praktické, tak ve své teoretické
Casti. Snad se v brzké dob¢é pro zminénou hrozbu nalezne vhodné feSeni ve form¢ ucinného

1é¢iva a prace podobné této, jiz nadale nebudou tieba.
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8 Prilohy

8.1 Tabulky

Lécivo Stadium nemoci

Symptomatické
pusobeni

Potencidlni neuroprotektivni
pusobeni

AChE inhibitory — zlep$uji kognici, chovani, a funkéni a globalni klinicky stav

Mozné snizeni produkce a toxickych uéinkl Ap;

Donepezil Vsechny stadia AChEI ovlivituje expresi izoforem AChE; zvySuje
expresi nikotinovych receptort
Mozné snizeni produkce a toxickych uc¢inkt A;
Rivastigmin Mirné az stiedni AChEI a BChEI ovliviuje expresi izoforem AChE; zvySuje
expresi nikotinovych receptort
_ S AChEI (modulace Molznve snizeni pf(?dukce a toxickych u(vzlr}ku AB;
Galantamin Mirné az stiedni S, . ovlivituje expresi izoforem AChE; zvysuje
nikotinovych receptortt) ST .
expresi nikotinovych receptort
Ovlivije zpracovani APP podporou sekrece
Huperzin-A Mirné az stiedni AChEI rozpustného APPa; antioxidant, anti-apoptozni

ucinky; ochrana mitochondrii

Antagonisti NMDA receptoru — zlepsuji

kognici, chovani, a funk¢n

i stav

Memantin Stfedni aZ vazné

Nekonkurujici, na naboji
zavisly antagonisti
NMDA receptort

Snizuje toxicitu AP, zabranuje hyperfosforylaci
tau, zmirnuje zanéty spojené s mikrogliemi;
zvyS$uje uvolnovani NGF z astroglii.

AChEI — Inhibitor acetylcholinesterazy,; BChEI — Inhibitor butyrylcholinesterazy;

NMDA — N-methyl-D-asparagova kys.
Tabulka 1 — Drogy schvalené pro 1é¢bu AD (Mangialasche a kol. 2010)
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Podtyp receptoru

Lokace

Piisobeni

Funkce

Homogenné ve ventralni ¢asti medialni

NAChRs (03)s,(B2)2 habena, hipokampus
Hipokampalni ¢asti CA1 a CA3, gyrus
dentatus, hypothalamus, colliculus inferior,
NACHRS (a4)z(B2) substantia grisea centralis, nucleus
interpeduncularis, nucleus ruber
Parietalni kura, frontalni kira, hipokampus,
NAChRs (a7)s temporalni kira, limbicka oblast, mozecek
Mozkova kiira, hipokampalni neurony,
NAChRs (04)s,(B2)2 thalamus a habena, interpedunkularni systém
NACHRS (a6)s,(82) Ventralni mezencefalon a locus caeruleus,

katecholaminergni jadra

Aktivace selektivniho
kationového kanalu,
synapticka a parakrinova
transmise

Pamét’ a uceni

Pamét’ a uceni, udrzba a
diferenciace neuront

NAChRSs (0:3)2, (B4)2, a5

Medialni habena, dorsalni micha, nucleus
interpeduncularis

Medialni habena; dorso-kaudalni prodlouzena

Aktivace selektivniho
kationového kanalu,
synapticka transmise

Pamét’ a uceni

NAChRs (a3)z,(B4)s micha a epifyza
MAChRs M Mozkova kira, hipokampus, thalamus, predni Pamét a ucent, dlouhodoba
! mozek, kaudalni regiony mozku potenciace (LTP) a titlum,
Gaiphagna, fosfolipaza Cheta, synaptic}(é plasticita, udrzba a
mAChRs M3 Telencefalické struktury, corpus striatum diacylglycerol a inozitol diferenciace neurond
1,4,5-trifosfat (IP3)
MAChRSs Ms Substantia nigra, corpus striatum Pa,met aucent, LT,P -
a Gtlum,synapticka plasticita
Presynapticka ¢ast, thalamus, mozecek,
mMAChRs M, corpus striatum, rostralni regiony mozku, o
varoltv most Gaipnairo, inhibice
adenylatcyklazy, zpétny tok Synapticka modulace
L L K*
MAChRs My Presynapticka ¢ast, telencefalické struktury,

corpus striatum

Tabulka 2 — Lokace, pusobeni a funkce nAChRs a mAChRs (Ehlert a Tran 1990,

Pratico a kol. 2005, Zoli a kol. 1998, Fodale a kol. 2006)
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Latka 0,1 mMm 0,1 mM 95 % Cl 0,2 mM 0,2 mM 95 % Cl 0,5 mM 0,5mM95%Cl | 0,8 mM 0,8 mM 95 % Cl
7-MEOTA | 6,659E-06 | 6,403E-06 - 6,921E-06 | 8,772E-06 | 8,239E-06 —9,339E-06 | 1,243E-05 | 1,154E-05-1,339E-05 | 1,381E-05 | 1,299E-05 — 1,466E-05
PC_6 2,169E-05 | 1,944E-05 - 2,422E-05 | 2,467E-05 | 2,278E-05-2,673E-05 | 2,791E-05 | 2,546E-05—3,062E-05 | 3,756E-05 | 3,527E-05 — 4,834E-05
PC_13 1,554E-05 | 1,311E-05 - 1,844E-05 | 1,783E-05 | 1,560E-05 —2,041E-05 | 2,288E-05 | 2,154E-05—2,436E-05 | 2,787E-05 | 2,526E-05 — 3,081E-05
PC_32 2,097E-05 | 1,822E-05-2,417E-05 | 2,366E-05 | 2,138E-05-2,563E-05 | 3,044E-05 | 2,927E-05-3,166E-05 | 3,565E-05 | 3,203E-05 —3,973E-05
PC_37 2,060E-05 | 1,615E-05—2,627E-05 | 2,430E-05 | 2,212E-05-2,670E-05 | 3,106E-05 | 2,968E-05 — 3,241E-05 | 3,440E-05 | 3,259E-05 — 3,627E-05
PC_41 1,798E-05 | 1,593E-05—1,990E-05 | 1,947E-05 | 1,788E-05—2,080E-05 | 2,266E-05 | 2,069E-05 — 2,483E-05 | 2,820E-05 | 2,690E-05 —2,941E-05
PC_48 1,603E-05 | 1,380E-05 - 1,898E-05 | 1,980E-05 | 1,825E-05—2,155E-05 | 2,485E-05 | 2,265E-05-2,719E-05 | 3,114E-05 | 2,839E-05 — 3,367E-05
PC_49 9,099E-06 | 6,712E-06 —1,233E-05 | 1,302E-05 | 1,234E-05-1,374E-05 | 1,568E-05 | 1,418E-05—1,734E-05 | 1,738E-05 | 1,410E-05 —2,132E-05
ACh 2,837E-04 | 2,686E-04 —2,991E-04 | 3,939E-04 | 3,859E-04 —4,011E-04 | 8,895E-04 | 7,469E-04 — 1,089E-03 | 1,170E-03 | 1,117E-03 — 1,222E-03

Tabulka 3 — Namétené hodnoty ukazatele ICsq S 95 % intervalem spolehlivosti (CI)

Latka Ki SD
7-MEOTA | 2,29E-06 | 5,94E-07
PC_6 9,69E-06 | 2,14E-06
PC_13 7,43E-06 | 3,09E-06
PC_32 1,05E-05 | 1,94E-06
PC_37 6,52E-06 | 1,09E-06
PC_a1 9,89E-06 | 2,40E-06
PC_48 3,88E-06 | 5,41E-07
PC_49 5,10E-06 | 3,55E-06
ACh 1,14E-04 | 5,39E-05

Tabulka 4 — Naméfené hodnoty inhibi¢ni konstanty K; véetné smérodatné odchylky (SD)
odvozené vzdy z Sesti hodnot K (praseciki kiivek koncentraci substratu)

Latka K:' SD
7-MEOTA | 2,32E-05 | 2,46E-05
PC_6 7,84E-05 | 1,50E-05
PC_13 5,80E-05 | 4,81E-05
PC_32 4,62E-05 | 3,43E-05
PC_37 5,93E-05 | 4,64E-05
PC_41 2,33E-05 | 2,72E-05
PC_48 4,95E-05 | 2,58E-05
PC_49 3,76E-05 | 2,59E-05
ACh 1,44E-02 | 1,02E-02

Tabulka 5 — Namétené hodnoty inhibi¢ni konstanty K;* véetn¢ smérodatné odchylky (SD)
odvozené vzdy z Sesti hodnot K (prusecikt kiivek koncentraci substratu)
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8.2 Obrazky
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Obrazek 1 — Struktura vybranych AChEI a memantin (Korabecny a kol. 2010)

@ | AR production
© | AP aggregation

O T AB dearance (immunatherapy) ) )
@ | tav aggregation or phosphorylation .Ph!nylﬂllaznlyl‘!ydnzld.e

@ Cholinergic drugs Oﬁnﬁ-ﬁﬁ JR—

Ve stiedu Faze 4 oznacuje 1é¢iva schvalena k 1é¢bé AD. Rizné barvy pak znazornuji riizné principy fungovani
zobrazenych drog (viz legenda v levém hornim rohu).

Obrazek 2 — Vyvoj drog pro 1écbu AD (Mangialasche a kol. 2010)
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AChE

Q QO 88 88 PRnggﬂﬁ ngg

Rozpustny
Gla G2a Gda tetramer Membrinové
Amfifilni formy Gdna zakotveny
(typ II) tetramer G4a

(typ D

Asymetrické
formy

s kolagennim
vlaknem

G1—G4 — kulovité formy s jednou, dvéma ¢i ¢tyfmi podjednotkami. A4—A12 — asymetrické formy s jednim, dvé ¢i tfemi
tetrametry.
Obrazek 3 — Typy katalytickych podjednotek a pokrocilych molekularnich forem
acetylcholinesterdz (Massouli¢ 2002)

R.
NH NH
O 1. KOH/IDMSO 0
HyC HCI + R=8r - HiC T ) Ha
N 2. disthylether/HCI N?

R = CpCys

Obrazek 4 — Syntéza N-alkyl-7-methoxytakrinu (Korabecny a kol. 2010)
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PC_37 PC_41

PC_43 PC_49

Obrazek 5 — Analyzované inhibitory AChE

‘;[H\’:"VSY acetylcholinesterasa ﬁ"g
0] ]
acatylthiocholin kysalina octova QM NOz
'\-.+.|-"“._"‘_..S_ HO H
+ + -
M I 5-5 I
+ 5
“NTV thiochalin DTHE
thiocholin

1. Slfp:ni acetylthiocholinn na Kyselinu octovou a thiocholin

0N NO,
~ 7
HO N+ - OH
NO; NO, ]D\S—S’“va S/O:n’
0 0
- OH —— OH
s s ) .

o o) 2. Stépeni DTNB a venik chromoforu

3 Prechod chromoforu na formu, Kiera je fotometrovana

Obrazek 6 — Reakce ATCh s DTNB (Zd’arova-Karasova a kol. 2010)

64



8.3 Grafy
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