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Seznam pouzitych zkratek

AD Alzheimerova choroba (v aj. Alzheimer disease )
ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

ATChCI acetylthiocholin-chlorid

BCHL bojové chemické latky

BuChE butyrylcholinesterasa

DTNB 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina)

ChE cholinesterasa

mAChR muskarinovy acetylcholinovy receptor

MG myasthenia gravis

nAChE nikotinovy acetylcholinovy receptor

NMDA N-methyl-D-aspartat

NPL nervove paralytické latky

OFlI organofosforové inhibitory

UO FVZ Univerzita Obrany, Fakulta vojenského zdravotnictvi



1 Uvod a cil prace

Tato bakalaiskd prace je zaméfena na in vitro inhibi¢ni efekt nové pfipravenych
inhibitori acetylcholinesterasy, vyuzitelnych pfti terapii Alzheimerovy choroby, ¢i
onemocnéni myasthenia gravis. Pravé inhibice AChE, prodluzujici biologicky polo¢as ACh,
je povazovana za jednu z farmakoterapeuticky vhodnych cest z diivodu dobré sndsenlivosti
pii zachovani vysoké ucinnosti. Pro vlastni vykonani prace bylo nutno provést reSerSné
kompila¢ni ¢innost a optimalizovat metodiky. Prvni ¢ast prace spoc¢iva ve vybéru vhodnych
latek, které jsou pak nasledné charakterizovany komplexnim enzymologickym hodnocenim.
Z namétenych vysledkt byly spocitany rovnovazné disocia¢ni konstanty pro inhibitor-AChE
a komplex inhibitor-AChE-substrat. Cilem je doporuéit a poskytnout relevantni data pro
vybrané latky, které budou dale prochazet dal§im testovanim, jak na Katedie toxikologie
Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity Obrany, tak na spolupracujicich zahrani¢nich

pracovistich.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Cholinesterasy

Cholinesterasa (ChE) je obecny termin pouzivany pro pfirodni enzymy, které byly
objeveny ve 30. letech 20. stoleti. E. Stedman proved| ¢aste¢nou purifikaci enzymu z konské
plazmy a nazval jej cholinesterasa. Po druhé svétové valce byly objeveny dalsi typy
cholinesteras. Za optimalnich podminek hydrolyzuji estery cholinu rychleji nez jiné enzymy.
Tato plazmaticka forma ChE je produkovana jaternimi buiikami a secernovana do krve.
V lidském téle existuji dva typy ChE, jeden typ ChE je acetylcholinesterasa [AChE,
EC 3.1.1.7]. Nachazi se ve vysokych koncentracich ve vezikulach husté¢ nahromadénych
Vv axoplazmé nervovych zakonceni, v erytrocytech, plicich, slezin€ a ve vSech ¢astech mozku.
Je vazan membranovym glykoproteinem a existuje V nékolika molekuldrnich forméch. Druhy
je butyrylcholinesterasa [BUChE, EC 3.1.1.8]. BuChE se nachazi v plazmé¢, taktéz v jatrech,
hladké svalovin€, stfevech, pankreatu, srdci a bilé hmoté mozku. Ma vice nez
11 izoenzymatickych variant'. V lidském organismu se nachazi AChE a BUChE v pomgru
8:2. Aktivni misto cholinesteras ma tvar uzké stérbiny. Pfi usti $térbiny se nachazi anionické
misto, odpovédné za interakci s kvartérnim, kladné nabitym atomem dusiku v molekule
substratu a ve spodni ¢asti §térbiny lezi esteratické misto obsahujici serin, pisobici hydrolyzu

substratu?.

2.1.1 Acetylcholinesterasa

Synonymem acetylcholinesterasy je prava cholinesterasa, specificka cholinesterasa,
cholinesterasa I. AChE je Zivotné dulezity enzym, patfici do skupiny serinovych proteas.
Podili se na cholinergnim pfenosu hydrolyzou neurotransmiteru acetylcholinu. AChE je
sloZena ze Ctyf proteinovych subjednotek, dvéma fetézci a a dvéma fetézci B. V a fetézci
dochazi k rozkladu ACh. V fetézci B se nachazi tzv. B-anionické misto a oblast hydrofobnich

interakci, tzv. y-anionické misto®.



K hydrolyze acetylcholinu (ACh), u¢inkem AChE, dochazi pfiblizenim molekuly
substratu  k aktivnimu centru enzymu. Pfi hydrolyze dochézi k pienosu acetylu
na hydroxylovou skupinu serinu. Dochazi k fadé¢ konformacnich zmén v molekule AChE.
Acetylovany enzym je nestaly, dochéazi k odstépeni kyseliny octové, ¢imz se obnovuje jeho

nukleofilni hydroxylova skupina serinu®.

Pii nedostate¢ném rozkladu ACh, dochazi k jeho kumulaci v organismu, ktera se ve svém
disledku projevi tzv. akutni cholinergni krizi. Cholinergni krize vznikd na podkladé
dlouhodobého nadmérného drazdéni cholinergnich receptort. Tento jev se pak projevi

o iz . ’ . . ’ r1.r s ’ s o 2
riznou Skalou muskarinovych, nikotinovych a centralnich klinickych ptiznaka®.

2.1.2 Butyrylcholinesterasa

Synonymem butyrylcholinesterasy je pseudocholinesterasa, nespecificka cholinesterasa,
cholinesterasa Il. BUChE je homotetramer, tvoifeny dvéma dimery, podjednotky jsou spojeny
disulfidickymi mustky a nekovalentnimi hydrofobnimi interakcemi. Aktivni centrum se
nachazi na kazdé ze ¢tyk podjednotek a obsahuje aminokyselinu serin®. BUChE je sekregni
enzym produkovany jaternimi bunkami (hepatocyty) a vyplavovany do krve. Pokles jeji
syntézy je dan mirou poskozeni hepatocytli nebo nedostatkem proteinu (diety). Vyskytuje se
v plazmé, Vv jatrech, hladké svaloving, stfevech, pankreatu, srdci a bilé hmoté mozku. Stejné
jako AChE se BuChE nachazi v neuronech a neurogangliich. BUChE je homologni S primarni
strukturou AChE asi z 65 %. Oproti AChE se 1isi ve specifité k nékterym substratim. BuChE
hydrolyzuje butyrylcholin 4krat rychleji nez acetylcholin a D-B-methylacetylcholin
nehydrolyzuje viibec, zatimco AChE ano. Naproti tomu BUChE hydrolyzuje benzoylcholin,
ktery AChE neni schopna §t&pit?.

BuChE ptisobi na Grovni bunécné proliferace. SlouZzi k udrZeni spravné funkce myelinu,
podili se na podpofe ristu neuriti b&hem vyvoje jedince®. Je to specificky marker
v diagnostice Alzheimerovy demence, dochazi ke zvyseni jeho aktivity, zatim co aktivita

o s s v 7 . r1on X N A R T . s -
AChE zistava beze zmény'. Experimentalné se vyuziva pii 1é¢bé kokainové zavislostl.



2.2 Receptory AChE

V cholinergnim nervovém systému jsou znamy dva druhy cholinergnich synapsi -
receptory muskarinové a receptory nikotinové. Jsou pojmenovany podle pftirodnich

cholinotoxinii, kterymi byly identifikovany.

2.2.1 Receptory muskarinové

Receptory muskarinové, aktivované muskarinem (alkaloid z muchomirky Amanita
muscaria) a blokované belladonovym alkaloidem atropinem, byly nalezeny na hladkych
svalech wvnitfnich orgénd, exokrinnich Zzlazach a autonomnich gangliich. Muskarinovy
acetylcholinovy  receptor ~ (mAChR), patii do G-proteinovych  receptord
a vyskytuje se v 5 modifikacich M; az Ms, které se 1isi svou lokalizaci
a funkci. Mj-receptory jsou lokalizovany na nervovych bunkach, napt. gangliich, kde jejich
aktivace usnadiiuje pifenos podrazdéni z prvniho neuronu na druhy. Mj-receptory
zprostiedkuji Gc¢inek acetylcholinu v srdci: otevienim K* kanalti dochazi ke zpomaleni
diastolické depolarizace a sniZzeni tepové frekvence. Ms-receptory jsou diileZité pro udrZeni
tonu hladké muskulatury napf. stfev, bronchii. V mozku byla prokazéna ptitomnost vSech
subtypit MAChR. Aktivace cholinergniho Ms-receptoru v cévnim endotelu miize usnadiovat
uvoliiovani oxidu dusnatého, a tak nepfimo vyvolavat vazodilataci®. M, a Ms-receptory

pusobi Vv centralnim nervovém systému.

2.2.2 Receptory nikotinové

Nikotinovy acetylcholinovy receptor (nAChE)) je ligandem fizeny iontovy kanal, ktery
zprostiedkuje neurotransmisi v cholinergnim systému centrdlnim 1 perifernim. Je tvofen
komplexem péti podjednotek, které¢ patii podle své odlisné polypeptidické struktury

do ¢tyf skupin, pojmenovanych a, B, y a 8. Ve skupiné a je jesté identifikovano dalSich devét
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podtypt a ve skupin¢ B Ctyfi podtypy. Pouze podjednotka o ma na své extraceluldrni casti
specifické vazebné misto pro ACh. Podjednotka o dale obsahuje dalsi alostericka mista pro
nekompetitivni aktivatory iontového kanalu, napt. pro inhibitory cholinesteras (fysostigmin,
takrin, galantamin), nebo pro nekompetitivni blokatory (chlorpromazin, fencyklidin), pro

Ca®* a steroidy (kortikosteron)®.

2.3 Inhibitory cholinesteras

Inhibitory jsou latky, které snizuji rychlost enzymovych reakci. Mezi né patii latky
podobné substratim a koenzymiim, dale 1éciva, antibiotika, alkaloidy, chelata¢ni ¢inidla
kovovych iontd, enzymové jedy, které se vazou do aktivniho centra ¢i mimo n¢j. Nékteré
metabolity inhibuji alosterickym efektem. Podle pevnosti vazby na enzym, to znamend, zda
lze ¢i nelze inhibici zruSit napt. dialyzou, ¢i vytésnénim inhibitoru substratem, C¢i
koenzymem, se inhibitory déli na dvé hlavni skupiny na reverzibilni a ireverzibilni.
Ireverzibilni inhibitory blokuji enzymovou aktivitu tim, Ze vytvari s enzymem velmi pevny
komplex. Naproti tomu u reverzibilniho inhibitoru tento komplex neni pevny a lze aktivitu
enzymu obnovit odstranénim inhibitoru. Podle toho, kde se inhibitor vaze na enzym, obecné
rozliSujeme u reverzibilnich inhibitorG tfi typy: nekompetitivni (nesoutézi o vazbu se
substratem), kompetitivni (soutézivé, vazou se jen do aktivniho centra), a akompetitivni

(vazou se jen na komplex enzym-substrét)lo.

Mechanismus ucinku inhibitori AChE je zvySovani mnoZstvi ACh na cholinergnich
synapsich. Po navadzani inhibitoru na AChE nedochézi k rozkladu ACh. ACh se hromadi
a zvySuje se tak pocet moznych interakci mezi ACh a jeho receptorem. Tim se zlepSuje

cholinergni transmise.

Mezi inhibitory AChE patii pesticidy (paraoxon, parathion). Dale 1éciva, ktera jsou
vyuzivana v terapii Alzheimerovy choroby (AD), piedevsim karbamaty (rivastigmin),
piperidinové derivaty (donepezil), akridinové derivaty (takrin), alkaloidy (galantamin). Dalsi
velkou skupinu tvoii organofosforové inhibitory (OFI). Plvodné mély slouzit jako
insekticidy. Kvuli vysoké toxicité¢ jsou vyuzivané armadami jako bojové chemické latky

(BCHL). OFI se vazi ireverzibilng, proto nejsou vhodné k terapii. Nékteré karbamatové
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inhibitory nachazeji uplatnéni v 1é¢b¢é myastenia gravis (neostigminium-bromid,

pyridostigminium-bromid)*,

2.3.1 Nervové paralytické latky

Nervove paralytické latky (NPL) patii mezi organické slouceniny fosforu. Jejich syntéza
a vyvoj probihaly hlavné v obdobi mezi dvéma svétovymi valkami. NPL se brzy staly
nejvyznamnéjsi skupinou bojovych otravnych latek, a to diky vyhodnym fyzikalné-
chemickym vlastnostem, vysoké toxicité a rychlému nastupu G&inku'. Vyrazng vyssi toxicita
je vuci saveiim. Do organismu pronikaji vS§emi moznymi cestami vstupu, i pfes neporusenou
kazi, nastup G¢inku je rychly. Nevratné inhibuji AChE v dusledku pevné kovalentni vazby
senzymem. Podle fyzikdlnich, chemickych a dalSich vlastnosti lze NPL rozdélit na
GaV latky™.

Mezi zastupce G latek patii (zkratka v zavorkach odpovida ustalenému NATO znaceni):
tabun (GA: O-ethyldimethylamidokyanfosfat, ethyl-dimethylfosforamidokyanidat), sarin
(GB: O-isopropylmethylfluorfosfonat, propan-2-yl-methylfosfonofluoridat), cyklosarin (GF:
O-cyklohexylmethylfluorfosfonat, cyclohexyl-methylfosfonofluoridat) a soman (GD: O-
pinakolylmethylfluorfosfonat; 3,3-dimethylbutan-2-yl-methylfosfonofluoridat)*2.

CHg
CH,
O ’ HsC /O
N N
\ F,\\/ \CH3 /P\O CH3
=\ F
tabun sarin
CH,
H,C
CHs CHs
H3C\ /O d -
/P\ \P/
F o / \
F (0]
cyklosarin soman
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V piipadé V latek dosahla nejvétSiho vojenského vyznamu latka VX (O-ethyl(2-
diisopropylaminoethyl)-methylthiofosfonat,  S-[2-(dipropan-2-ylamino)ethyl]  O-ethyl-
methylfosfonothioat) a jeji analogy jako je rusky VX (S-[2-(diethylamino)ethyl] O-(2-
methylpropyl)-methylfosfonothioat) a c¢insky VX (O-butyl S-[2-(diethylamino)ethyl]-
methylfosfonothioat) *?

CHs HaC
- )\ \P/SV\N/\CH
\ = ’
R \/\ CH °
= \ ’ P
° )\ oy
< HsC CH,
CHs
HaC
VX rusky VX
H
\P/ \/\N/\CH
7 K

!

V intoxikovaném organisSmu dochdzi k hromadéni ACh, vSude tam, kde probiha jeho

¢insky VX

syntéza a uvoliiovani. Trvalé drazdéni receptori se projevi rozvojem toxickych piiznakt.
Periferni muskarinové ptfiznaky otravy NPL se projevuji zvySenou sekreci exokrinnich zlaz —
zvySend sekrece z nosu, bronchtl, zvySené poceni, slzeni a slinéni. ZvySena hladina ACh
vV hladkém svalstvu zplisobuje midzu, poruchy akomodace, abdomindlni kiece, prajem,
CastéjSi moceni a také bradykardii. Mezi periferni nikotinové piiznaky patii bledost,
tachykardie, hypertenze (ptisobeni na autonomni ganglia) a svalova slabost, fascikulace
a kieCe az paralyza (kosterni svaly vcetn€ branice a mezizebernich svali). NPL ovliviiuji
fadu dalSich organli a systémil jinou cestou, nez je inhibice enzymu AChE. Takovéto
pfiznaky se pak oznacuji jako necholinergni (také nespecifické). Kromé cholinesteras tedy
mohou byt ovlivnény dal$i enzymy a neurotransmitery (napf. serotonin, dopamin,

y-aminomaselna kyselina — GABA)™.
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2.3.2 Pesticidy

Pesticidy jsou piipravky a prostiedky, které jsou urcené k potlaceni a hubeni rostlinnych
a zivocisnych skidct a k ochrané rostlin, skladovych zéasob, technickych produktd, bytd,
domt, vyrobnich zavodi nebo i1 zvifat a clovéka. Nejvice se pesticidy uplatiuji
v zemé&ddlstvi. V Ceské republice se mohou pouZivat jen ty piipravky, které jsou uvedeny
v seznamu registrovanych prostiedkti na ochranu rostlin. Neurotoxické pesticidy pusobici
na cholinergni systém muzeme rozdé€lit na karbamaty (reverzibilni inhibitory AChE) a OFI

(ireverzibilni inhibitory AChE).

OFI (ireverzibilni inhibitory AChE)

Z hlediska chemické struktury jsou to dialkylfosfaty a dialkylfosfonaty a jejich thioanaloga.
Jsou to synteticky vyrabéné estery nebo amidy kyseliny fosforecné nebo fosfonové. Inhibice
acetylcholinesterasy organofosforovymi slouc¢eninami spociva v jejich ireverzibilni vazbé
na hydroxylovou skupinu serinu, ktera je soucasti jejich katalytického centra. Jedinou latku
ptirodniho charakteru s vySe uvedenym uc¢inkem je anatoxin-a(s) vyskytujici se jako toxicky
produkt n&kterych cyanobakterii*®. Projevy intoxikace se neprojevuji hned, ale pii vdechnuti
po pul hoding, po poZiti asi po hodin€ a po potfisnéni az po 2 hodinach. Mira otravy je déna

toxicitou a mnozstvim OFI.

anatoxin-a (s)
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Karbamaty (reverzibilni inhibitory AChE)

Jsou to estery kyseliny alkylkarbamové s bazickymi fenoly. Toxicita karbamat se pro
jednotlivé zivocisné druhy znacné lisi. Obecné plati, ze lipofilni karbamaty jsou velmi
toxické pro hmyz, ale malo toxické pro savce. Naopak karbamaty hydrofilni jsou pro hmyz
malo toxické, ale vykazuji znaCnou toxicitu pro teplokrevné ZivoCichy, vcetné cClovéka.
Mechanismus uc¢inkt karbamati je zaloZen na reverzibilni inhibici cholinesteras. Vyvolavaji
tak cholinergni krizi, kterd ma stejné projevy jako u NPL. Na rozdil od NPL je vSak inhibice
AChE, zptsobena karbamoylaci aktivniho centra, pouze do¢asnd — reverzibilni. K obnové

enzymové aktivity dochazi daleko snadnéji nez u enzymu blokovaného OFI®,

2.4 Alzheimerova choroba

AD je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které zasahuje mozek a vede
k postupnému vyvoji dnes nejcastéjsi formy demence. M4 svou specifickou neuropatologii —
dochazi ke tvorbé a ukladani patologického proteinu B-amyloidu, k degeneraci neuronalniho
t-proteinu (v mitochondriich) a dal$im neurodegenerativnich projevim, které vedou ke
snizené tvorbé synaptickych spojii a apoptoze — zaniku neuronii™. Nejvice byvaji postizeny
acetylcholinergni neurony, pifedev§im oblast Meynertova jadra, hippokampu a souvisejicich
korovych oblasti. U AD se uplatiuje 1 dal§i enzym, ktery je za normalnich podminek
minoritni — BuChE. Dochazi k situaci, kdy klesa pocet molekul AChE a zvySuje se pocet
molekul BUChE™®.

AD se zprvu projevuje poruchou paméti, kterd je mnohdy pfictena k ptfirozenému procesu
starnuti. Nemocny si pfestdvd pamatovat, piestavd byt schopen logicky uvazovat, piestava
byt schopen komunikovat, postupné ztraci navyky a dovednosti. Dochazi k poruse orientace
v prostoru, k porucham chovani, halucinacim, depresim az k agresivnimu chovani. Nastupuje
porucha Cteni, psani a poc€itani a upada celkovy zdjem o déni v okoli. V poslednich stadiich
dochdzi k Uplné ztrat¢ paméti, intelektu, soudnosti, mySleni a nemocny je pln€ zavisly na

péci druhé osoby.
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Vyvoj priznakt a potizi u AD mizeme rozdélit do 3 stadii:

e Lehka demence:
obtizné dorozumivani, zapominani, zakladani véci, podeziravost, vztahovacnost,
popirani problémii a poruchy paméti, dezorientace v Case, bloudéni na znamych
mistech, obtizné rozhodovani a bezradnost, ztrata iniciativy, znamky deprese, uzkosti
a agresivity, ztrata zajmu o koni¢ky, zména osobnosti — sobeckost a egocentri¢nost.
K terapii lze vyuzit inhibitory AChE.

e Stfedni stadium demence:
Poruchy soudnosti, nekriticnost, prohlubovdni zmén osobnosti, neschopnost
vykonavat bézné aktivity jako je vafeni a nakupovani, potfeba pomoci pii vykonavani
osobni hygieny a oblékani, obtizna komunikace, touldni, bloudéni, poruchy chovani,
halucinace, podezirani, stavy zmatenosti. K terapii Ize vyuzit inhibitory AChE.

e T¢zké stadium demence
Poruchy pfijmu potravy, nerozpoznani blizkych osob, nechapani okolniho déni, ztrata
schopnosti souvislé feci, velké stavy zmatenosti, obtiznd chiize, poruchy vylu¢ovani
mocCi a stolice, uplnd ztrata sobéstaCnosti, upoutani na invalidni vozik, télesné

1 dusevni chatrani, hubnuti, smrt. Terapie inhibitory AChE je neti¢inna.

Diagnoza je potvrzena na zaklad€ anamnézy a klinického vysSetieni. Je znamo, Ze pocatek
AD piedchazi nebo provézi vétsi hmotnostni (ibytek neZ u normalné starnoucich osob*’. Pro
potvrzeni diagnozy jsou vyuzivany rdzné piistupy. Moznost diagnostiky nemoci je

pfedevsim zaloZena na:

e zobrazovacich metodach (CT, MRI)
e sledovani zmén v poméru nekterych proteint v likvoru ( 1 t a fosforylovany t protein,
| B-amyloidniho peptidu)

e sledovani poruch epizodické paméti (poznavaci funkce)

V Ceské republice je odhad po¢tu nemocnych znaéné nepiesny. Demence nejsou spravné

diagnostikovany nebo ziistavaji nerozpoznany™.

Pravdépodobnost postizeni vyrazné stoupa s veékem. Vzhledem ke starnuti lidskeé
populace prestavuje AD celosvétovy problém. Prozatim se choroba povazuje za
nevylécitelnou, je mozné pouze zpomalit jeji rozvoj a zmirnit na urcitou dobu nékteré jeji

priznaky.
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Mezi hlavni léky AD patii inhibitory cholinesterasy, napf. donepezil, rivastigmin
a galantamin, které brani odbouravani acetylcholinu, zlepSuji pamét’ i dal$i mozkové funkce.
Donepezil (Aricept) je inhibitor inhibujici pouze AChE, galantamin (Reminyl) je inhibitor
AChE a alostericky modulator nikotinovych receptort, rivastigmin (Exelon) je dualni
inhibitor AChE a BUChE®®, Jejich uginnost byla prokézana fadou randomizovanych studii.
Nejucinngjsi jsou v terapii stfedni a lehké demence. K terapii pacienti se stfedni az tézkou
formou AD je uréen memantin (Axura, Ebixa). Memantin ucinkuje jako antagonista
glutamatovych NMDA receptori a brani neurotoxicité glutamatu i nepfiznivym vlivim
B amyloidu a t proteinu. K 1é¢bé AD se zkouSela fada dalSich 1é¢iv, napt. extrakty z Ginkgo
biloba, vitamin E, nesteroidni antiflogistika, estrogeny, statiny nebo peptidy pfipravené
enzymatickym Stépenim proteini z mozkl prasat, které jsou identické s proteiny
produkovanymi endogennég. V soucasné dob¢€ neni dostatek ditkazii potvrzujici jejich ucinek

V této 1écbe .

2.5. Myasthenia gravis

Myasthenia gravis (MG) z feétiny a latiny = tézka svalova slabost, neni casté
onemocnéni. Patii mezi autoimunitni onemocnéni, kdy dochazi k tvorbé protilatek proti
acetylcholinovému receptoru, které blokuji jeho funkci a ve spolupraci s komplementem nici
vlastni buiiku. Protilatky jsou tvofeny tzv. plazmatickymi bunikami, které vznikaji z bilych

krvinek — B lymfocytu.

Onemocnéni je ovlivnéno vékem a pohlavim. V détském véku je vyskyt vzéacny.
U pacientli mladSich ctyficeti let je vysSi vyskyt u zen nez u muzi Vpoméru 7:3.
V padesatém roce zivota se poméry vyrovnavaji. Po padesatém roce je mirny vzestup u muzt
V poméru. 3:2%, Castym nalezem u nemocnych je hyperplazie brzliku a thymom. Toto

nadorové onemocnéni se vyskytuje u 30 — 50 % nemocnych s myasthenia gravis®.

Tato nemoc se predev§im vyznacuje ochablosti svalii. Nejcasteji byvaji postizeny svaly
oka, obliceje, §ije, svaly koncetin. Jednim z nejrizikovéjSich ptiznakl ohrozujici pacienta je

ochablost dychacich sval.
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Symptomaticka terapie MG spociva v podavani inhibitorii cholinesterasy, které zvysuji
nabidku ACh v oblasti nervosvalové ploténky. Autoimunitni mechanismy nejsou témito 1éky
ovlivnény. Lékem prvni volby je pyridostigminium-bromid (Mestinon). Jeho efekt Ize
pozorovat cca do 0,5 hodiny. Maximalni u¢innost je za 1 — 2 hodiny po poziti. Uéinkuje
nejdéle 3 — 5 hodin. Neostigminium-bromid (Syntostigmin) je v soucasnosti nejrychleji
nastupujici inhibitor acetylcholinesterasy, ale jeho efekt je kratkodoby 2 — 3 hodiny®”. Oba
inhibitory patii do skupiny karbamatd. Dal$im inhibitorem AChE je edrofonium-chlorid,
ktery se jako jediny vaze pouze na aniontové misto enzymu, a to svou kladné nabitou casti
molekuly. Takto vznikla vazba ma charakter vazby iontové, a takovy inhibi¢ni Uc€inek trva
pouze nékolik minut. Edrofonium-chlorid se pouziva k diagndéze MG, rozliseni cholinergni a
myasthenické krize, ke stanoveni optimalni davky IéCiva a k antagonizovani ucinku

kompetitivnich myorelaxancii23’24.

Podéavani nepfimétené vysokych davek inhibitord AChE, vSak miize vyvolat cholinergni
krizi, ktera je obtizné€ rozeznatelna od myastenické krize (slabosti krénich a dychacich svali,
poceni, nesrozumitelna fe&)**. V&tsi moznost zhorseni hrozi star§im lidem, ktefi uZivaji rizné
kombinace 1é¢iv, kdy zpomalena biotransformace zpusobuje kumulaci 1é¢iv v organismu

a tim vétsi vliv na nervosvalovy pfenOSZS.

V ptipadé, Ze inhibitory nestaci zlepSit klinicky stav pacienta, jsou podavany
kortikosteroidy (Prednison, Medrol), imunosupresiva (Imuran nebo Azaprine). Ojedinéle se
provadi vyména nebo filtrace plazmy. Dal§i moznosti je podani vysokych davek lidskych
imunoglobulind. Ve fazi klinickych zkousek jsou dalsi 1éky zejména monoklonalni protilatky
(Rituximab). U nékterych pacientti se doporucuje odstranéni thymu, zejména pii nalezu

thymomu?®.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam chemikalii

3.1.1 Chemikalie
Chemikalie byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich spol.s.r.0. (poboc¢ka Praha)

5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina) [DTNB]

Fosfatovy pufr 0,1M, pH 7,6

Hovézi albumin

Acetylcholinesterasa lidska erytrocytarni >500 units/mg proteinu (BCA)
Acetylthiocholin-chlorid (AChCh)

Uzité chemikalie spliiovaly normu pro latky uZivané k analyzadm, kdy obsah zakladni latky
se pohyboval mezi 99 — 99,8 %, jednotlivé necCistoty byly pfitomny jen v tisicinach procent,

latky neobsahovaly mechanické necistoty.

3.1.2 Chemikalie — inhibitory
Inhibitory byly pfipraveny na Katedie toxikologie UO FVZ v Hradci Kralové. Jejich

Cistota byla potvrzena metodou NMR na Katedfe anorganické a organické chemie

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.

3.1.3 Chemikalie — standardy
Standardni inhibitory AChE byly zakoupené u firmy Sigma-Aldrich spol.s.r.o.

3.2 Pristroje

Spektrofotometr Helios oo (Thermo Spectronic, Cambridge, UK)
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3.3 Princip metody

3.3.1 Ellmanova metoda

Pro stanoveni aktivity cholinesteras existuje mnoho postupti, mezi nejcastéji pouzivané
patii elektrometrické, titracni, kolorimetrické, méfeni zmény pH s vyuzitim indikatoru,
spektrofotometrické, fluorimetrické' radiometrické, polarografické a enzymatické. Uvedené
metodiky nemohou byt zavedeny do rutinni praxe z mnoha diuvodi, zvlasté pro narocné

upravy vzorku, dlouhé doby métfeni nebo nedostate¢né specificity substratu?®.

Velmi citliva a pro b&Zné vyuziti vhodna metodika byla popsana Ellmanem?’. Princip této
metodiky je zalozen na hydrolyze thiocholinu (acetylthiocholinu pro AChE,
butyrylthiocholinu pro BuChE). Po enzymatické hydrolyze je uvolnéna piislusna kyselina
a thiocholin. Priubéh hydrolyzy je detekovan pomoci 5,5 -dithiobis(2-nitrobenzoové kyseliny)
(DTNB). Po reakci s thiocholinem dochazi k uvolnéni 2-nitro-5-sulfanyl-benzové kyseliny

(obr. 1) a ta je pak detekovéna spektrofotometricky pii vinové délce 412 nm?

Rozstépeni ATCh pisobenimAChE

+ S OH
>N<\/ Y acetylcholinesterasa Y

(0] H>0 (e}

acetylthiocholin kyselina octova

oS
RN

thiocholin

20



Rozstépeni S-S miistku a vazba thiocholinu na DTNB

O,N NO,

(€]
\N/\/SH . o
7\ s—s

thiocholin
DTNB

O,N NO,

HO ///A\\\V///N + OH
s——s I

Konjugace dvojnych vazeb kyseliny 2-nitro-5-sulfanylbenzoové

NO, NO2

OH OH
HS S

Obrazek & 1: Ellmanova metoda
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3.3.2 Postup méreni

Do jednorazové plastové kyvety o objemu 1 ml bylo napipetovano 25 ul lidské
erytrocytarni AChE, 650 pl fosfatového pufru (0,1M, pH 7,6), 200 ul DTNB a 25 ul
inhibitoru dané koncentrace. Tato smés byla 5 min. inkubovana pii laboratorni teploté.
Reakce byla zahajena pfidanim 100 pul ATChCI. Cely obsah kyvety byl promichan a kyveta
byla ihned vlozena do spektrofotometru, kde byla zméfena zména absorbance za 1 min, pfi
vlnové délce 412 nm. Kazda koncentrace smési enzymu s inhibitorem byla zméfena se
¢tyfmi koncentracemi ATChCI: 78,1 156, 313 a 625 uM .

Oximy ve vysSich koncentracich jsou schopny $tépit vazby v DTNB, dochazi ke vzniku
barevného komplexu, ktery muze zpusobit vznik fale$Sné pozitivni aktivity. Tento jev byl
eliminovan zméfenim tzv. oximolyzy, kdy byla do kyvety misto lidské AChE ptidana
destilovana voda®’. Hodnota oximolyzy byla potom odectena od hodnoty diive namétené

aktivity enzymu po pridani p¥isluiné koncentrace oximu®.

Ke kazdé koncentracni fad¢ inhibitoru byl také pfipraven slepy vzorek, kde byl inhibitor
nahrazen stejnym objemem (25 ul) destilované vody. Byla tak zméfena aktudlni aktivita
enzymu neovlivnéného inhibitorem. Takto ziskana hodnota pak odpovidala 100 % aktivity

enzymu.

4 Vysledky experimentalni €asti

4.1 Optimalizace spektrofotometrického stanoveni
aktivity AChE

Pred vlastnim méfenim Ellmanovou metodou byla optimalizovana koncentrace substratu
(ATChCI). Byla prométena koncentracni Skala od 78,1 uM do 1 mM. ZvySovani koncentrace
ATChCI vedlo ke zvySeni detekované rychlosti konverze substratu. Dalsi zvySovani hladiny
ATChCI nad ImM koncentraci zptusobovalo pokles rychlosti konverze diky substratové
inhibici. Koncentrace 78,1 uM, 156 uM, 313 uM a 625 uM ATChCI byly vybrany jako

optimalni a pouzity v nasledujicich experimentech.
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0,40 =

0,35+

0,25 4 n

0,20 4

0,154

-3,5 -3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0

log c

Obrazek ¢. 2: Optimalizace koncentrace substrdatu

4.2 Zpracovani experimentalnich dat

Pro statistické zpracovani dat byl pouzit software Origin 6.1 (Northampton USA).
Nameéifend data zpracovana dle ucebnice™. Hodnoty byly vyneseny do dvojnésobné
reciprokého grafu. Linearizace zavislosti aktivita AChE — koncentrace substratu
v piitomnosti inhibitoru byla provedena dle Hanese Wolfa'. V nasledujicim textu je

prezentovano dvojité reciprocni vyneseni pro jednotlivé testované inhibitory.
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K027

4-karbamoyl-1-(3-{4-[(hydroxyimino)methyl]pyridinium-1-yl}propyl)pyridinium-
dibromid

H,NOC CH=NOH

6000000 =
5000000 =
4000000 =

3000000 -

1iv (1/katal)

2000000 =

1000000 +

-800 400 800 1200
1/S (I/mol)

Obrazek ¢ 3: Dvojité reciprocni hodnoceni inhibice latky K027. V grafu jsou vyneseny
logaritmické koncentrace inhibitoru v moldarni koncentraci (mol/l). Vlastni hodnota
koncentrace je: 1,4x10™ 8x10°, 4,5%107°, 2,5x107, 8x10°, , , 2,5x107,

V textu indikovano barvou.
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asoxim (HI-6)

4-karbamoyl-1-[({2-[(hydroxyimino)methyl]pyridinium-1-yl}methoxy)methyl]-
pyridinium-dichlorid

CH=NOH

N N N
= =
H,NOC

15000000 4
12000000
9000000 +

6000000 +

1iv (Ukatal)

3000000 +

0 -

-800 -400 0 400 800 1200

1/S (I/mol)

Obrazek & 4: Dvojité reciproéni hodnoceni inhibice latky HI1-6. V grafu jsou vyneseny
logaritmické koncentrace inhibitoru v moldarni koncentraci (mol/l). Vlastni hodnota
koncentrace je: 2,5x10™ 1,4x10™ 8x107, 4,5x10°, 2,5%107, , , 2,5%107,

V textu indikovano barvou.
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K366

1,1"-(naphthalene-2,7-diyldimethanediyl)dipyridinium-dibromid

= ‘ =

2 Br

30000000 4
24000000 4

18000000 =

1iv (1/katal)

12000000 -

6000000 +

-400 0 400 800 1200
1/S (I/mol)

Obrazek ¢ 5: Dvojité reciprocni hodnoceni inhibice latky K366. V grafu jsou vyneseny
logaritmické koncentrace inhibitoru v moldrni koncentraci (mol/l). Vlastni hodnota
koncentrace je: 2,5x107, , 45x10°, 2,5x107, , , 2,5%107, v textu

indikovano barvou.
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K419

1,1"-(naphthalene-2,7-diyldimethanediyl)diisochinolinium-dibromid

® @®
’ 2 Br
= =

25000000 4
20000000 4
15000000 =

10000000 =

1iv (1/katal)

5000000 +

0 -

-5000000

-4000 0 4000 8000 12000
1/S (I/mol)

Obrazek ¢ 6: Dvojité reciprocni hodnoceni inhibice latky K419. V grafu jsou vyneseny
logaritmické koncentrace inhibitoru v moldrni koncentraci (mol/l). Vlastni hodnota
koncentrace je: 8x10°, 2,5x10°, 1,4x10°, 8x107, 4.5%107, .V textu indikovdno
barvou.



K344

1,1’-dekan-1,10-diyldipyridinium-dibromid

/ \e o /T .

N——(CHy)19

o N\ / 2Br

12000000 =

10000000 4

8000000 +

6000000 -

1/v (1/katal)

4000000 =

2000000 +

0 -

-800 -400 0 400 800 1200
1/S (I/mol)

Obrazek ¢ 7: Dvojité reciprocni hodnoceni inhibice latky K344. V grafu jsou vyneseny
logaritmické koncentrace inhibitoru v moldarni koncentraci (mol/l). Vlastni hodnota
koncentrace je: 2,5x107, 1,4x107, 8x107, 4,5x10°, 2,5%10-%, , , v textu
indikovdano barvou.
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K298
1,1"-oktan-1,8-diyldiisochinolinium-dibromid

€]

NP LN

8,00E+007 +
6,00E+007
ol
IS
~ 4,00E+007 =
a
>
S
2,00E+007
0,00E+0007 _ = ‘*___./=
-4000 0 4000 8000 12000

1/S (I/mol)

Obrazek ¢ 8: Dvojité reciproéni hodnoceni inhibice latky K298. V grafu jsou vyneseny
logaritmické koncentrace inhibitoru v molarni koncentraci (mol/l). Vlastni hodnota
koncentrace je: 1,4x10°, 8x107, 4,5x107, , , 8x10®, 4,5x108, 2,5x10°,

8x107, , 2,5% 10%°, v textu indikovano barvou.
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K 425

1,1’-but-(2E)-en-1,4-diylbis[4-(3-fenylpropyl)pyridinium]-dibromid

=
\ﬁ/\/\/@N\ ’
‘ =

1,80E+008 =

1,50E+008 -

1,20E+008 -

9,00E+007

1/v (1/katal)

6,00E+007 +

3,00E+007 +

0,00E+000

-4000 0 4000 8000 12000
1/S (I/mol)

Obrazek ¢ 9: Dvojité reciproéni hodnoceni inhibice K425. V grafu jsou vyneseny
logaritmické koncentrace inhibitoru v molarni koncentraci (mol/l). Viastni hodnota
koncentrace je: 4,5x10%, 2,5x10°, 1,4x10%, 8x107, , . 1,4x10°, 8x1071°,

4,5><10'10, 2,5x10™%°, v textu indikovdno barvou.
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Neostigminium-bromid

3,3-[(dimethylkarbamoyl)oxy]-N,N,N-trimethylanilinium-bromid

I
o) N
T \CH3
o)
o
®N/CH3 Br
H3C/ \CH3

2,00E+008 4

1,60E+008 +
T 1,20E+008 -
<
X
S
= 8,00E+007 =
S

4 00E+007 +

%
0,00E+000
-400 0 400 800 1200
1/S (I/mol)

Obrazek ¢. 10: Dvojité reciprocni hodnoceni inhibice latky neostigminium-bromid. V grafu
jsou vyneseny logaritmické koncentrace inhibitoru v molarni koncentraci (mol/l). Vlastni
hodnota koncentrace je: 8x107, 4,5x107, 2,5x107, 1,4x107, L 4,5%10%, 2,5%10%,

2,51 ><10'9, 2,5%1 0-10’ V textu indikovano barvou.
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Pyridostigminium-bromid

3-[(dimethylaminokarbamoyl)oxy]-1-methylpyridinium-bromid

[
0 N
DR
®_— o}
T o
Br
CHs
15000000 o
12000000 =
T
IS
< 9000000 o
A\
2
—
6000000 = A
3000000 +
04
-4000 0 4000 8000 12000
1/S (I/mol)

Obrazek ¢ 11: Dvojité reciproéni hodnoceni inhibice latky Pyridostigmin bromid. V grafu
Jjsou vyneseny logaritmické koncentrace inhibitoru v molarni koncentraci (mol/l). Vlastni
hodnota koncentrace je: 2,5x10°, 1,4x10°, 8x107, 4,5%107, , . 2,5%10°°,

2,5% 10™°, v textu indikovano barvou.
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Takrin-hydrochlorid monohydrat

9-Amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin-hydrochlorid monohydrat

. HCl . H,0

49000000 =

42000000 =

35000000 +

28000000 +

21000000 +

1/v (L/katal)

14000000 4

7000000 =
e—

g

0~

-4000 0 4000 8000 12000
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Obrazek ¢. 12: Dvojité recipro¢ni hodnoceni inhibice latky takrin-hydrochlorid
monohydratu. V grafu jsou vyneseny logaritmické koncentrace inhibitoru v molarni
koncentraci (mol/l). Vlastni hodnota koncentrace je: 4,5><10'7, 2,5><10'7, 1,4><10’7, ,

,2,5%10°%, 2,510, 2.5%10™°, v textu indikovino barvou.
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4.3 Rovnovazné disociacni konstanty

Rovnovazné disociacni konstanty (Kism, Kius) lze ziskat ze sekundarnich grafii. Pro
komplex inhibitor-AChE (Kism) @ komplex inhibitor-AChE-substrat (Kizs) byly vypocteny
disocia¢ni konstanty ze smérnic a usekt ziskanych z dvojnasobné vyneseného reciprokého

grafulo. Vysledky pro jednotlivé inhibitory a standardy jsou uvedeny v tabulce €. 1.

Tabulka 1: Rovnovazné konstanty pro komplex inhibitor-AChE (Kism), komplex inhibitor-
AChE-substrat (Kigs)

. Kism Kiﬁs
Inhibitor Strukturni vzorec
(mol/l) (mol/l)
HoNOC CH=NOH
K027 \O O/ 3.40x10% | 2.77%10°
\/\/
/\ /\
HI-6 1,84x10% | 1,29x10™
H,NOC CONH,
\E '::) \ 6 6
K366 | | 28 391x10° | 6,71x10
= =
W N
K419 | P | P 125x10° | 7.49x107
K344 2 - 1.74x107 | 3.98x107
<_> <\ />
\ﬁ/(CHz)s\z \
’ -7 -7
K298 [ I /\J var® L /I j 6,23x107 | 9,84x10
SRa®
@ / ®N
K425 | SN 0 o
P 2,65x10° | 9,40x10°
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5 Diskuse

Cilem této prace bylo in vitro testovani inhibitorti pfipravenych na Katedie toxikologie
FVZ UO. Byla provedena kineticka méfeni, ktera jsou dulezitd pro odhaleni mechanismu
ucinku inhibitort v organismu. Nejprve byl proveden vybér vhodnych latek k testovani, na
zéklad¢ jiz provedenych piedbéznych testi. K jiz vybranym latkdm byly pfifazeny
standardné vyuzivané reverzibilni a pseudoireverzibilni inhibitory AChE — neostigminium-
bromid, pyridostigminium-bromid a takrin-hydrochlorid monohydrat. Pfed vlastnim mé&fenim
byla Ellmanovou metodou optimalizovdna koncentrace substratu (ATChCI) uzitého v ramci
in vitro hodnoceni. Byla provedena uprava Ellmanovy metody standardné uznavané pro
kinetické studie AChE: nastaveni koncentra¢nich poméri enzym-substrat- inhibitor. U kazdé
latky byla zmétena pocatecni rychlost konverze substratu v ptitomnosti nekompetitivniho
inhibitoru pfi ¢tyfech riznych koncentracich substratu. Toto métfeni bylo opakovano pro
komplexni koncentra¢ni Skdlu daného inhibitoru. Pro urceni inhibi¢nich konstant byla
kinetické data vynesena do dvojnasobné reciprokého grafu. Pro rizné koncentrace inhibitoru
byl ziskan svazek piimek protinajicich se na horizontalni ose (1. j., ose s inverzni koncentraci
substratu). Z vyse uvedeného faktu jednoznacné vyplyva, ze vSechny testované inhibitory
byly nekompetitivni, to znamena, Ze se vaZzou mimo vazebné misto pro substrat bez ohledu
na to, jestli reak¢ni centrum obsahuje nebo neobsahuje molekulu substratu. Z naméfenych
hodnot byly vypocteny rovnovazné disocia¢ni konstanty (Kism, Kiws). Latky HI-6, K 027,
obsahujici ve své struktufe oxim alokovany na pyridinovém jadfe, maji o n¢kolik fada nizsi
rovnovazné disociacni konstanty (tab. ¢. 1), nez ostatni inhibitory. Tyto latky nejsou
typickymi inhibitory, jsou vyuzivany jako reaktivatory, jejichz primarni funkci je uvolnit
inhibitor vazany na enzym. Nedavné experimenty vSak ukazuji na diive podcenovanou
informaci, Zze jsou schopny ovlivnit inhibici AChE, proto byly i tyto latky zahrnuty do
testované série inhibitort®l, Oproti tomu typické inhibitory (K425, K298, K419, K344,
K366) dosahuji vysledkti srovnatelnych s jiz testovanymi zastupci, bézn¢ vyuzivanymi
v praxi, jako je neostigminium-bromid, pyridostigminium-bromid a takrin-hydrochlorid
monohydrat. Latky K298 a K344, jejichz disociaéni konstanty jsou fadové 107 mol/l,
odpovidaji standardim neostigminium-bromidu a takrin-hydrochloridu monohydratu.
Inhibi¢ni konstanty latek K419 a K366 (fadové 10° mol/l), odpovidaji standardu
pyridostigminium-bromidu. U latky K425 byly zjistény disocia¢ni konstanty o dva fady nizsi
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nez u bé&zné uzivanych standardt (tab. 1) tzn., ze sloucenina K425 ma o dva fady vyssi
afinitu vi¢i AChE ve srovnani se standardnimi latkami. Tato fakta ukazuji na potencial
biskvarternich inhibitort AChE. Schopnost inhibovat AChE je velmi slibnd pro pozdéjsi
invivo testovani. Diky pfitomnosti kvartérnich dusikti u nové pfipravenych inhibitort je
zaroven predpoklad horsi distribuce do centralni nervové soustavy. To je vhodné pii 1écbé
MG z davodu predpokladanych nizSich vedlejSich efekti zplsobenych centralnimi
cholinergnimi vlastnostmi. Na druhou stranu je tfeba zdlraznit fakt, Ze uvedené testy jsou

pouze in vitro pfiblizenim, které nemusi znamenat lepsi vysledek in vivo testovani.

U testovanych nové pfipravenych biskvartérnich inhibitord lze zcela jednoznaéné
pozorovat fakt, ze délka spojovaciho fetézce a jeho poloha na aromatickém jadie jsou velmi
dalezité. Optimalni struktura spojovaciho fetézce zavisi nejen na jeho délce, ale i povaze.
Spojovaci fetézce jsou obvykle spojeny s m elektrony (dvojna vazba, aromatické zbytky)
nebo heteroatom. Uvedené piedpoklady se prokazaly u latky K425 (dvojna vazba ve
spojovacim fetézci, heteroatom). U téchto latek je dobry ptredpoklad tvorby = - w interakci

s rezidui aromatickych kyselin v hrdle aktivniho centra AChE.
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6 Zaver

Cilem této prace bylo zjistit in vitro inhibi¢ni efekt u vybranych, nové piipravenych
inhibitort cholinesteras . Do testované skupiny byly ptidany latky obsahujici ve své struktuie
oxim. Na zaklad¢ poslednich studii byla potvrzena jejich schopnost inhibovat AChE, ale
jejich inhibi¢ni schopnost je nizka v porovnani s ostatnimi testovanymi latkami. U vybranych
inhibitord byla potvrzena jejich schopnost dosahovat stejné dobrych vysledka jako je bézné
pro inhibitory uzivané v klinické praxi. U latky K425 byla zjisténa o dva fady vyssi afinita
viuci AChE ve srovnani se standardnimi latkami. Tyto vysledky poukazuji na velmi dobrou
inhibi¢ni schopnost biskvartérnich inhibitord AChE a jsou dobrym ptedpokladem pro jejich

budouci in vivo testovani.
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