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Seznam použitých zkratek 

 

 

AD    Alzheimerova choroba (v aj. Alzheimer disease ) 

ACh    acetylcholin 

AChE    acetylcholinesterasa 

ATChCl   acetylthiocholin-chlorid 

BCHL    bojové chemické látky 

BuChE   butyrylcholinesterasa 

DTNB    5,5´-dithiobis(2-nitrobenzoová kyselina) 

ChE    cholinesterasa 

mAChR   muskarinový acetylcholinový receptor 

MG    myasthenia gravis 

nAChE   nikotinový acetylcholinový receptor 

NMDA   N-methyl-D-aspartát 

NPL        nervově paralytické látky  

OFI    organofosforové inhibitory 

UO FVZ   Univerzita Obrany, Fakulta vojenského zdravotnictví 
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1  Úvod a cíl práce 

 

Tato bakalářská práce je zaměřena na in vitro inhibiční efekt nově připravených 

inhibitorů acetylcholinesterasy, vyuţitelných při terapii Alzheimerovy choroby, či 

onemocnění myasthenia gravis. Právě inhibice AChE, prodluţující biologický poločas ACh, 

je povaţována za jednu z farmakoterapeuticky vhodných cest z důvodu dobré snášenlivosti 

při zachování vysoké účinnosti. Pro vlastní vykonání práce bylo nutno provést rešeršně 

kompilační činnost a optimalizovat metodiky. První část práce spočívá ve výběru vhodných 

látek, které jsou pak následně charakterizovány komplexním enzymologickým hodnocením. 

Z naměřených výsledků byly spočítány rovnováţné disociační konstanty pro inhibitor-AChE 

a komplex inhibitor-AChE-substrát. Cílem je doporučit a poskytnout relevantní data pro 

vybrané látky, které budou dále procházet dalším testováním, jak na Katedře toxikologie 

Fakulty vojenského zdravotnictví Univerzity Obrany, tak na spolupracujících zahraničních 

pracovištích. 
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2  TEORETICKÁ ČÁST 

2.1  Cholinesterasy  

 

Cholinesterasa (ChE) je obecný termín pouţívaný pro přírodní enzymy, které byly 

objeveny ve 30. letech 20. století. E. Stedman provedl částečnou purifikaci enzymu z koňské 

plazmy a nazval jej cholinesterasa. Po druhé světové válce byly objeveny další typy 

cholinesteras. Za optimálních podmínek hydrolyzují estery cholinu rychleji neţ jiné enzymy. 

Tato plazmatická forma ChE je produkována jaterními buňkami a secernována do krve. 

V lidském těle existují dva typy ChE, jeden typ ChE je acetylcholinesterasa [AChE, 

EC 3.1.1.7]. Nachází se ve vysokých koncentracích ve vezikulách hustě nahromaděných 

v axoplazmě nervových zakončení, v erytrocytech, plicích, slezině a ve všech částech mozku. 

Je vázán membránovým glykoproteinem a existuje v několika molekulárních formách. Druhý 

je  butyrylcholinesterasa [BuChE, EC 3.1.1.8]. BuChE se nachází v plazmě, taktéţ v játrech, 

hladké svalovině, střevech, pankreatu, srdci a bílé hmotě mozku. Má více neţ 

11 izoenzymatických variant
1
. V lidském organismu se nachází AChE a BuChE v poměru 

8:2. Aktivní místo cholinesteras má tvar úzké štěrbiny.
 
 Při ústí štěrbiny se nachází anionické 

místo, odpovědné za interakci s kvartérním, kladně nabitým atomem dusíku v molekule 

substrátu a ve spodní části štěrbiny leţí esteratické místo obsahující serin, působící hydrolýzu 

substrátu
2
.  

 

 

2.1.1  Acetylcholinesterasa 

Synonymem acetylcholinesterasy je pravá cholinesterasa, specifická cholinesterasa, 

cholinesterasa I. AChE je ţivotně důleţitý enzym, patřící do skupiny serinových proteas. 

Podílí se na cholinergním přenosu hydrolýzou neurotransmiteru acetylcholinu. AChE je 

sloţena ze čtyř proteinových subjednotek, dvěma řetězci α a dvěma řetězci β. V α řetězci 

dochází k rozkladu ACh. V řetězci β se nachází tzv. β-anionické místo a oblast hydrofobních 

interakcí, tzv. γ-anionické místo
3
. 
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K hydrolýze acetylcholinu (ACh), účinkem AChE, dochází přiblíţením molekuly 

substrátu k aktivnímu centru enzymu. Při hydrolýze dochází k přenosu acetylu  

na hydroxylovou skupinu serinu. Dochází k řadě konformačních změn v molekule AChE. 

Acetylovaný enzym je nestálý, dochází k odštěpení kyseliny octové, čímţ se obnovuje jeho 

nukleofilní hydroxylová skupina serinu
4
.
 

Při nedostatečném rozkladu ACh, dochází k jeho kumulaci v organismu, která se ve svém 

důsledku projeví tzv. akutní cholinergní krizí. Cholinergní krize vzniká na podkladě 

dlouhodobého nadměrného dráţdění cholinergních receptorů. Tento jev se pak projeví 

různou škálou muskarinových, nikotinových a centrálních klinických příznaků
2
.
 

 

 

2.1.2  Butyrylcholinesterasa 

 

Synonymem butyrylcholinesterasy je pseudocholinesterasa, nespecifická cholinesterasa, 

cholinesterasa II. BuChE je homotetramer, tvořený dvěma dimery, podjednotky jsou spojeny 

disulfidickými můstky a nekovalentními hydrofobními interakcemi. Aktivní centrum se 

nachází na kaţdé ze čtyř podjednotek a obsahuje aminokyselinu serin
5
.
 
BuChE je sekreční 

enzym produkovaný jaterními buňkami (hepatocyty) a vyplavovaný do krve. Pokles její 

syntézy je dán mírou poškození hepatocytů nebo nedostatkem proteinů (diety). Vyskytuje se 

v plazmě, v játrech, hladké svalovině, střevech, pankreatu, srdci a bílé hmotě mozku. Stejně 

jako AChE se BuChE nachází v neuronech a neurogangliích. BuChE je homologní s primární 

strukturou AChE asi z 65 %. Oproti AChE se liší ve specifitě k některým substrátům. BuChE 

hydrolyzuje butyrylcholin 4krát rychleji neţ acetylcholin a D-ß-methylacetylcholin 

nehydrolyzuje vůbec, zatímco AChE ano. Naproti tomu BuChE hydrolyzuje benzoylcholin, 

který AChE není schopna štěpit
2
. 

BuChE působí na úrovni buněčné proliferace. Slouţí k udrţení správné funkce myelinu, 

podílí se na podpoře růstu neuritů během vývoje jedince
6
.
 

Je to specifický marker 

v diagnostice Alzheimerovy demence, dochází ke zvýšení jeho aktivity, zatím co aktivita 

AChE zůstává beze změny
7
.
 
Experimentálně se vyuţívá při léčbě kokainové závislosti. 
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2.2  Receptory AChE 

 

V cholinergním nervovém systému jsou známy dva druhy cholinergních synapsí - 

receptory muskarinové a receptory nikotinové. Jsou pojmenovány podle přírodních 

cholinotoxinů, kterými byly identifikovány. 

 

 

2.2.1  Receptory muskarinové 

 

Receptory muskarinové, aktivované muskarinem (alkaloid z muchomůrky Amanita 

muscaria) a blokované belladonovým alkaloidem atropinem, byly nalezeny na hladkých 

svalech vnitřních orgánů, exokrinních ţlázách a autonomních gangliích. Muskarinový 

acetylcholinový receptor (mAChR), patří do G-proteinových receptorů  

a vyskytuje se v 5 modifikacích M1 aţ M5, které se liší svou lokalizací  

a funkcí. M1-receptory jsou lokalizovány na nervových buňkách, např. gangliích, kde jejich 

aktivace usnadňuje přenos podráţdění z prvního neuronu na druhý. M2-receptory 

zprostředkují účinek acetylcholinu v srdci: otevřením K
+
 kanálů dochází ke zpomalení 

diastolické depolarizace a sníţení tepové frekvence. M3-receptory jsou důleţité pro udrţení 

tonu hladké muskulatury např. střev, bronchů. V mozku byla prokázána přítomnost všech 

subtypů mAChR. Aktivace cholinergního M3-receptoru v cévním endotelu můţe usnadňovat 

uvolňování oxidu dusnatého, a tak nepřímo vyvolávat vazodilataci
8
. M4 a M5-receptory 

působí v centrálním nervovém systému. 

 

 

2.2.2  Receptory nikotinové 

 

Nikotinový acetylcholinový receptor (nAChE)) je ligandem řízený iontový kanál, který 

zprostředkuje neurotransmisi v cholinergním systému centrálním i periferním. Je tvořen 

komplexem pěti podjednotek, které patří podle své odlišné polypeptidické struktury  

do čtyř skupin, pojmenovaných α, β, γ a δ. Ve skupině α je ještě identifikováno dalších devět 
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podtypů a ve skupině β čtyři podtypy. Pouze podjednotka α má na své extracelulární části 

specifické vazebné místo pro ACh. Podjednotka  dále obsahuje další alosterická místa pro 

nekompetitivní aktivátory iontového kanálu, např. pro inhibitory cholinesteras (fysostigmin, 

takrin, galantamin), nebo pro nekompetitivní blokátory (chlorpromazin, fencyklidin), pro 

Ca
2+

 a steroidy (kortikosteron)
9
. 

 

 

2.3  Inhibitory cholinesteras
 

 

Inhibitory jsou látky, které sniţují rychlost enzymových reakcí. Mezi ně patří látky 

podobné substrátům a koenzymům, dále léčiva, antibiotika, alkaloidy, chelatační činidla 

kovových iontů, enzymové jedy, které se váţou do aktivního centra či mimo něj. Některé 

metabolity inhibují alosterickým efektem. Podle pevnosti vazby na enzym, to znamená, zda 

lze či nelze inhibici zrušit např. dialýzou, či vytěsněním inhibitoru substrátem, či 

koenzymem, se inhibitory dělí na dvě hlavní skupiny na reverzibilní a ireverzibilní. 

Ireverzibilní inhibitory blokují enzymovou aktivitu tím, ţe vytváří s enzymem velmi pevný 

komplex. Naproti tomu u reverzibilního inhibitoru tento komplex není pevný a lze aktivitu 

enzymu obnovit odstraněním inhibitoru. Podle toho, kde se inhibitor váţe na enzym, obecně 

rozlišujeme u reverzibilních inhibitorů tři typy: nekompetitivní (nesoutěţí o vazbu se 

substrátem), kompetitivní (soutěţivé, váţou se jen do aktivního centra), a akompetitivní 

(váţou se jen na komplex enzym-substrát)
10

. 

Mechanismus účinku inhibitorů AChE je zvyšování mnoţství ACh na cholinergních 

synapsích. Po navázání inhibitoru na AChE nedochází k rozkladu ACh. ACh se hromadí  

a zvyšuje se tak počet moţných interakcí mezi ACh a jeho receptorem. Tím se zlepšuje 

cholinergní transmise. 

Mezi inhibitory AChE patří pesticidy (paraoxon, parathion). Dále léčiva, která jsou 

vyuţívána v terapii Alzheimerovy choroby (AD), především karbamáty (rivastigmin), 

piperidinové deriváty (donepezil), akridinové deriváty (takrin), alkaloidy (galantamin). Další 

velkou skupinu tvoří organofosforové inhibitory (OFI). Původně měly slouţit jako 

insekticidy. Kvůli vysoké toxicitě jsou vyuţívané armádami jako bojové chemické látky 

(BCHL). OFI se váţí ireverzibilně, proto nejsou vhodné k terapii. Některé karbamátové 



 

 

 12 

inhibitory nacházejí uplatnění v léčbě myastenia gravis (neostigminium-bromid, 

pyridostigminium-bromid)
11

.  

 

 

2.3.1  Nervově paralytické látky 

 

Nervově paralytické látky (NPL) patří mezi organické sloučeniny fosforu. Jejich syntéza 

 a vývoj probíhaly hlavně v období mezi dvěma světovými válkami. NPL se brzy staly 

nejvýznamnější skupinou bojových otravných látek, a to díky výhodným fyzikálně-

chemickým vlastnostem, vysoké toxicitě a rychlému nástupu účinku
12

. Výrazně vyšší toxicita 

je vůči savcům. Do organismu pronikají všemi moţnými cestami vstupu, i přes neporušenou 

kůţi, nástup účinku je rychlý. Nevratně inhibují AChE v důsledku pevné kovalentní vazby 

s enzymem. Podle fyzikálních, chemických a dalších vlastností lze NPL rozdělit na 

G a V látky
13

.  

Mezi zástupce G látek patří (zkratka v závorkách odpovídá ustálenému NATO značení): 

tabun (GA: O–ethyldimethylamidokyanfosfát, ethyl-dimethylfosforamidokyanidát), sarin 

(GB: O–isopropylmethylfluorfosfonát, propan-2-yl-methylfosfonofluoridát), cyklosarin (GF: 

O-cyklohexylmethylfluorfosfonát, cyclohexyl-methylfosfonofluoridát) a soman (GD: O-

pinakolylmethylfluorfosfonát; 3,3-dimethylbutan-2-yl-methylfosfonofluoridát)
12

. 

 

 
 

 

 
 

tabun 

 

sarin 

 
  

cyklosarin soman 
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V případě V látek dosáhla největšího vojenského významu látka VX (O–ethyl(2-

diisopropylaminoethyl)–methylthiofosfonát, S-[2-(dipropan-2-ylamino)ethyl] O-ethyl- 

methylfosfonothioát) a její analogy jako je ruský VX (S-[2-(diethylamino)ethyl] O-(2-

methylpropyl)-methylfosfonothioát) a čínský VX (O-butyl S-[2-(diethylamino)ethyl]- 

methylfosfonothioát) 
12

. 

 

  

VX ruský VX 

 

čínský VX 

 

 

V intoxikovaném organismu dochází k hromadění ACh, všude tam, kde probíhá jeho 

syntéza a uvolňování. Trvalé dráţdění receptorů se projeví rozvojem toxických příznaků. 

Periferní muskarinové příznaky otravy NPL se projevují zvýšenou sekrecí exokrinních ţláz – 

zvýšená sekrece z nosu, bronchů, zvýšené pocení, slzení a slinění. Zvýšená hladina ACh  

v hladkém svalstvu způsobuje miózu, poruchy akomodace, abdominální křeče, průjem, 

častější močení a také bradykardii. Mezi periferní nikotinové příznaky patří bledost, 

tachykardie, hypertenze (působení na autonomní ganglia) a svalová slabost, fascikulace 

a křeče aţ paralýza (kosterní svaly včetně bránice a meziţeberních svalů). NPL ovlivňují 

řadu dalších orgánů a systémů jinou cestou, neţ je inhibice enzymu AChE. Takovéto 

příznaky se pak označují jako necholinergní (také nespecifické). Kromě cholinesteras tedy 

mohou být ovlivněny další enzymy a neurotransmitery (např. serotonin, dopamin, 

γ-aminomáselná kyselina – GABA)
14

. 
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2.3.2  Pesticidy  

 

Pesticidy jsou přípravky a prostředky, které jsou určené k potlačení a hubení rostlinných 

a ţivočišných škůdců a k ochraně rostlin, skladových zásob, technických produktů, bytů, 

domů, výrobních závodů nebo i zvířat a člověka. Nejvíce se pesticidy uplatňují  

v zemědělství. V České republice se mohou pouţívat jen ty přípravky, které jsou uvedeny 

v seznamu registrovaných prostředků na ochranu rostlin. Neurotoxické pesticidy působící  

na cholinergní systém můţeme rozdělit na karbamáty (reverzibilní inhibitory AChE) a OFI 

(ireverzibilní inhibitory AChE). 

 

OFI (ireverzibilní inhibitory AChE) 

Z hlediska chemické struktury jsou to dialkylfosfáty a dialkylfosfonáty a jejich thioanaloga. 

Jsou to synteticky vyráběné estery nebo amidy kyseliny fosforečné nebo fosfonové. Inhibice 

acetylcholinesterasy organofosforovými sloučeninami spočívá v jejich ireverzibilní vazbě  

na hydroxylovou skupinu serinu, která je součástí jejich katalytického centra. Jedinou látku 

přírodního charakteru s výše uvedeným účinkem je anatoxin-a(s) vyskytující se jako toxický 

produkt některých cyanobakterií
13

. Projevy intoxikace se neprojevují hned, ale při vdechnutí 

po půl hodině, po poţití asi po hodině a po potřísnění aţ po 2 hodinách. Míra otravy je dána 

toxicitou a mnoţstvím OFI. 

 

anatoxin-a (s) 

 

http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Seznam_registrovan%C3%BDch_prost%C5%99edk%C5%AF_na_ochranu_rostlin&action=edit&redlink=1
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Karbamáty (reverzibilní inhibitory AChE) 

Jsou to estery kyseliny alkylkarbamové s bazickými fenoly. Toxicita karbamátů se pro 

jednotlivé ţivočišné druhy značně liší. Obecně platí, ţe lipofilní karbamáty jsou velmi 

toxické pro hmyz, ale málo toxické pro savce. Naopak karbamáty hydrofilní jsou pro hmyz 

málo toxické, ale vykazují značnou toxicitu pro teplokrevné ţivočichy, včetně člověka. 

Mechanismus účinků karbamátů je zaloţen na reverzibilní inhibici cholinesteras. Vyvolávají 

tak cholinergní krizi, která má stejné projevy jako u NPL. Na rozdíl od NPL je však inhibice 

AChE, způsobená karbamoylací aktivního centra, pouze dočasná – reverzibilní. K obnově 

enzymové aktivity dochází daleko snadněji neţ u enzymu blokovaného OFI
13

. 

 

 

2.4  Alzheimerova choroba 

 

AD je progresivní neurodegenerativní onemocnění, které zasahuje mozek a vede  

k postupnému vývoji dnes nejčastější formy demence. Má svou specifickou neuropatologii – 

dochází ke tvorbě a ukládání patologického proteinu β-amyloidu, k degeneraci neuronálního 

τ-proteinu (v mitochondriích) a dalším neurodegenerativních projevům, které vedou ke 

sníţené tvorbě synaptických spojů a apoptóze – zániku neuronů
15

. Nejvíce bývají postiţeny 

acetylcholinergní neurony, především oblast Meynertova jádra, hippokampu a souvisejících 

korových oblastí. U AD se uplatňuje i další enzym, který je za normálních podmínek 

minoritní – BuChE. Dochází k situaci, kdy klesá počet molekul AChE a zvyšuje se počet 

molekul BuChE
16

.  

AD se zprvu projevuje poruchou paměti, která je mnohdy přičtena k přirozenému procesu 

stárnutí. Nemocný si přestává pamatovat, přestává být schopen logicky uvaţovat, přestává 

být schopen komunikovat, postupně ztrácí návyky a dovednosti. Dochází k poruše orientace 

v prostoru, k poruchám chování, halucinacím, depresím aţ k agresivnímu chování. Nastupuje 

porucha čtení, psaní a počítání a upadá celkový zájem o dění v okolí. V posledních stádiích 

dochází k úplné ztrátě paměti, intelektu, soudnosti, myšlení a nemocný je plně závislý na 

péči druhé osoby. 
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Vývoj příznaků a potíţí u AD můţeme rozdělit do 3 stádií: 

 Lehká demence: 

obtíţné dorozumívání, zapomínání, zakládání věcí, podezíravost, vztahovačnost, 

popírání problémů a poruchy paměti, dezorientace v čase, bloudění na známých 

místech, obtíţné rozhodování a bezradnost, ztráta iniciativy, známky deprese, úzkosti 

a agresivity, ztráta zájmu o koníčky, změna osobnosti – sobeckost a egocentričnost.  

K terapii lze vyuţít inhibitory AChE. 

 Střední stadium demence: 

Poruchy soudnosti, nekritičnost, prohlubování změn osobnosti, neschopnost 

vykonávat běţné aktivity jako je vaření a nakupování, potřeba pomoci při vykonávání 

osobní hygieny a oblékání, obtíţná komunikace, toulání, bloudění, poruchy chování, 

halucinace, podezírání, stavy zmatenosti. K terapii lze vyuţít inhibitory AChE. 

 Těţké stadium demence 

Poruchy příjmu potravy, nerozpoznání blízkých osob, nechápání okolního dění, ztráta 

schopnosti souvislé řeči, velké stavy zmatenosti, obtíţná chůze, poruchy vylučování 

moči a stolice, úplná ztráta soběstačnosti, upoutání na invalidní vozík, tělesné  

i duševní chátrání, hubnutí, smrt. Terapie inhibitory AChE je neúčinná. 

Diagnóza je potvrzena na základě anamnézy a klinického vyšetření. Je známo, ţe počátek 

AD předchází nebo provází větší hmotnostní úbytek neţ u normálně stárnoucích osob
17

. Pro 

potvrzení diagnózy jsou vyuţívány různé přístupy. Moţnost diagnostiky nemoci je 

především zaloţena na: 

 zobrazovacích metodách (CT, MRI) 

 sledování změn v poměru některých proteinů v likvoru ( ↑ τ a fosforylovaný τ protein, 

↓ β-amyloidního peptidu) 

 sledování poruch epizodické paměti (poznávací funkce) 

V České republice je odhad počtu nemocných značně nepřesný. Demence nejsou správně 

diagnostikovány nebo zůstávají nerozpoznány
15

. 

Pravděpodobnost postiţení výrazně stoupá s věkem. Vzhledem ke stárnutí lidské 

populace přestavuje AD celosvětový problém. Prozatím se choroba povaţuje za 

nevyléčitelnou, je moţné pouze zpomalit její rozvoj a zmírnit na určitou dobu některé její 

příznaky. 
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Mezi hlavní léky AD patří inhibitory cholinesterasy, např. donepezil, rivastigmin 

a galantamin, které brání odbourávání acetylcholinu, zlepšují paměť i další mozkové funkce. 

Donepezil (Aricept) je inhibitor inhibující pouze AChE, galantamin (Reminyl) je inhibitor 

AChE a alosterický modulátor nikotinových receptorů, rivastigmin (Exelon) je duální 

inhibitor AChE a BuChE
18

. Jejich účinnost byla prokázána řadou randomizovaných studií. 

Nejúčinnější jsou v terapii střední a lehké demence. K terapii pacientů se střední aţ těţkou 

formou AD je určen memantin (Axura, Ebixa). Memantin účinkuje jako antagonista 

glutamátových NMDA receptorů a brání neurotoxicitě glutamátu i nepříznivým vlivům 

β amyloidu a τ proteinu. K léčbě AD se zkoušela řada dalších léčiv, např. extrakty z Ginkgo 

biloba, vitamín E, nesteroidní antiflogistika, estrogeny, statiny nebo peptidy připravené 

enzymatickým štěpením proteinů z mozků prasat, které jsou identické s proteiny 

produkovanými endogenně. V současné době není dostatek důkazů potvrzující jejich účinek 

v této léčbě
 19

.  

 

 

2.5.  Myasthenia gravis 

 

Myasthenia gravis (MG) z řečtiny a latiny = těţká svalová slabost, není časté 

onemocnění. Patří mezi autoimunitní onemocnění, kdy dochází k tvorbě protilátek proti 

acetylcholinovému receptoru, které blokují jeho funkci a ve spolupráci s komplementem ničí 

vlastní buňku. Protilátky jsou tvořeny tzv. plazmatickými buňkami, které vznikají z bílých 

krvinek – B lymfocytů.  

Onemocnění je ovlivněno věkem a pohlavím. V dětském věku je výskyt vzácný. 

U pacientů mladších čtyřiceti let je vyšší výskyt u ţen neţ u muţů v poměru 7:3. 

V padesátém roce ţivota se poměry vyrovnávají. Po padesátém roce je mírný vzestup u muţů 

v poměru. 3:2
20

. Častým nálezem u nemocných je hyperplazie brzlíku a thymom. Toto 

nádorové onemocnění se vyskytuje u 30 – 50 % nemocných s myasthenia gravis
21

.
 
 

Tato nemoc se především vyznačuje ochablostí svalů. Nejčastěji bývají postiţeny svaly 

oka, obličeje, šíje, svaly končetin. Jedním z nejrizikovějších příznaků ohroţující pacienta je 

ochablost dýchacích svalů.  
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Symptomatická terapie MG spočívá v podávání inhibitorů cholinesterasy, které zvyšují 

nabídku ACh v oblasti nervosvalové ploténky. Autoimunitní mechanismy nejsou těmito léky 

ovlivněny. Lékem první volby je pyridostigminium-bromid (Mestinon). Jeho efekt lze 

pozorovat cca do 0,5 hodiny. Maximální účinnost je za 1 – 2 hodiny po poţití. Účinkuje 

nejdéle 3 – 5 hodin. Neostigminium-bromid (Syntostigmin) je v současnosti nejrychleji 

nastupující inhibitor acetylcholinesterasy, ale jeho efekt je krátkodobý 2 – 3 hodiny
22

. Oba 

inhibitory patří do skupiny karbamátů. Dalším inhibitorem AChE je edrofonium-chlorid, 

který se jako jediný váţe pouze na aniontové místo enzymu, a to svou kladně nabitou částí 

molekuly. Takto vzniklá vazba má charakter vazby iontové, a takový inhibiční účinek trvá 

pouze několik minut. Edrofonium-chlorid se pouţívá k diagnóze MG, rozlišení cholinergní a 

myasthenické krize, ke stanovení optimální dávky léčiva a k antagonizování účinku 

kompetitivních myorelaxancií
23,24

.  

Podávání nepřiměřeně vysokých dávek inhibitorů AChE, však můţe vyvolat cholinergní 

krizi, která je obtíţně rozeznatelná od myastenické krize (slabosti krčních a dýchacích svalů, 

pocení, nesrozumitelná řeč)
24

. Větší moţnost zhoršení hrozí starším lidem, kteří uţívají různé 

kombinace léčiv, kdy zpomalená biotransformace způsobuje kumulaci léčiv v organismu 

a tím větší vliv na nervosvalový přenos
25

. 

 V případě, ţe inhibitory nestačí zlepšit klinický stav pacienta, jsou podávány 

kortikosteroidy (Prednison, Medrol), imunosupresiva (Imuran nebo Azaprine). Ojediněle se 

provádí výměna nebo filtrace plazmy. Další moţností je podání vysokých dávek lidských 

imunoglobulinů. Ve fázi klinických zkoušek jsou další léky zejména monoklonální protilátky 

(Rituximab). U některých pacientů se doporučuje odstranění thymu, zejména při nálezu 

thymomu
25

. 
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3  EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1  Seznam chemikálií 

3.1.1  Chemikálie 

Chemikálie byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich spol.s.r.o. (pobočka Praha) 

5,5´-dithiobis(2-nitrobenzoová kyselina) [DTNB]  

Fosfátový pufr 0,1M, pH 7,6 

Hovězí albumin 

Acetylcholinesterasa lidská erytrocytární ≥500 units/mg proteinu (BCA) 

Acetylthiocholin-chlorid (AChCh) 

 Uţité chemikálie splňovaly normu pro látky uţívané k analýzám, kdy obsah základní látky 

se pohyboval  mezi 99 – 99,8 %, jednotlivé nečistoty  byly  přítomny jen v tisícinách procent, 

látky neobsahovaly mechanické nečistoty. 

 

3.1.2  Chemikálie – inhibitory  

 Inhibitory byly připraveny na Katedře toxikologie UO FVZ v Hradci Králové. Jejich 

čistota byla potvrzena metodou NMR na Katedře anorganické a organické chemie 

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. 

 

3.1.3  Chemikálie – standardy 

Standardní inhibitory AChE byly zakoupené u firmy Sigma-Aldrich spol.s.r.o.  

 

3.2  Přístroje 

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

3.3.1  Ellmanova metoda 

 

Pro stanovení aktivity cholinesteras existuje mnoho postupů, mezi nejčastěji pouţívané 

patří elektrometrické, titrační, kolorimetrické, měření změny pH s vyuţitím indikátoru, 

spektrofotometrické, fluorimetrické
,
 radiometrické, polarografické a enzymatické. Uvedené 

metodiky nemohou být zavedeny do rutinní praxe z mnoha důvodů, zvláště pro náročné 

úpravy vzorku, dlouhé doby měření nebo nedostatečné specificity substrátu
26

. 

Velmi citlivá a pro běţné vyuţití vhodná metodika byla popsána Ellmanem
27

. Princip této 

metodiky je zaloţen na hydrolýze thiocholinu (acetylthiocholinu pro AChE, 

butyrylthiocholinu pro BuChE). Po enzymatické hydrolýze je uvolněna příslušná kyselina  

a thiocholin. Průběh hydrolýzy je detekován pomocí 5,5´-dithiobis(2-nitrobenzoové kyseliny) 

(DTNB). Po reakci s thiocholinem dochází k uvolnění 2-nitro-5-sulfanyl-benzové kyseliny 

(obr. 1) a ta je pak detekována spektrofotometricky při vlnové délce 412 nm
28.  

Rozštěpení ATCh působenímAChE 
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Rozštěpení S-S můstku a vazba thiocholinu na DTNB 

 

 

 

Konjugace dvojných vazeb kyseliny 2-nitro-5-sulfanylbenzoové 

 

 

 

Obrázek č. 1: Ellmanova metoda 
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3.3.2  Postup měření 

 

Do jednorázové plastové kyvety o objemu 1 ml bylo napipetováno 25 μl lidské 

erytrocytární AChE, 650 μl fosfátového pufru (0,1M, pH 7,6), 200 μl DTNB  a 25 μl 

inhibitoru dané koncentrace. Tato směs byla 5 min. inkubována při laboratorní teplotě. 

Reakce byla zahájena přidáním 100 μl ATChCl. Celý obsah kyvety byl promíchán a kyveta 

byla ihned vloţena do spektrofotometru, kde byla změřena změna absorbance za 1 min, při 

vlnové délce 412 nm. Kaţdá koncentrace směsi enzymu s inhibitorem byla změřena se 

čtyřmi koncentracemi ATChCl: 78,1 156, 313 a 625 μM . 

Oximy ve vyšších koncentracích jsou schopny štěpit vazby v DTNB, dochází ke vzniku 

barevného komplexu, který můţe způsobit vznik falešně pozitivní aktivity. Tento jev byl 

eliminován změřením tzv. oximolýzy, kdy byla do kyvety místo lidské AChE přidána 

destilovaná voda
29

. Hodnota oximolýzy byla potom odečtena od hodnoty dříve naměřené 

aktivity enzymu po přidání příslušné koncentrace oximu
30

. 

Ke kaţdé koncentrační řadě inhibitoru byl také připraven slepý vzorek, kde byl inhibitor 

nahrazen stejným objemem (25 μl) destilované vody. Byla tak změřena aktuální aktivita 

enzymu neovlivněného inhibitorem. Takto získaná hodnota pak odpovídala 100 % aktivity 

enzymu. 

 

 

4  Výsledky experimentální části 

4.1  Optimalizace spektrofotometrického stanovení 

aktivity AChE 

 

Před vlastním měřením Ellmanovou metodou byla optimalizována koncentrace substrátu 

(ATChCl). Byla proměřena koncentrační škála od 78,1 μM do 1 mM. Zvyšování koncentrace 

ATChCl vedlo ke zvýšení detekované rychlosti konverze substrátu. Další zvyšování hladiny 

ATChCl nad 1mM koncentraci způsobovalo pokles rychlosti konverze díky substrátové 

inhibici. Koncentrace 78,1 μM, 156 μM, 313 μM a 625 μM ATChCl byly vybrány jako 

optimální a pouţity v následujících experimentech. 
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Obrázek č. 2: Optimalizace koncentrace substrátu 

 

 4.2  Zpracování experimentálních dat 

 

Pro statistické zpracování dat byl pouţit software Origin 6.1 (Northampton USA). 

Naměřená data zpracována dle učebnice
10

. Hodnoty byly vyneseny do dvojnásobně 

reciprokého grafu. Linearizace závislostí aktivita AChE – koncentrace substrátu 

v přítomnosti inhibitoru byla provedena dle Hanese Wolfa
10

. V následujícím textu je 

prezentováno dvojitě reciproční vynesení pro jednotlivé testované inhibitory.  
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K027 

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

dibromid  
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Obrázek č. 3: Dvojitě reciproční hodnocení inhibice látky K027. V grafu jsou vyneseny 

logaritmické koncentrace inhibitoru v molární koncentraci (mol/l). Vlastní hodnota 

koncentrace je: 1,4×10
-4

, 8×10
-5

, 4,5×10
-5

, 2,5×10
-5

, 8×10
-6

, 2,5×10
-6

, 2,5×10
-7

, 2,5×10
-8

, 

v textu indikováno barvou. 
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asoxim (HI-6) 

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

pyridinium-dichlorid  
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Obrázek č. 4: Dvojitě reciproční hodnocení inhibice látky HI-6. V grafu jsou vyneseny 

logaritmické koncentrace inhibitoru v molární koncentraci (mol/l). Vlastní hodnota 

koncentrace je: 2,5×10
-4

, 1,4×10
-4

, 8×10
-5

, 4,5×10
-5

, 2,5×10
-5

, 8×10
-6

, 2,5×10
-6

, 2,5×10
-7

, 

v textu indikováno barvou. 
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K366 

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

 

 

 

-400 0 400 800 1200
0

6000000

12000000

18000000

24000000

30000000

 

 

1
/v

 (
1
/k

a
ta

l)

1/S (l/mol)

 

Obrázek č. 5: Dvojitě reciproční hodnocení inhibice látky K366. V grafu jsou vyneseny 

logaritmické koncentrace inhibitoru v molární koncentraci (mol/l). Vlastní hodnota 

koncentrace je: 2,5×10
-5

, 8×10
-6

, 4,5×10
-6

, 2,5×10
-6

, 1,4×10
-6

, 8×10
-7

, 2,5×10
-7

, v textu 

indikováno barvou. 
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K 419 

1,1´-(naphthalene-2,7-diyldimethanediyl)diisochinolinium-dibromid  
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Obrázek č. 6: Dvojitě reciproční hodnocení inhibice látky K419. V grafu jsou vyneseny 

logaritmické koncentrace inhibitoru v molární koncentraci (mol/l). Vlastní hodnota 

koncentrace je: 8×10
-6

, 2,5×10
-6

, 1,4×10
-6

, 8×10
-7

, 4,5×10
-7

, 2,5×10
-7

, v textu indikováno 

barvou. 
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K344 

1,1´-dekan-1,10-diyldipyridinium-dibromid  
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Obrázek č. 7: Dvojitě reciproční hodnocení inhibice látky K344. V grafu jsou vyneseny 

logaritmické koncentrace inhibitoru v molární koncentraci (mol/l). Vlastní hodnota 

koncentrace je: 2,5×10
-7

, 1,4×10
-7

, 8×10
-8

, 4,5×10
-8

, 2,5×10-
8
, 2,5×10

-9
, 2,5×10

-10
, v textu 

indikováno barvou. 
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K298  

1,1´-oktan-1,8-diyldiisochinolinium-dibromid 
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Obrázek č. 8: Dvojitě reciproční hodnocení inhibice látky K298. V grafu jsou vyneseny 

logaritmické koncentrace inhibitoru v molární koncentraci (mol/l). Vlastní hodnota 

koncentrace je: 1,4×10
-6

, 8×10
-7

,  4,5×10
-7

, 2,5×10
-7

, 1,4×10
-7

, 8×10
-8

, 4,5×10
-8

, 2,5×10
-8

, 

8×10
-9

, 2,5×10
-9

, 2,5×10
-10

, v textu indikováno barvou. 
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K 425 

1,1´-but-(2E)-en-1,4-diylbis[4-(3-fenylpropyl)pyridinium]-dibromid 
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Obrázek č. 9: Dvojitě reciproční hodnocení inhibice K425. V grafu jsou vyneseny 

logaritmické koncentrace inhibitoru v molární koncentraci (mol/l). Vlastní hodnota 

koncentrace je: 4,5×10
-8

, 2,5×10
-8

, 1,4×10
-8

, 8×10
-9

, 4,5×10
-9

, 2,5×10
-9

, 1,4×10
-9

, 8×10
-10

, 

4,5×10
-10

, 2,5×10
-10

, v textu indikováno barvou. 



 

 

 31 

Neostigminium-bromid 

3,3-[(dimethylkarbamoyl)oxy]-N,N,N-trimethylanilinium-bromid  
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Obrázek č. 10: Dvojitě reciproční hodnocení inhibice látky neostigminium-bromid. V grafu 

jsou vyneseny logaritmické koncentrace inhibitoru v molární koncentraci (mol/l). Vlastní 

hodnota koncentrace je: 8×10
-7

, 4,5×10
-7

, 2,5×10
-7

, 1,4×10
-7

, 8×10
-8

, 4,5×10
-8

, 2,5×10
-8

, 

2,51×10
-9

, 2,5×10
-10

, v textu indikováno barvou. 
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Pyridostigminium-bromid 

3-[(dimethylaminokarbamoyl)oxy]-1-methylpyridinium-bromid 
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Obrázek č. 11: Dvojitě reciproční hodnocení inhibice látky Pyridostigmin bromid. V grafu 

jsou vyneseny logaritmické koncentrace inhibitoru v molární koncentraci (mol/l). Vlastní 

hodnota koncentrace je: 2,5×10
-6

, 1,4×10
-6

, 8×10
-7

, 4,5×10
-7

, 2,5×10
-7

, 2,5×10
-8

, 2,5×10
-9

, 

2,5×10
-10

, v textu indikováno barvou.
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Takrin-hydrochlorid monohydrát 

9-Amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin-hydrochlorid monohydrát 
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Obrázek č. 12: Dvojitě reciproční hodnocení inhibice látky takrin-hydrochlorid 

monohydrátu. V grafu jsou vyneseny logaritmické koncentrace inhibitoru v molární 

koncentraci (mol/l). Vlastní hodnota koncentrace je: 4,5×10
-7

, 2,5×10
-7

, 1,4×10
-7

, 8×10
-8

, 

4,5×10
-8

, 2,5×10
-8

, 2,5×10
-09

,  2,5×10
-10

, v textu indikováno barvou. 
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4.3  Rovnovážné disociační konstanty 

 

Rovnováţné disociační konstanty (Kism, Kius) lze získat ze sekundárních grafů. Pro 

komplex inhibitor-AChE (Kism) a komplex inhibitor-AChE-substrát (Kiús) byly vypočteny 

disociační konstanty ze směrnic a úseků získaných z dvojnásobně vyneseného reciprokého 

grafu
10

. Výsledky pro jednotlivé inhibitory a standardy jsou uvedeny v tabulce č. 1. 

 

Tabulka 1: Rovnováţné konstanty pro komplex inhibitor-AChE (Kism), komplex inhibitor-

AChE-substrát (Kiús) 

Inhibitor Strukturní vzorec 
Kism  

(mol/l ) 

Kiús 

(mol/l) 

K027 

 

3,40×10
-4

 2,77×10
-4

 

HI-6 

 

1,84×10
-4

 1,29×10
-4

 

K366 

 

3,91×10
-6

 6,71×10
-6

 

K419 

 

1,25×10
-6

 7,49×10
-7

 

K344 
 

1,74×10
-7

 3.98×10
-7

 

 

K298 
 

 

6,23×10
-7

 

 

9,84×10
-7

 

K425 

 

 

2,65×10
-9

 

 

9,40×10
-9 
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n
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2,25×10
-7

 

 

1,07×10
-7

 

 

p
y
ri

d
o
st

ig
m
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m
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b
ro
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id

 

 

 

4,95×10
-6

 

 

2,67×10
-6

 

ta
k

ri
n

-

h
y
d

ro
ch

lo
ri

d
  

 

 

1,58×10
-7

 

 

1,56×10
-7
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5  Diskuse 

 

Cílem této práce bylo in vitro testování inhibitorů připravených na Katedře toxikologie 

FVZ UO. Byla provedena kinetická měření, která jsou důleţitá pro odhalení mechanismu 

účinku inhibitorů v organismu. Nejprve byl proveden výběr vhodných látek k testování, na 

základě jiţ provedených předběţných testů. K jiţ vybraným látkám byly přiřazeny 

standardně vyuţívané reverzibilní a pseudoireverzibilní inhibitory AChE – neostigminium-

bromid, pyridostigminium-bromid a takrin-hydrochlorid monohydrát. Před vlastním měřením 

byla Ellmanovou metodou optimalizována koncentrace substrátu (ATChCl) uţitého v rámci 

in vitro hodnocení. Byla provedena úprava Ellmanovy metody standardně uznávané pro 

kinetické studie AChE: nastavení koncentračních poměrů enzym-substrát- inhibitor. U kaţdé 

látky byla změřena počáteční rychlost konverze substrátu v přítomnosti nekompetitivního 

inhibitoru při čtyřech různých koncentracích substrátu. Toto měření bylo opakováno pro 

komplexní koncentrační škálu daného inhibitoru. Pro určení inhibičních konstant byla 

kinetická data vynesena do dvojnásobně reciprokého grafu. Pro různé koncentrace inhibitoru 

byl získán svazek přímek protínajících se na horizontální ose (t. j., ose s inverzní koncentrací 

substrátu). Z výše uvedeného faktu jednoznačně vyplývá, ţe všechny testované inhibitory 

byly nekompetitivní, to znamená, ţe se váţou mimo vazebné místo pro substrát bez ohledu 

na to, jestli reakční centrum obsahuje nebo neobsahuje molekulu substrátu. Z naměřených 

hodnot byly vypočteny rovnováţné disociační konstanty (Kism, Kius). Látky HI-6, K 027, 

obsahující ve své struktuře oxim alokovaný na pyridinovém jádře, mají o několik řádů niţší 

rovnováţné disociační konstanty (tab. č. 1), neţ ostatní inhibitory. Tyto látky nejsou 

typickými inhibitory, jsou vyuţívány jako reaktivátory, jejichţ primární funkcí je uvolnit 

inhibitor vázaný na enzym. Nedávné experimenty však ukazují na dříve podceňovanou 

informaci, ţe jsou schopny ovlivnit inhibici AChE, proto byly i tyto látky zahrnuty do 

testované série inhibitorů
31

. Oproti tomu typické inhibitory (K425, K298, K419, K344, 

K366) dosahují výsledků srovnatelných s jiţ testovanými zástupci, běţně vyuţívanými 

v praxi, jako je neostigminium-bromid, pyridostigminium-bromid a takrin-hydrochlorid 

monohydrát. Látky K298 a K344, jejichţ disociační konstanty jsou řádově 10
-7 

mol/l, 

odpovídají standardům neostigminium-bromidu a takrin-hydrochloridu monohydrátu. 

Inhibiční konstanty látek K419 a K366 (řádově 10
-6 

mol/l), odpovídají standardu 

pyridostigminium-bromidu. U látky K425 byly zjištěny disociační konstanty o dva řády niţší 
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neţ u běţně uţívaných standardů (tab. 1) tzn., ţe sloučenina K425 má o dva řády vyšší 

afinitu vůči AChE ve srovnání se standardními látkami. Tato fakta ukazují na potenciál 

biskvarterních inhibitorů AChE. Schopnost inhibovat AChE je velmi slibná pro pozdější 

in vivo testování. Díky přítomnosti kvartérních dusíků u nově připravených inhibitorů je 

zároveň předpoklad horší distribuce do centrální nervové soustavy. To je vhodné při léčbě 

MG z důvodu předpokládaných niţších vedlejších efektů způsobených centrálními 

cholinergními vlastnostmi. Na druhou stranu je třeba zdůraznit fakt, ţe uvedené testy jsou 

pouze in vitro přiblíţením, které nemusí znamenat lepší výsledek in vivo testování.  

U testovaných nově připravených biskvartérních inhibitorů lze zcela jednoznačně 

pozorovat fakt, ţe délka spojovacího řetězce a jeho poloha na aromatickém jádře jsou velmi 

důleţité. Optimální struktura spojovacího řetězce závisí nejen na jeho délce, ale i povaze. 

Spojovací řetězce jsou obvykle spojeny s π elektrony (dvojná vazba, aromatické zbytky) 

nebo heteroatom. Uvedené předpoklady se prokázaly u látky K425 (dvojná vazba ve 

spojovacím řetězci, heteroatom). U těchto látek je dobrý předpoklad tvorby  -  interakcí  

s rezidui aromatických kyselin v hrdle aktivního centra AChE.  
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6  Závěr 

 

Cílem této práce bylo zjistit in vitro inhibiční efekt u vybraných, nově připravených 

inhibitorů cholinesteras . Do testované skupiny byly přidány látky obsahující ve své struktuře 

oxim. Na základě posledních studií byla potvrzena jejich schopnost inhibovat AChE, ale 

jejich inhibiční schopnost je nízká v porovnání s ostatními testovanými látkami. U vybraných 

inhibitorů byla potvrzena jejich schopnost dosahovat stejně dobrých výsledků jako je běţné 

pro inhibitory uţívané v klinické praxi. U látky K425 byla zjištěna o dva řády vyšší afinita 

vůči AChE ve srovnání se standardními látkami. Tyto výsledky poukazují na velmi dobrou 

inhibiční schopnost biskvartérních inhibitorů AChE a jsou dobrým předpokladem pro jejich 

budoucí in vivo testování. 
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