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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra Farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Student: Petra VavroSova

Vedouci DP: doc. RNDr. Veronika Opletalova, Ph.D.

Nazev prace: Modulace aktivity acetylcholinesterasy vybranymi organickymi latkami

Acetylcholinesterasa je zivotné dulezity enzym pro svou schopnost ukonceni
nervového impulsu cestou rozkladu neuromediatoru acetylcholinu. Inhibitory cholinesteras
jsou latky uzivané v mnoha odvétvich, at’ uz jako 1é€iva, pesticidy, nebo latky zneuzivané
jako biologické zbrané. V této praci se metodou sledovani poklesu aktivity enzymu
pusobenim vybranych latek zjisStovala pfitomnost inhibice, jeji mira a charakter.
K experimentim byli vybrani zastupci tfid organickych rozpoustédel, soli kovi, ¢i latky
jiné, jako je napf. Zelatina, takrin, kofein. Ke zjisténi poklesu aktivity acetylcholinesterasy
byla pouzita spektrofotometrickd metoda dle Ellmana, data byla vyhodnocena pomoci
grafickych znazornéni podle Dixona a Boltzmanna. K pokusim byla pouzita
acetylcholinesterasa z elektrického thofe.

Vysledky poukdzaly na schopnost celé fady latek inhibovat acetylcholinesterasu,
u jinych naopak tuto vlastnost vyvratily. Existence inhibitorti cholinesteras se potvrdila jak
u fady zastupcu soli kovi, tak u organickych rozpoustédel. Vystup prace ma poslouzit jako
podklad a souhrnny zdroj informaci o vybranych inhibitorech cholinesteras pro dalsi
provadéné experimenty na poli inhibice ¢i jinych mechanismii plsobeni latek

na acetylcholinesterasu.

Klicova slova: acetylcholinesterasa, inhibice, spektrofotometrické  stanoveni,

Alzheimerova choroba, inhibitor



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control

Student: Petra VavroSova

Supervisor: Assoc. Prof. RNDr. Veronika Opletalova, Ph.D.

Title of thesis: Modulation of acetylcholinesterase activity using different organic
compounds

Acetylcholinesterase is a vital enzyme because of its ability to end a nerve impulse
by decomposition of neurotransmitter acetylcholin. Inhibitors of cholinesterases have been
used in many sectors, such as drugs, pesticides, or substances abused as biological
weapons. Using chosen agents an existence of acetylcholinesterase inhibition was detected
together with its rate and character. The detection was accomplished by the method of
measuring the decrease of acetylcholinesterase activity. In this experiment some organic
solvents, metal salts, and other agents like gelatine, tacrine or caffeine were used. Ellman’s
spectrophotometrical detection was used to determine the decrease of acetylcholinesterase
activity. The data were evaluated by the graphical representation by Dixon and Boltzmann.
In this experiment the acetylcholinesterase from electric eel was used.

Results showed that many chosen agents have the ability to inhibit
acetylcholinesterase and on the other hand many of them do not have this property. It was
proved that there are inhibitors of cholinesterase both among metal salts and organic
solvents. This thesis should serve as a base and a comprehensive source of information
about chosen cholinesterase inhibitors, and for the following experiments related to

inhibiton or other mechanisms of action of substances on acetylcholinesterase.

Key words: acetylcholinesterase, inhibition, spectrophotometrical detection, Alzheimer’s

dissease, inhibitors
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amyloidovy prekurzorovy protein
kyselina asparagova

acetylthiocholin
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butyrylcholinesterasa

centralni nervova soustava
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5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina)
glykogen syntasa kinasa 33

inhibitory acetylcholinesterasy

stiedni inhibi¢ni koncentraace
inhibitory cholinesteras
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hlavni histokompatibilni komplex Il
muskarinove receptory
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nesteroidni antiflogistika (Non-Steroidal Antiinfammatory Drugs)
organofosforové inhibitory

fyziologicky roztok pufrovany fosfatem (Phosphate Buffered Saline)
ultrafialova — viditelna oblast svétla

svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)



1 UVOD A CIiL PRACE

Acetylcholinesterasa (AChE) je enzym hrajici dulezitou roli v ukon¢eni nervového
impulzu pfedevsim v drahach parasympatického nervového systému, na nervosvalovych

ploténkach a v cholinergnich drahach centralni nervové soustavy.

Snizenim aktivity nebo inhibici tohoto vyznamného neuronalniho enzymu dochdzi
ke zvyseni koncentrace acetylcholinu (ACh) v synaptické Stérbiné nebo na nervosvalovém
spojeni a zvySen¢ stimulaci postgangliovych neurond, popt. cilovych organti. Tim se
zvySuje acetylcholinergni transmise. Tohoto se vyuzivd naptf. u 1écby Alzheimerovy
nemoci, ¢i jinych demenci, kdy se zablokovanim acetylcholinesterasy v mozku dosahne
zvySeni obsahu mozkového ACh a tim i zlepSeni pamétovych funkci. Inhibitory tohoto
enzymu se pouzivaji také u 1écby glaukomu nebo onemocnéni myasthenia gravis. Kromé
vyuziti pro 1écebné ucely se inhibitory cholinesteras pouzivaji k usmrcovani hmyzu, jako
organofosforové nebo karbamatové insekticidy, nebo mohou byt zneuzity jako biologické

zbrang.!

Tato prace je zaméfena na sledovani ucinku riznych latek na acetylcholinesterasu,
a zhodnoceni, zda se jedna o latku snizujici aktivitu enzymu ¢i nikoliv. Pro testovani byla
vybrana néktera dlilezitd organickd rozpoustédla, soli riznych kovi, ale i latky vyskytujici
se fyziologicky v lidském organismu. Pro kazdou sledovanou latku byla stanovena mira

inhibice acetylcholinesterasy.

Cilem prace je poskytnuti zjisténych dat o rozsahu inhibi¢niho plisobeni vybranych

latek a veskerych poznatkd, které budou dale vyuZity pro dal$i experimenty.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vegetativni nervovy systém

Vegetativni nervovy systém, téz autonomni nervovy systém, kontroluje funkci
hladkych svalli, exokrinni sekreci, funkci srdce a gastrointestindlniho traktu i urcité
metabolické pochody (utilizace glukosy). D¢li se dle mediatoru, ktery se uvoliuje
na zakonc¢eni postgangliovych vlaken na adrenergni a cholinergni systém.

Zatimco u adrenergniho — sympatického — systému jsou neurotransmitery
katecholaminy (noradrenalin, adrenalin a dopamin), v cholinergnim — parasympatickém —
systému je specifickym mediatorem ACh. V fad¢é piipadi pusobi systémy protichudné.
Aktivita sympatiku umozituje zvladnout stresovou situaci, ma za kol aktivovat vSe,
co umoznuje boj nebo uték. Aktivita parasympatiku ptevlada v klidovych podminkach.
Umoznuje regeneraci, rist, zotaveni, ale také dobré traveni. Za normalnich okolnosti jsou

r 14 2
oba systémy v rovnovaze.

2.1.1 Acetylcholin (ACh)

0 CHj
d ke
H,C o/\/ O|:0H3

ACh  zprostiedkovava pienos nervového impulzu znervového vlakna
presynaptického na postsynaptické, taktéZ u napojeni nervi, napiiklad na nervosvalovém
spojeni. Pfenasi vzruchy na pregangliovych vlaknech obou vegetativnich systémi. Co se
tyka postgangliovych vlaken, u parasympatiku se ucastni pfenosu na vsech, u sympatiku
pouze na nekterych zakoncenich (napt. potni zlazy). Dale je medidtorem na nervosvalové
ploténce a v cholinergnich drahéch centralni nervové soustavy.

ACh se tvofi v nervovém zakonceni reakci cholinu s kyselinou octovou. Tato je
aktivovana spojenim acetylové skupiny s redukovanym koenzymem A. Cholin
acetyltransferasa slouzi jako katalyzator reakce mezi aktivnim acetatem a cholinem.®*

Po syntéze je ACh v bunce skladovan v tzv. synaptickych vaccich, z nichz se pti

prenosu nervového vzruchu uvoliuje do synaptické stérbiny, a pak reaguje s integralni
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bilkovinou postsynaptické membrany — acetylcholinovym receptorem (AChR)

., g 5
muskarinového nebo nikotinového typu.

2.1.1.1 Receptory pro ACh

Receptory pro ACh jsou dvojiho typu: muskarinové a nikotinové. Muskarinové
receptory jsou sprazené s G-proteinem, daji se aktivovat alkaloidem muskarinem
z muchomurky ¢ervené (Amanita muscaria). Jsou to receptory na membranach bunék
cilovych organa. Nikotinové receptory jsou ¢lenem iontovych kanali fizenych ligandy,
dokaze je stimulovat alkaloid nikotin. Tyto receptory se nachazeji na synapsich v CNS,

v gangliich a nervosvalové ploténce.?

MUSKARINOVE RECEPTORY (M-receptory)

M-receptory patii do skupiny receptori spiazenych s G-proteinem. Celkem je
znamo pét typti M1 — M5. Receptorovy protein piedstavuje transmembranoveé uspotradany
peptidovy fetézec, ktery prochazi fosfolipidovou membranou bunééné stény sedmkrat
ve form¢ a-Sroubovic. Tyto a-Sroubovice jsou pravdépodobné uspotfadany do Kruhu
avytvareji tak ve svém stfedu prohluben s vazebnym mistem pro neurotransmiter.
K pfenosu signalu slouzi G-protein pfiléhajici na vnitini list fosfolipidové dvojvrstvy.
G-protein mé tfi podjednotky, o (5 kDa), B (35kDa) a y (7kDa).

Receptory se déli na n€kolik typl: M1 — neurondlni (vyskytuji se na nervovych
bunkach, napt. v gangliich, CNS, parietalnich buiikach Zaludku). M2 receptory prenase;ji
efekty acetylcholinu v srdci, ale i v hladké svaloviné a neuronalni tkani. M3 maji vyznam
pro tonus hladké svaloviny napt. v mo¢ovém méchyii, stteve, bronsich. Vyskytuji se také
na bunkéch Zlaz — potnich slinnych, slznych — kde po stimulaci vyvolaji zvySeni sekrece.

Muskarinové receptory mohou byt blokovany atropinem.z’ !

NIKOTINOVE RECEPTORY (N-receptory)

Nikotinové acetylcholinové receptory jsou c¢leny nadrodiny iontovych kanali
fizenych ligandy. Receptorovy komplex se sklada z péti proteinovych podjednotek, které
jsou ve fosfolipidové dvojvrstvé bunééné membrany uspofadany tak, Ze stiedem této
péti¢lenné skupiny molekul probiha transmembranovy kanal. Kazdou z téchto podjednotek

tvofi bilkovinné vlakno, které ve formé a-Sroubovice Ctyfikrat prochdzi membranou.

11
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Dv¢ z téchto podjednotek jsou identické: jsou to tzv. a-podjednotky. Maji vzdy
jedno vysoce specifické vazebné misto pro ACh. Navazou-li se soucasné¢ dvé molekuly
ACh na obé& o-podjednotky, otevie se iontovy kanal, do buiky vstoupi Na®, z buiky
vystoupi K*, membrana se depolarizuje a vznika akéni potenciél.s’ !

Celkem je zndmo 17 typi podjednotek: al-10, B1-4, vy, & a . Kromé ptaciho
subtypu a8 se u savcu vyskytuji vSechny podjednotky. ACh je vSak schopen vazby pouze
sal, 2, 3, 4, 6, 7, 8. Ostatni typy podjedntotek stabilizuji strukturu zvenci. Pentamerni
uspotadani receptoru mize byt rizného slozeni: napt. pentamer a7, 2x 02 — 3x 32, a jiné.3

Existuji dva hlavni typy N-receptorti, které se od sebe li§i svymi podjednotkami:
nervovy typ Ny Ve vegetativnich gangliich a v mozku, a svalovy typ Nu nha nervosvalové

ploténce.

K ukonéeni nervového pienosu slouzi enzym acetylcholinesterasa, patiici

do skupiny cholinesteras, ktera v synapsich odbourava acetylcholin.
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2.1 Cholinesterasy

Jako cholinesterasy se oznacuje skupina enzymu, které katalyzuji hydrolytické
Stépeni ester cholinu. Jsou to serinové hydroldzy, které katalyzuji hydrolyzu
neurotransmiteru acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou. Obecna reakce katalyzovana

esterasami je nasledujici

0 CH, 0 CH,
)J\ 'L+/CH3 . ho esterasa |+/CH3
2 > +
H,C O/\/O \CHg H,C OH HO/\/OH'\CH3
H

Cholinesterasy v lidském téle se déli na dvé skupiny podle své afinity

k pfirozenému substratu acetylcholinu.®

2.1.1 Acetylcholinesterasa (AChE)

Prvni z enzymt cholinesteras, acetylcholinesterasa (¢islo dle klasifikace enzymza
E.C. 3.1.1.7), také nazyvana prava nebo specifickd cholinesterasa, se nachazi
Vv erytrocytech, nervovych zakoncenich, plicich, slezing, srdci a ve vSech oddilech mozku.
Jedna se o membranové vazany glykoprotein existujici v mnoha molekularnich forméch.
Vznika v ribozomech jaternich bun¢k a je secernovana do krve. Optimalni pH pro funkci

AChE je 7,4 -8°

2.1.1.1 Molekularni struktura AChE

Molekula AChE v nativnim stavu je sloZzena ze dvou alfa advou beta
polypeptidovych fetézct. Jedna se tedy o tetrametr o slozeni alfasbeta, patiici do skupiny
serinovych proteas. Primarni struktura AChE se sklada z 537 aminokyselin s Asp-1
na N-konci a Cys-537 na C-konci. Monomer AChE je elipsoidni molekula s molekulovou
hmotnosti pfiblizné 69 kDa a rozmé&ry pfiblizn& 45 x 60 x 65 A. Je tvofen dvanacti centralné

stodenymi B-skladanymi listy, které jsou obklopeny &trnacti a-helixy. > 10
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AKTIVNI CENTRUM

aktivni/katalytické centrum), které lezi uvnitt 20 A hluboké dutiny nazyvané aromatickd
Stérbina (aromatic gorge) Tato S$térbina pronikd hloubé&ji nez do poloviny enzymu a je
lemovana ¢trnacti aromatickymi zbytky. Penetrace substratu do $térbiny je umoznéna kation-nt
interakcemi  mezi kvartérnim dusikem ACh a m-elektrony fenylalaninu, tryptofanu
a tyrosinu.* 11

Aktivni centrum se sklad4 ze dvou podjednotek: esterové (katalyticke) casti, ktera

obsahuje tzv. katalytickou triadu, a anionické casti, ke které se vaze kvartérni skupina

substratu acetylcholinu (a-anionické misto).

CH Acetylcholine HO'%‘A e Acid
Cstlj,CHa o cetic Aci

+N-CH,CH;0-C-CH, &  +
Eiecfmsfaﬁcéaﬁracfion o CH3C:-I/30H3

20 HO | \N Choline

M Serline— I

"Esteric Site” CH2 CHZOH
Acetylcholinesterase

Obr. & 1 Navazani ACh a jeho rozklad
(pfevzato z http://images.wikia.com/analytical/images/f/fd/Acetylcholinesterase.png)

Katalyticka triada v esterové ¢asti je podobna jako u ostatnich serinovych proteas.
Je tvofena trojici aminokyselin: serinem, histidinem a Kyselinou glutamovou. Hydroxylova
skupina serinu se vyuziva k ptenosu acetylu z ACh na enzym.g’ 10

Periferni anionické misto (-anionické misto) se nachazi pii vstupu do aromatické
Stérbiny. Toto misto je popsano jako cil mnohacetné modulace aktivity AChE. Je cilem
celé rady toxint, ale i nadéjnych 1€kti. Anionické misto pravdépodobné hraje dtlezitou roli
ve vyvoji Alzheimerovy demence (AD). B-amyloid tvofici se u této choroby reaguje
s perifernim anionickym mistem, ¢ehoz vysledkem je tvorba amyloidniho plaku vedouci
k destrukci cholinergnich neuronti. V mozku dementnich nemocnych je aktivita AChE

v, o : 11,12
piimo imérna mnozstvi amyloidu v CNS. %%
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2.1.1.2 Funkce AChE

Acetylcholinesterasa ma nejvétsi afinitu kK ACh, ktery je po uvolnéni do synapse
rychle §t€épen AChE za vzniku cholinu a kysliny octové. Tato reakce je nezbytna k tomu,
aby se cholinergni neuron vratil po aktivaci do klidového stavu.’

Hydrolyza ACh katalytickym pisobenim AChE probiha ve vice stupnich. ACh se
nejprve navaze svym kvarternim dusikem na a-aniontovou ¢ast enzymu a karboxylovou
skupinou na esterové misto molekuly AChE. Vznikd komplex enzym-substrat. Dochazi
K ptenosu acetylu na hydroxylovou skupinu serinu a po odstépeni cholinu tak vznika
acetylovany enzym, ktery je nestaly a reaguje s vodou za vzniku AChE a kyseliny octové.

ACHhE je pak ptipravena Stépit dalsi molekuly ACh.’

ACh + AChE —> komplex substrat-enzym — acetylovany enzym + cholin

%0 5 AChE + kyselina octova

2.1.2 Butyrylcholinesterasa (BChE)

Druhym enzymem ze skupiny cholinesteras je sérova cholinesterasa —
butyrylcholinesterasa (¢. E.C 3.1.1.8) zvana nespecificka, popi. pseudocholinesterasa.
BChE je lokalizovana Vv jatrech (kde se i1 syntetizuje), v plazmé&, pankreatu, v bilé hmoté
mozkové, stievni sliznici nebo v intersticialni tekutin€. Kromé jater je BChE syntetizovana

v plicich, srdci a mozku.™

2.1.2.1 Molekularni struktura BChE

Primarni struktura BChE se sklada z 574 aminokyselin. Jeji molekulovd hmotnost
je asi 85 kDa. Na rozdil od AChE je BChE tvofena jen jednim polypeptidickym fetézcem.
Molekula BChE obsahuje asi 25 % sacharidi. BChE se vyskytuje stejné jako AChE
zejména v tetramerni formé G4, mohou se vSak vyskytovat dimery G2, které mohou byt
vylu¢ovany jako molekuly rozpustné ve vod€, popf. i monomery Gl, které se tvofi

., Y . y 4,12
zejména v mozku u lidi trpicich demenci (napt. AD).”™
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2.1.2.2 Funkce BChE

Stejné jako ma AChE vyssi afinitu K acetylcholinu, ma BChE vys$i afinitu
K butyrylcholinu, ktery vSak oproti acetylcholinu neni télu vlastni. BChE je na rozdil
od AChE schopna hydrolyzy vysokomolekularnich esterd. Obecné ma BChE nizsi
substratovou specifitu. Prednostné rozklada butyrylcholin, maze vsak rozkladat i jiné
substraty, vcetn¢ ACh. Rozdily v afinitich k riznym substratim jsou pravdépodobné
zpusobené riiznym usporadanim aromatické stérbiny. 4

Dlouhou dobu nebyla fyziologicka funkce BChE jasna. V soucasnosti je znamo,
7ze BChE hraje vyznamnou roli naptiklad v metabolismu lipoproteind, jako scavenger
toxickych latek — tedy ma roli jakéhosi ,,Gistide* od téchto latek. Uastni se zpracovani
amyloid prekurzorového proteinu, pfi hydrolyze necholinovych esteri jako jsou lokalni
anestetika (prokain, suxamethonium, kokain), kyselina acetylsalicylova. BChE muze byt

uZitedna pii 16¢bé zavislosti na kokainu.>®
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2.2 Inhibitory cholinesteras (IChE)

Do skupiny IChE patii rizné 1éky, pfirodni toxiny, pesticidy nebo chemické bojové
latky. Jednd se o Sirokou skupinu latek rGznych fyzikdln€ chemickych vlastnosti.
Zablokovanim ChE se zpomaluje rozklad ACh, aktualni koncentrace ACh se zvySuje a tim

se zvysuje acetylcholinergni neurotransmise.* ®

e reverzibilni inhibitory (pifevazné slouceniny obsahujici kvartérni dusik)

e ireverzibilni inhibitory (estery kyseliny fosfore¢né nebo fosfonové)
Do skupiny reverzibilnich inhibitorti patii slou¢eniny s kvartérnim dusikem v molekule.
Naptiklad fysostigmin (indolovy alkaloid ze semen liany Physostigma venenosum) a dale
syntetické latky, napt. neostigmin, pyridostigmin. Vsechny tyto latky jsou estery mono
nebo disubstituované karbamové kyseliny (karbamaty). Inhibitory ireverzibilni jsou
zastupovany estery kyseliny fosfore¢né nebo fosfonové. Pouzivaji se jako insekticidy

a maji toxikologicky vyznam.®

2.2.1 Organofosforové inhibitory (OFI)

1

(]
7
N
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OFI jsou synteticky vyrobené estery kyseliny ortho-, thio-, nebo pyrofosfore¢né.
Jedinym pfirozené se vyskytujicim zastupcem je anatoxin-a(s), neurotoxicky alkaloid
nékterych druht cyanobakterii. VSechny ostatni OFI jsou produkovany clovékem
a pouzivaji se bud’to jako pesticidy, & jako bojové otravné latky.’

Jako TAChE pisobi OFI tak, Ze se vazi kovalentni vazbou na serin v esterovém
mist¢ aktivniho centra AChE. Zablokovanim enzymu odbouravajiciho ACh, dochazi k jeho
hromadéni, neschopnosti neuroni ukonceni vedeni signalu v cholinergnich nervovych
vlaknech. Dle davky a distribuce inhibitoru v organismu pak muze dochazet k rtzné
zdvaznym zménam Vv centrdlni 1 periferni nervové soustave. Stav miZe koncit

az cholinergni krizi a zivot ohroZzujicimi stavy, zejména poskozenim dychaciho centra.’®
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OFI dokazou velmi dlouhodob¢ a za urcitych okolnosti ireverzibilné fosforylovat
nebo fosfonylovat esteratické centrum AChE. Inhibice zptisobena OFI je tedy ireverzibilni.
Pfi pouziti kauzativnich antidot (tzv. reaktivatorti) vSak dojde ke Stépeni vazby

a k reaktivaci inhibovaného enzymu.G‘ 3

2.2.1.1 Organofosforové pesticidy

OFI maji velmi silné insekticidni U¢inky a po pouziti se velmi rychle rozpadaji.
Proto nasly Siroké uplatnéni k ochran¢ rostlin. Diky svym ucinkiim zacaly OFI postupné
nahrazovat diive pouzivané organochlorové pesticidy, a tim odstranily nékteré jejich
nevyhody. Naopak se ukézalo, Ze svou toxicitou pfispivaji k velkému mnoZstvi otrav.® **

Jsou to po dlouha 1éta pouzivané latky v boji proti riznym Skiidetim v zeméedélstvi
a lesnictvi. Ac¢koli jsou znamy jejich toxické ucinky na ¢lovéka i zvifata, mnoho z nich je
stale pouzivano.*®

Mezi zastupce takovychto pesticidi patii malathion, diazinon, fluostigmin

Jako potencialné nejrizikovéjsi se z organofosfati jevi dimethoat v soucasnosti
pouzivany jako akaricid (ptipravek k hubeni rozto¢u), insekticid a nematocid (k hubeni
hlistic) pro vétSinu v soucasnosti bézné pestovanych polnich plodin, ¢i ovocnych stromil.

Toxicita pro teplokrevné organismy a vodni biotu je pom&rné& vysoka."®

2.2.1.2 Nervove paralyticke latky (NPL)

Mezi OFI nalezi i nervové paralytické latky (NPL) znamé ve vojenstvi. Jsou to
vysoce toxické latky s velmi rychlym néastupem ucinku. Dostavaji se do organismu vSemi
branami vstupu, zejména dychanim, pfes kuzi. Jsou nejvyznamnéj$i a nejnebezpecnéjsi
skupinou bojovych chemickych latek.™

NPL se d¢€li na dvé velké skupiny, které jsou obecné oznaCovany jako G latky
a V latky. Starsi skupinou jsou G latky. Tyto byly vyvinuty v Némecku (odtud nazev

G - Germany) pied 2. svétovou valkou. Patii sem tabun (GA), sarin (GB), soman (GD)

wevr

je nejspise odvozeno podle privlastku venomous — jedovaty, i kdyz se vyskytuji dohady,
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ze by se mohlo jednat i o zkraceni slova victory — vitézstvi. Tato skupina zahrnuje VE, VG,
VM a nejznamg;jsi z nich je pravdépodobng VX.*
Nov¢jsi skupina latek, tzv. GV latky, kombinuji vlastnosti piedchozich dvou

skupin. Piedstavuji hrozbu jak inhalaci, tak perkutanni absorpci.15

Slouceniny stejné zakladni struktury jako organofosforové pesticidy nebo NPL se
pouzivaji v prumyslu jako zmékcovadla, hydraulické kapaliny nebo jako IéCiva

ve veterinarni medicing.*®

2.2.2 Karbamaty
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Chemicky jde o estery kyseliny N-methyl- nebo N,N-dimethylkarbamové s fenoly
(nebo heterocyklickymi alkoholy) nesoucimi kvartérni amoniovou skupinu (pfipadné
terciarni aminoskupinu, ktera podléha kvarternizaci in vivo) Mechanismus ucinku je
obdobny jako u OFI, nicméné¢ inhibice AChE je pseudoireverzibilni. Jsou podobné
molekule ACh, proto neni piekvapenim, ze také reaguji s AChE. K primarnimu kontaktu
dochazi mezi kationickym dusikem karbamatové slouceniny a anionickym centrem
enzymu. &3

Karbamaty jsou znamy jako 1é¢iva, nebo jako pesticidy. Mnohé z nich jsou vysoce

toxické pro savce i1 pro ¢lovéka. Jejich vyroba je levna a suroviny snadno dostupné, proto

jsou nebezpecné z hlediska pouziti jako bojovych otravnych latek.

Ztad 1éCiv lze uvést napi. fysostigmin, alkaloid ze semen popinavého kete
Physostigma venenosum. Je vhodny k lokalnimu pouziti pfi glaukomu ve formé o¢nich
kapek. Také plisobi pfi terapii centralnich pfiznaka otrav cholinolytiky — napf. atropinem,
nebot’ pronika hematoencefalickou bariérou ve form¢ tercidrniho aminu a ptsobi centralné
cholinomimeticky.

Dale je to neostigmin podavany u myastenia gravis (MG) nebo u atonie stieva,
¢i mocového méchyrte.
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Podobn¢ jako neostigmin ptsobi i pyridostigmin, G¢inek vSak nastupuje pomaleji
atrva déle. Proto je u onemocnéni MG lékem prvni volby. Je téZ méné toxicky nez
neostigmin. Podobny pyridostigminu je distigmin. Pii dlouhodobé 1é¢bé MG je vhodné

davat témto dvéma latkam prednost pied neosti gminem.6

Karbamaty patfi mezi nejvyznamnéjsi a nejcastéji uzivané insekticidy. Navic maji
nekteti zastupci karbamata 1 herbicidni a fungicidni l'léinky.13

Zastupcem je napt. karbofuran, pouzivany v zemédélstvi jako insekticidni
ptipravek k hubeni $kidcd na rostlinach. Je vysoce toxicky nejen po poziti, ale také
po inhalaci nebo po potfisnéni kize. V soucasné dobé je jiz pouzivani karbofuranu
v zemédélstvi EU a CR zakézano, ale tato latka je stile zneuzivana k otravam zvifat
(pfedevsim dravych ptaki nebo pst).

NejrizikovEjsim z karbamatti se jevi methiokarb v soucasnosti pouzivany jako
akaricid, insekticid, moluskocid (ptipravek k hubeni mékkysu), ¢i jako repelent. Dle WHO
Klasifikace je vysoce nebezpeény s vysokou toxicitou jak pro obratlovce, tak pro vodni

biotu.™

Vyuziti karbamatl jako bojovych otravnych latek se zacalo zkoumat po zjiSténi
jejich mimotadné vysoké toxicity vii¢i teplokrevnym organismim.

Z toxickych karbamati vzbudila pozornost z hlediska mozného vyuziti latka
T-1123 (3-diethylaminofenyl-N-methylkarbamat-methojodid). Jedna se o krystalickou
stabilni slouceninu s vysokou toxicitou a rychlym nastupem ucinku. Klinicky obraz akutni
intoxikace karbamaty je podobny piiznakiim vyvolanym OFI (zvySena salivace, lakrimace,
profuzni poceni, midza, nauzea, kiece kosterniho svalstva). V ptipad¢é organofosfatii v§ak

nedochdzi k ustupu projevil otravy v disledku ireverzibilni inhibice AChE.'®
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2.3 Anticholinergika (funk¢ni antidota)

Nadmérné stimulaci cholinergnich receptorti brani anticholinergika tak, ze brani
navazani nahromadéného ACh na receptory. Podle ptisobeni na ACh receptory se déli na:
v’ parasympatolytika — antagonizuji M-receptory parasympatiku
v’ periferni myorelaxancia — ptisobi na Ny, receptory na nervosvalové ploténce
v" ganglioplegika — blokuji Ny receptory ve vegetativnich gangliich
Nejpouzivangj$im je atropin, ktery antagonizuje G¢inek nahromadéného ACh zejména
na perifernich M-receptorech. Centralné pusobi méné, nebot’ neprochazi pies
hematoencefalickou bariéru. Nikotinové ptiznaky prakticky neovliviiuje.
Dalsi anticholinergikum, benactyzin, ma charakteristicky antimuskarinovy uc¢inek.

Latky s pfevahou centralniho G&inku pak jsou biperiden nebo skopolamin.*®

2.4 Reaktivatory cholinesteras (kauzalni antidota)

Reaktivatory acetylcholinesterasy inhibované OFI jsou chemické substance, které
podle nazvu reaktivuji inhibovanou AChE, a obnovi tak fyziologickou funkci tohoto
zivotné duleZittho enzymu. Touto cestou umozni navrat k normalnimu pfenosu
cholinergniho nervového vzruchu. Reaktivatory AChE jsou po chemické strance oximy.
Z nich nejbézngjsim je pralidoxim, znamy také pod oznacenim 2-PAM. Dale je sem
mozno zafadit obidoxim, methoxim nebo asoxime, znamy také jako HI-6. Dosud vsak
nebyl vyvinut takovy reaktivator, ktery by efektivné pasobil proti vsem znamym nervovym
jedam.* 10
Reaktivatory se nejprve vazou svym pozitivné nabitym dusikem na aniontové misto
esterasy, tim dojde k pfibliZzeni postranniho fetézce k blokovanému esterovému mistu
enzymu. Dochazi k pfesunu fosforylu nebo fosfonylu na molekulu reaktivatoru a uvolnéni
AChE. Mira reaktivace zavisi na délce kontaktu inhibitoru s AChE a dale na chemickych

vlastnostech p¥islusného inhibitoru.®
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2.5 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba, nebo téz Alzheimerova demence (AD), ptedstavuje
neurodegenerativni progresivni onemocnéni mozku predevsim U star§i populace. Dochazi
k ubytku nékterych populaci neuronti a v dusledku toho k mozkové atrofii, cozma
zanasledek vznik demence. Klinicky obraz AD je charakterizovan tiemi hlavnimi
patologickymi nélezy:

e amyloidni plaky
e neurofibrilarni klubka

. . . L 17
e naruSeny cholinergni systém

AMYLOIDN{ PLAKY

Velmi dilezitym nalezem u AD je tvorba patologickych proteini. Dochazi k tvorbé
p-amyloidu (Ap), vyznamného degenerativniho proteinu. Primarnim zdrojem [-amyloidu
je tzv. amyloidovy prekurzorovy protein (APP). Tento transmembranovy glykoprotein je
za fyziologickych podminek $tépen zejména o-sekretasou na kratsi fragmenty
(do 40 aminokyselin) majici své dulezité fyziologické role — napf. pfizajiStovani
neuronové plasticity (B-peptid). Za patologickych podminek vSak stoupa aktivita enzymu
B-sekretasy a také y-sekretasy, které §tépi APP na jinych mistech neZ a-sekretasa a dochazi
ke vzniku delSich fragmentl (42 nebo 43 aminokyselin). Tyto atypické fragmenty vytvéaieji
nejprve oligomery, které jsou velmi neurotoxické. Ty pak v extracelularnich prostorach
kiry mozkové koaguluji a polymeruji, ¢imz po¢ina vznik -amyloidu. Ulozena depozita
B-amyloidu tvofi shluky, kolem kterych vznikd komplex dalSich neurodegenerativnich

© e w 1o 17,1
procest, &imz vznikaji amyloidni plaky.'” '8

NEUROFIBRILARNI KLUBKA

Dalsi patologicky protein vznikd nadmérou fosforylaci tzv. zproteinu
(tau protein) neuronovych mikrotubuld. Za normalnich okolnosti je 7t-protein
defosforylovan a stabilizuje neuronalni tubuly. Hyperfosforylovana forma vSak vede
k polymerizaci tubuld. Fosforylovany t-protein pak vytvafi parova helikalni filamenta,

ktera jsou zakladem tzv. tangles (neurofibrilarnich klubek).'” 8
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Otazkou u AD zlstava, ktery ze dvou degenerativnich proteint je primarni — B-amyloidni
protein, ¢i t-protein? Nové vyzkumy ukazuji, ze primarni je B-amyloid, ktery vede
sekundarné svou toxicitou k degeneraci t-proteinu. V oblasti plak vznika sterilni zanét,
jehoz se ucastni aktivovana mikroglie i astrocyty. V rdmci akutni reakéni faze dochazi
k aktivaci cyklooxygenas, kuvolnéni cytokini a volnych kyslikovych radikald,
coz zpusobuje dalsi neurodegenerativni zmény, kdy napft. volné kyslikové radikaly narusuji
bunééné membrany neuroni a zpusobuji jejich zanik. Pfi takovémto zaniku neuront
se nadmérné uvoliuji excitatni aminokyseliny (glutamova a asparagova), které se vazi
v CNS nareceptory NMDA (N-methyl-D-aspartatové), jejichz hyperexcitace vede
k nadmérnému vstupu kalcia do neurond, destabilizaci vnitiniho prostfedi v neuronech,

aktivaci proteinkinas a v kone¢ném disledku k neuronové smrtj.!® %

NARUSENY CHOLINERGN{ SYSTEM

U AD dochazi k ubytku nékterych neuronti, poctu synapsi a ke snizeni plasticity
neuronll. Nejvice byvaji postizeny acetylcholinergni neurony, kde je typicky postizen
presynapticky oddil. Celkové mnozstvi neuromediatoru ACh je snizeno, dochazi k ubytku
enzymu cholinacetyltransferasy, a také acetylcholinesterasy. Zajimavé je, Ze hladina druhého
enzymu odbouravajictho ACh, butyrylcholinesterasy, pti AD progresivné a vyznamné
stoupa.’’” Tento enzym, ktery se za normalnich podminek jen malo podili na odbouravani ACh,
je patologicky tvofen gliovymi buitkami v oblasti plakt. Co se tyka AChE, v lidském mozku se
vyskytuji dvé formy: tetrametr G4, ktery zanormalnich podminek vyrazné pievlada,
a monomer Gl, jehoz podil u AD oproti G4 vyrazné stoupa. Ubyva také presynaptickych

muskarinovych a nikotinovych receptori.™®

AD je primarni neurodegenerativni onemocnéni neznamé etiologie. Je nejcastéjSim
typem demence. U nemocnych je postizena pamét (zpocatku piedev§im kratkodoba
epizodicka), fe€, orientace, zrakové prostorové funkce a obratnost. Dulezitd je také
porucha intelektu, kterd ma za nasledek snizeni soudnosti a kriti¢nosti. U této nemoci
dochdzi ke zméndm chovani, agitovanosti, porucham spanku, neschopnosti vykonu

béznych aktivit, jako je oblékani, stravovani, aj.
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2.5.1 Lécba AD

V 1écbe AD prevlada kognitivni terapie, ktera ma za cil zlepSit nebo na urcity Cas
stabilizovat prub&h choroby. Ze spektra 1é¢iv byla opakovanymi klinickymi studiemi
prokdzdna a ovéfena uCinnost v 1é€bé AD pouze u 1é¢iv ze skupiny inhibitori
acetylcholinesterasy (IAChE). Jen utézkych stadii AD byl prokazan efekt blokatoru

ionotropnich receptort excitanich aminokyselin memantinu. **

2.5.1.1 Inhibitory acetylcholinesterasy (IAChE)

Inhibitory AChE jsou prvnim lékem volby u lehkych a stfednich forem AD. Tyto
musi mit vysokou ucinnost ptredev§im v oblasti mozkové kiry a hipokampu a nemaji
pusobit v jinych oblastech, zejména v periferii, kde by zpisobovaly mnozstvi zavaznych
nezéadoucich vedlejSich ucinkt. Tyto podminky spliluji rivastigmin, galantamin, donepezil
a takrin.?

Mechanismus u¢inku TAChE spocivd ve zpomaleni az zastaveni ¢innosti AChE,
¢imz dojde ke zvysSeni poctu molekul ACh schopného vazby na své receptory. Tim
se zvySuje acetylcholinergni transmise. IAChE pisobi jest¢ dalSim mechanismem. ChE,
distribuované v mozku mimo oblast rozSifeni acetylcholinergnich drah, se podileji
U pacientll s AD na tvorbé€ a toxicité¢ degenerativniho proteinu -amyloidu. Jejich inhibici
se IAChE blizi u¢inku kauzalnimu, bezprostedni klinicky u¢inek vSak neni pozorovéln.22

Inhibice AChE je troji: reverzibilni, pseudoireverzibilni a ireverzibilni.
U reverzibilniho zpisobu molekula inhibitoru vytvari s molekulou AChE inaktivni
komplex, ktery pretrvava, dokud je inhibitor nebo jeho aktivni metabolit pfitomen
Vv plazmé. U pseudoireverzibilni inhibice dochazi k tomu, Ze inhibitor je pfimo odbourdvan
AChE, timto kompetuje s ACh. Ireverzibilni inhibice znamena vytvofeni ireverzibilniho
komplexu inhibitoru s molekulou cholinesterasy. U klinicky pouzivanych IAChE
se setkavame s prvnimi dvéma zplsoby inhibice. Ireverzibilni inhibice je nevyhodna,
zpuisobuje totiz mnozstvi nezadoucich efekti.??

Prvni experimentalné pouzitou latkou byl fysostigmin, ale prvnim pouzitym lékem
Vv klinické praxi byl takrin. Nyni jsou pouzivany peroralni IAChE s dlouhym poloc¢asem
a dobrou toleranci. IAChE jsou indikovany pfedevsim u lehkych a stfedné tézkych stadii

AD.20
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Inhibitory mozkovych cholinesteras nejsou schopny AD vylécit ani trvale zamezit
progresi onemocnéni. Zpomaluji prubéh choroby a oddaluji vznik tézkych stadii. ZlepSuji
kvalitu zivota jak postizenych, tak jejich pecovatelii. Nemusi vSak byt uc¢inné u kazdého
pacienta. Pii netispéchu jednoho inhibitoru mozkovych cholinesteras piechazime na druhy,
ale nejdiive po pil roce podavani. Na IAChE reaguje pfiznive asi 70 % pacientd, existuji
ale i taci, ktefi na tyto 1é¢iva nereaguji. Ke zlepseni jak kognitivnich funkci, pfedevsim
paméti, tak 1 aktivit denniho Zivota i poruch chovani dochéazi pouze u nékterych lécenych

o0sob.??

DONEPEZIL (Aricept)

Donepezil je piperidinovy derivat, ktery je schopen nekompetitivné¢ blokovat
centralné aktivni AChE. Tato inhibice nakonec vede ke zvysené koncentraci ACh v oblasti
synaptické Stérbiny, coz je U AD charakterizované jeho nedostatkem velmi uzite¢né.
Donepezil inhibuje reverzibilné obé formy AChE — které jsou v 1é¢bé demence dilezité —
G1 i G4, ato ptiblizné stejné. BChE neovliviiuje ani nevede k modulaci receptort. Zato
vSak aktivuje specifické nikotinové receptory (04 a a7), dochazi k vyraznéjsi expresi
anti-apoptotického faktoru Bcl-2, chrani neurony proti glutamatové toxicité. Dale aktivaci
muskarinovych MS5-receptori  ve sténach mozkovych c¢év zlepSuje mozkovou
mikrocirkulaci. Piisobi tak sou¢asné proti nékolika mechanismim neurodegenerace.?

Kromé toho, Ze inhibuje AChE ma donepezil jeSt¢ dalSi ucinek — cestou
a-sekretas brani tvorbé P-amyloidu. o-sekretasy vedou k odbouravani amyloidového
prekurzorového komplexu. Podle klinickych studii v USA je donepezil u¢inny i u tézsich
demenci Alzheimerovského typu, zdravotni pojistovny v Ceské republice viak jeho

e s . (12,22
pouziti U tézSich demenci nehradi.™

RIVASTIGMIN (Exelon)

Rivastigmin patii mezi karbamatové derivaty spole¢né s fysostigminem, ktery ma
spiSe experimentalni vyznam. Pusobi pseudoireverzibilni inhibici, tzn. je odbouravan
ptimo molekulami cholinesteras. Jeho schopnost blokovat cholinesterasy je delsi, nez je
pfitomnost latky v plazmé. Rivastigmin je dudlni inhibitor, inhibuje soucasné¢ AChE
i BChE. Pisobi téz modulaci transmise na nikotinovych receptorech. Co se tyka vlivu

na AChE, rivastigmin inhibuje obé formy G1 i G4, vykazuje vSak preferenéni specifitu
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pro formu G1. Podobné jako donepezil piispiva ke snizeni tvorby B-amyloidu zasahem
do metabolismu a-sekretas.*?

U rivastigminu je prokdzana ucinnost v 1écbe kognitivnich funkci, behavioralnich
zmeén 1 aktivit denniho zivota. Stejné jako dal$i inhibitory oddaluje ptechod do dalSich
stadii nemoci. Pfiznivy t¢inek u AD se obvykle projevuje béhem 12 tydni od zahajeni

terapie a pretrvava az 6 mésicli po jejim ukonéeni.™

GALANTAMIN (Reminyl)

Galantamin je tercialni alkaloid puvodné izolovany z cibuli snéZzenky Galanthus
woronowi a pozdéji z dalSich rostlin Celedi amarylkovité. Je to kompetitivni inhibitor
AChE. Kompetitivni inhibice znamend, Ze galantamin soutézi v misté receptoru 0 vazebné
misto s acetylcholinem, coz by z klinického hlediska mélo znamenat vétsi Setrnost nez
U preparati s nekompetitivni inhibici. Galantamin neovlivituje BChE. Jeho vyhodou oproti
ostatnim IAChE pouzivanym v terapii AD spociva v jeho schopnosti alostericky
modulovat nikotinové receptory, coz zvySuje produkci ACh. Galantamin se navaze na jiné
vazebné misto receptoru nez ACh, &imz zesiluje jeho pasobeni.'? %2

Utinnost galantaminu byla u AD prokdzana v 1é¢bé kognitivnich funkci,
behaviordlnich zmén a aktivit denniho Zivota. Je schopen dosahnout zlepSeni nebo udrZeni

. 12,22
stavu po dobu minimaln¢ jednoho roku.™

TAKRIN (Cognex)

Takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) byl prvni IAChE, ktery byl v 1é¢bé AD
klinicky pouzit. Chemicky se jedna o akridinovy derivat. Jeho primarnim ucinkem je
nekompetitivni inhibice cholinesteras. Pasobi jak na BChE, tak na AChE. Tato inhibice
zpiisobi zvyseni hladiny ACh.

Takrin také blokuje draslikové kanaly, prodluzuje tak dobu akcéniho potencidlu
a zvySuje uvolnéni ACh z cholinergnich neuront.

Je prokazatelné klinicky ucinny. Byl vSak pro svou hepatotoxicitu stazen

z distribuce.*
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Tab. & 1 Farmakologické charakteristiky inhibitort cholinesteras.® *

Lécivo DONEPEZIL RIVASTIGMIN | GALANTAMIN TAKRIN

Chemicka L . ] akridinovy
piperidin karbamat tercialni alkaloid )
tiida derivat
N pseudo- N N
reverzibilni, . o reverzibilni, reverzibilni,
Zplisob . ireverzibilni, N N
- nekompetitivni, kompetitivni, nekompetitivni,
inhibice nekompetitivni, ]
pouze AChE ) pouze AChE AChE i BChE
AChE i BChE
o a-anionické o
Misto a-anionické . . . a-anionické
- katalytické misto i katalytické
inhibice misto misto
misto
Allostericka
modulace jednotlivé
ne ne ne
nikotinovych podtypy
receptorl

U téz8ich stadii AD se podava memantin (Exiba), ktery je zastupcem tiidy

antagonisti glutamatovych NMDA receptord. Mimo ucinek na NMDA receptorech, ktery

vede ke zlepSeni pfenosu vzruchu a zabranéni neurodegenerativnich projevi, navic
do ur¢ité miry inhibuje enzym GSK 3p, a tak castené zamezuje degradaci
t-proteinu.’®

Vice klinickych studii prokazalo Uc¢innost kombinace memantinu a inhibitora
acetylcholinesteras. Tento terapeuticky pfistup je hojné pouzivan, jedinou jeho nevyhodou

jsou zvysené finan¢ni naklady na 1é¢bu.?

K 1écbé AD se zkouSela fada dalSich preparati — Ginkgo biloba, nesteroidni
antiflogistika-antirevmatika (NSAIDs), vitamin E, estrogeny a statiny, cerebrolysin,
selegilin, nimodipin, piracetam, aj. V soucasné dobé neni dostatek dikazli potvrzujicich
jejich ucinek v této indikaci. Nadéjné se jevi substance standardniho extraktu Ginkgo
biloba, EGb761, jehoz slozeni neni shodné ani zameénitelné s jinymi extrakty Ginkgo
biloba. N&kolik klinickych studii prokazalo klinické zlepseni u AD.?

Nadéjné se v 1é€bé AD také hovofi o nesteroidnich antirevmaticich — NSAIDs.

Vétsina klinickych a epidemiologickych studii dokazuje, Ze pti dlouhodobém uZzivani
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NSAIDs dochazi ke zpomaleni progrese, popi. oddéaleni néastupu AD. Nejvhodnéjsi
profylakticky efekt nesteroidnich antirevmatik ma dle studii celekoxib.™

2.6 Myasthenia gravis (MG)

Myasthenia gravis je klinicky heterogenni onemocnéni, které je charakterizovano
kolisajici svalovou slabosti a unavitelnosti, ktera se zhorSuje po fyzické zatézi nebo
psychickém stresu. Patfi mezi autoimunitni onemocnéni, kdy dochdzi k tvorbé protilatek
namifenych proti acetylcholinovému receptoru nikotinového typu na nervosvalovém
spojeni. Protilatky zpuisobi destrukci téchto receptori. Tim se zabrafiuje navazani ACh
nareceptory svalovych bunék avzniku kontrakce. Vysledkem je svalova slabost
a nadmérma tnava.”®

Existuje mnoho vlivll, diky nimz mize MG vzniknout a progredovat (genetické,
hormonalni vlivy, vlivy vnéjsiho prostiedi atd.). V patogenezi se uplatiiuje brzlik (thymus).
Za fyziologickych okolnosti thymus eliminuje n¢které potencialné autoreaktivni T-bunécné
klony. Ma velky vyznam v pozitivni selekci T-bun€k rozpoznavajicich vlastni a cizi
antigeny. Asi u poloviny pacientti s myasthenii se objevuje hyperplazie thymu. Na rozhrani
kiry a diené brzliku se v perivaskularnich prostorach nachazi tzv. germinativni centra,
V nichZ jsou nahromadény autoreaktivni B a T-lymfocyty. Dienové epitelialni struktury
obsahuji myoidni buniky (nezral¢ formy svalovych buné€k), na kterych jsou lokalizované
ACh receptory. Myoidni buiiky jsou v intimnim kontaktu s MHC II pozitivnimi burnikami,
které predkladaji AChR autoreaktivnim T-bunkam. Tyto T-lymfocyty stimuluji specifické
B-lymfocyty k produkci protilatek proti AChR.?® %

Mezi prvni piiznaky MG patii ptoza, neboli pokles vicek, a diplopie, tedy dvojité
vidéni. Charakteristickym klinickym pfiznakem je slabost a unavitelnost piicné
pruhovaného svalstva, tj. objektivné prokazatelna vycCerpanost svalli v zavislosti
na pfedchozi fyzické zatézi (na rozdil od tnavy, ktera je subjektivnim tdajem pacienta).
Predilek¢né jsou postizeny svaly extraokularni, mimické, orofaryngealni, Sijové,
pletencové a respiracni. Typicka je téz fluktuace subjektivnich obtizi. Muze vznikat

tzv. fenomén Walkerové, kdy fyzicka zatéZ mize zplsobit oslabeni znaéné odlehlé svalové

skupiny. V piipadé nelécené nemoci dochazi k progresi a vzniku generalizované MG.%
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2.6.1 Lécba MG

Terapii MG d€lime na symptomatickou a imunosupresivni. V symptomatické 1écbé
se uziva IAChE. Tyto brzdi enzymatickou hydrolyzu ACh a tim se jeho efekt prodluzuje.
Dojde ke zvySeni poctu interakci mezi molekulami ACh a postsynaptickymi AChR, zlepsi
se neuromuskuldrni transmise. IAChE vedou u vétSiny pacienti k vyraznému zlepSeni

myastonické symptomatologie. Nejuzivanéj$im preparatem je pyridostigmin-bromid
7

(Mestinon). Je preferovany diky minimélnim neZzadoucim gastrointestinalnim p¥iznakéim.?

Soucasné s IAChE se doporucuje podavat i imunosupresivni léky. IAChE ptisobi
symptomatologicky, ale nemaji vliv na imunopatogenezi onemocnéni. PouZzivaji
se kortikosteroidy jako je prednison, methylprednison anebo azathioprin. Tyto pusobi
imunosupresivné na humoralni a bunétné slozky imunitniho systému uplatiujici

se v patogenezi MG.%’

29



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Metodika stanoveni aktivity AChE

3.1.1 Ellmanova metoda

Ke stanoveni aktivity AChE byla pouzita metoda dle Ellmana. Pfi ni dochazi
k hydrolyze substratu acetylthiocholinu (ATCh) (alternativni substrat fyziologickému
ACh) zavzniku kyseliny octové a thiocholinu. Thiocholin dale reaguje
s 5,5"-dithiobis-(2-nitro-benzoovou) kyselinou (DTNB) za vzniku 2-nitro-5-thio-benzoové
kyseliny, kterd je Zluté barvy. Toto zabarveni se méti spektrofotometricky pii 412 nm
bez jakékoliv dalsi ¢asové prodlevy nebo fyzikalnich zasaht. Po urcité dobé inkubace se

s ’ ;s r o~ 7 soiiw 2
promé&ii absorbance znovu. Rozdil absorbanci je pak umérmy enzymové aktivits.?

CH3 CH3 O
—_— +
HC el S CH Hee” S e HyC OH
COOH
HOOC
S NO,
HOOC N J
Y
O,N S COOH

\

S CH,4
‘\;J
N—CHjs + HS NO,

Cr en,

Obr. ¢ 2 Schéma reakce Ellmanovy metody
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3.2 Pouzité chemikalie

Cinidla pro reakéni smés v méfici v kyvete spektrofotometru:

Enzym AChE z elektrického tihote

Acetylthiocholin-chlorid (ATChCI) 10 mM

Ellmanovo ¢inidlo — 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina)

Fosfatovy pufr 0,01M, pH 7,4

PBS (Phosphate Buffered Saline) - fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
(obsahuje 137 mmol/l NaCl, 2,7 mmol/l KCI, 10 mmol/l Na;,HPO, * 2 H,0,
2 mmol/l KH,POy,)

Pouzité latky od firmy Sigma-Aldrich pro zkousku inhibice AChE:

NaCl = Kofein

KCI = Takrin

MgCl, = Zelatina

CaCl, =  Hovézi albumin
ZnCl, = Ethanol

CuCl, = Methanol

FeCls » Propan-2-ol
AICl; = Dimethylsulfoxid

3.3 Pomiicky a pristroje

K piipraveé roztoki potiebnych Cinidel, testovanych inhibitort a také k samotnému

méfeni byly pouzity kadinky, 1zicky, lodi¢ky, zkumavky, mikrozkumavky (Eppendorf),

kyvety, stojanek na zkumavky, automatické pipety, Spicky na pipety, analytické vahy,

trepacka, magnetické michadlo, topna ploténka, ultrazvukova lazen, spektrofotometr.

Pro zméteni ¢asového intervalu byly pouzity stopky.

31



3.4 Meéreni pomoci spektrofotometru

Vlastni méfeni se provadélo za pomoci spektrofotometru Helios zeta UV-VIS
od firmy Thermo Scientific. Po nastaveni méfeni ve fixnim modu pfti vinové délce 412 nm
se jako prvni proméfil blank (slepd kontrola), nasledné kontrola a nakonec koncentracni

fada vzorki zkoumanych latek.

Obr. ¢ 3 Spektrofotometr Helios Zeta UV-Visible
(prevzato z http://www.thermo.com/eThermo/CMA/PDFs/Product/productPDF_6527.pdf)

3.4.1 Meéfeni slepého vzorku

Pro zméfeni slepého vzorku se na zacatku kazdého méfeni pouzil PBS. Tento se

proméfil pii 412 nm v kyveté spektrofotometru a tim byla ur¢ena nulova absorbance.

3.4.2 Meéreni vzorku

Do meéfici kyvety spektrofotometru se postupné ptidalo 400 ul DTNB, 25 pl
roztoku AChE, 375 ul PBS a 100 ul roztoku testované latky. Reakce se spustila ptidanim
100 pl ATChCI. Zmgéfila se absorbance pii 412 nm. Po ¢asovém intervalu — Vv naSem
pfipadé¢ po 5 minutaich — se opét zméfila absorbance. Z rozdilu kone¢né a pocatecni
hodnoty se vypocetla aktivita AChE.

U meéfeni schopnosti inhibice nékterych latek byl PBS nahrazeno 0,01M
fostatovym pufrem. Kvili iontové sile roztoku byl tento fosfatovy pufr pouzit u NaCl,

KCI, MgCl,, CaCl,, ZnCl,, CuCl,, FeCls, AICls, a to jak u ptipravy téchto testovanych
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latek, tak pfi nasledném méfeni v kyveté. PBS by totiz mohlo svym sloZzenim iontovou silu

roztoku zvysit a tim pfipadné ovlivnit vysledek.

3.4.3 Méreni kontroly

Pro kontrolni méfeni byl postup stanoveni totozny S méfenim vzorkl, které
je popsano vyse. Pouze kromé 100 ul testované latky se pouzilo stejné mnozstvi PBS.

Timto se ziskala aktivita enzymu neinhibovaného testovanou latkou.

3.44 Méreni Kkoncentraéni rFady vzorkid Sriznou koncentraci

substratu

Pro kazdou latku byla stanovena fada koncentraci, pro kterou pak byla ur¢ovana

aktivita AChE tak, aby se nejvy$s$i hodnota aktivity enzymu co nejvice pfiblizovala

Cv v

v v

U kazdé latky bylo proméfovani koncentracni fady provedeno pii tiech rliznych
koncentracich ATChCI. Tato latka, se do reakéni kyvety ptidava jako posledni a spousti
reakci, jelikoz obsahuje substrat ATCh, ktery se pifi Ellmanové reakci u¢inkem AChE
hydrolyzuje na kyselinu octovou a thiocholin. Tento dale reaguje s DTNB za vzniku
barevného produktu, jehoz intenzita zabarveni je umérnd aktivité AChE. Namétend aktivita
vsak také zavisi na mnozstvi substratu v reakci.

Byla pouzita koncentrace 10 mmol/l, 5 mmol/l a 2 mmol/l ATChCI u kazdé latky.
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3.5 Vyhodnoceni podle Dixona

Naméfena data byla po zpracovani vynesena do Dixonova grafu. Tato metoda
slouzi k ureni rovnovazné inhibi¢ni konstanty. Do grafu se vynasi reciprokd rychlost
(resp. aktivita) 1/v — na osu y — proti koncentraci inhibitoru i — na ose X. Pro kazdou
hodnotu s (koncentrace substratu) lezi vynesené body na piimce. Extrapolaci téchto pfimek
sruznou koncentraci substratu dojde k jejich protnuti v jednom bod¢, kde hodnota
koncentrace inhibitoru na ose x v tomto bodg je rovna inhibiéni konstanté K;. %

Diky této metod¢ jsme schopni rozpoznat typ inhibice. Toto vyhodnoceni je vSak
nevyhodné, jestli posuzujeme, zda se jednd o inhibici kompetitivni nebo smiSenou.
Toto podle Dixona nejsme schopni jednoznacéné urcit. Proto se v takovych ptipadech
pouziva dopliujici grafické znazornéni podobné tomu dle Dixona. Vynasi se hodnota s/v
proti koncentraci inhibitoru i. Tento graf je limitovdn nejednoznacnosti uréeni mezi
nekompetitivni a smiSenou inhibici, av§ak soucasnym grafickym ovétenim pomoci obou

téchto metod ziskame vysledek jednoznacny, viz obr. ¢. 4.
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Kompetitivni inhibice
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Obr. ¢. 4 Charakteristické grafy béznych typii inhibice



3.6 Vyhodnoceni podle Boltzmanna

U nékterych vysledkl, zejména u téch, kde nebylo mozno pouzit Dixoniv graf,
byla pouzita ke zhodnoceni vysledkll funkce dle Boltzmanna. Tohoto bylo vyuzito
u organickych rozpoustédel, kterd se neuplatnuji jako selektivni inhibitory, ale zejména
jako denaturujici ¢inidla ni¢ici zkoumany enzym. Poptipad¢ u latek s nizkou inhibicni
aktivitou a pro uréeni hodnoty stfedni inhibi¢ni koncentrace (IC50). Hodnota 1C50 udava
koncentraci, pii které dochazi k 50% inhibici piivodni aktivity AChE. Viz obr. ¢& 5.3

Boltzmanntv graf vytvoii z dat sigmoidni kiivku y = Ay + (A1-A)/{1 + exp[(x-
x0)/dx]}, kde A1, Az jsou horni a dolni limity, a spo¢itda hodnotu IC50 pro danou latku.

Toto vyhodnoceni bylo provadéno za pomoci statistického software Origin 6.1.

1/2-

aktivita AChE (kat)

IC50 koncentrace (mmol/l)

Obr. ¢ 5 Boltzmanniiv graf zavislosti aktivity enzymu na koncentraci inhibitoru
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vyhodnoceni inhibice AChE

V grafech podle Dixona jsou data znazornéna tfemi piimkami pro tfi rdzné
koncentrace substratu ATChCl (10 mmol/l, 5 mmol/l, 2 mmol/l). Tyto jsou prolozeny

experimentalnimi body — pro kazdou koncentraci substratu jedna piimka.

4.1.1 Kofein, takrin, albumin a zelatina

KOFEIN
Kofein je silnym inhibitorem AChE s hodnotou rovnovazné inhibi¢ni konstanty K

0,21 mmol/l. Jedna se o nekompetitivni inhibitor AChE.

Kofein
— 7,00E+07 -
I y= 6E+07x + 1E+07
= 6,00E+07 - R?2=0,941 y = 4E+07x + 6E+06
> 5,00E+07 - R?2=0,992
)
4,00E+07 -
3,00E+07 -
2,00E+07 - y=3E+07x + 6E+06
R2=0,989
1,00E+07
r&ee‘?, +00 . . . ,
-0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
Koncentrace kofeinu [mmol/I]

Obr. ¢. 6 Dixonuv graf inhibice AChE kofeinem

U kofeinu bylo prokdzano, Ze se jedna o inhibitor AChE, jak se ptedpokladalo
podle mnohych literarnich zdroji.*?

Podle jiného zdroje * je vsak kofein inhibitorem kompetitivnim. Dle mnou
provedenych experimenti zhodnocenych metodou dle Dixona je kofein jednoznaénym
nekompetitivnim inhibitorem, viz obr. ¢ 6 a 7. Z téchto dvou grafii je patrné, Ze se nejedna

o kompetitivni inhibici. OdliSny vysledek od literatury mohl mit mnoho pficin.
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Pravdépodobné se vSak jednd o riznost puivodu pouzité AChE. V naSich experimentech

byla pouzita AChE z elektrického thote.

Kofein
% 1,4E+09 -
=z
% 1,2E+09 - y=1E+08x + 1E+08
£
£ 1E+09 - y=7E+07x + 6E+07
> R2=0,968
v 80000000 -~
60000000 -
40000000 -
y=5E+07x + 4E+07
20000000 R2=0,983
l—‘é T T T T T 1
-2 2E+08 € 2 4 6 8 10 12
Koncentrace kofeinu (mmol/l)
Obr. & 7 Graf zavislosti s/v na koncentraci kofeinu — doplnkovy graf
TAKRIN

Takrin je velmi silny inhibitor AChE shodnotou K; 3,75x107 mmol/l.

Dle Dixonova grafu se jedna o nekompetitivni inhibitor AChE.

Takrin
30000000 -
= y=2E+14x+ 8E+07
[v]
< 25000000 | R*=0,999
>
= 20000000 -
y=1E+14x+ 7E+07
2 _
15000000 - R*=0,99
10000000
y=7E+13x+ 5E+07
ﬂ R?=0,993
= T 0 T T T T |
-5,00E-07 -2,50E-07 0,00E+00 2,50E-07 5,00E-07 7,50E-07 1,00E-06 1,25E-06
-5000000 -
Koncentrace takrinu [mmol/I]

Obr. ¢& 8 Dixoniv graf inhibice AChE takrinem
Takrin je zndmym inhibitorem AChE, ktery se pfestal pouzivat jako 1€k

u Alzheimerovy choroby pro svou hepatotoxicitu. Jedna se o nekompetitivni silny inhibitor
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AChE se slabou afinitou i k BChE.** Nase vysledky poukazujici na nekompetitivni inhibici
jsou vsouladu s citovanou literaturou. V nasem piipad¢ takrin slouzil jako standard

a za jeho pomoci jsme demonstrovali funk¢nost uzité metody.

ALBUMIN A ZELATINA

Albumin a stejné¢ tak i zelatina nezpusobovali signifikantni inhibici AChE.
| aplikace nejvyssi uzité koncentrace albuminu ¢i Zelatiny do reak¢éni kyvety neméla
prokazatelny vliv na stanovovanou aktivitu AChE a lze tedy uzavfit tuto Cast experimentu

vylouéenim pfipadného inhibi¢niho potencialu.

4.1.1 Soli kovu

* NaCl
O NaCl nelze hovofit jako o inhibitoru AChE. Hodnota stfedni inhibi¢ni

koncentrace IC50 je 51,8 mmol/I.

1,44E-007
1,42E-007 — i N
1,40E-007 -
1,38E-007 -
1,36E-007 -

1,34E-007

Aktivita AChE [kat]

1,32E-007

1,30E-007 ~ — a

T T T
0 20 40 60 80 100
Koncentrace NaCl [mmol/I]

Obr. & 9 Boltzmanniiv graf zavislosti aktivity AChE na koncentraci NaCl

39



= KCI
KCI, stejn¢ jako NaCl, nelze povazovat za inhibitor AChE. Hodnota IC50 je

62,2 mmol/Il.

1,45E-007
1,40E-007 - .
1,35E-007 |
1,30E-007 |

1,25E-007

Aktivita AChE [kat]

1,20E-007

1,15E-007 . r . ; . ; . ; . ;
0 20 40 60 80 100

Koncentrace KCI [mmol/l]

Obr. ¢ 10 Boltzmanniiv graf zavislosti aktivity AChE na koncentraci KCI

- ZnC|2
ZnCl; je nekompetitivnim inhibitorem AChE. Jeho K; je 13,3 mmol/I.
ZnCl2
1,20E+08 -
=
©
< 1,00E+08 -
=
>
< y=1E+06x + 1E+07
E+07 A
— 8,00E+0 R?=0,913
6,00E+07 -
4,00E+07 -
y=31099x + 1E+07
2,00E+07 - R?=0,548
0,00E+00 . ; ; . .
0 10 20 30 40 50
koncentrace ZnCl2 [mmol/I]

Obr. ¢ 11 Dixonuv graf inhibice AChE ZnCl,
Kvali Spatné rozpustnosti ZnCl, dochazelo u vysSich koncentraci ke spontdnnimu

vysrazeni zroztoku, a proto nebylo mozno provést experiment v plném rozsahu
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aV grafickém vyjadfeni na obr. ¢. 11 se nachazeji pouze pfimky s niz§i koncentraci

substratu (2 mmol/l a 5 mmol/l ATChCI).

u CUClz
CuCl; je velmi silny

0 nekompetitivni inhibitor.

-1,00E+08

-2,00E+08 -

CucCl2

. 4,00E+08 -

®

-

- y= 1E+07x + 5E+06

S 3,00E+08 - R2=0,504

y=1E+07x- 2E+07
2,00E+08 - R*=0,999
1,00E+08 - y = 8E+06x - 2E+07
R2=0,853
¢ 0,00E+00—== - T T -
-10 0 5 10 15 20

koncentrace CuCl2 [mmol/I]

Obr. ¢& 12 Dixonuv graf inhibice AChE CuCl,

. MgC|2

inhibitor AChE s hodnotou K; 4,75 mmol/l. Jedna se

U MgCl; nebylo mozno posoudit, jaky vztah ma k AChE. Pfi méfeni absorbance

se v kyveté spektrofotometru postupné utvarela sraZenina, nejspiSe v disledku kontaktu

MgCl; s fosfatovym pufrem, ¢i jinym ¢inidlem. Tato interferovala s absorbanci odecitanou

pristrojem v konecné minuté, a tudiz nebylo mozno spravné vypocitat aktivitu po smiSeni

S ¢inidlem.
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= CaCl,
CaCl; je nekompetitivnim inhibitorem AChE s hodnotou K; 13,1 mmol/I.

CaCl2
— 30000000 -
®
~ R2=0,953
= 20000000 - y = 34465x + 7E+06
R?2=0,899
15000000 -
10000000 /
y=28697x + 6E+06
i R2=0,573
I T T G T T T T 1
-15 -10 -5 0 5 10 15 20 25
Koncentrace CaCl2 [mmol/I]

Obr. ¢. 13 Dixoniv graf inhibice AChE CaCl,
U CaCl; dochazelo v reakéni kyveté v pribéhu méfeni ke tvorbé mirného zékalu,
ktery klesal ke dnu kyvety. Promichanim pied kone¢nou minutou inkubace bylo
dosazeno 1 tak pomérné velké inhibice. I ptes zékal, ktery zvySoval absorbanci, ktera

V pfitomnosti inhibitoru klesa, dochazelo k jejimu velkému poklesu.

42



- FEC|3

FeCl; je pomémé silny inhibitor AChE s hodnotou K; 4,95 mmol/l. Jedna se

0 inhibici nekompetitivni.

FeCI3
= 2,00E+07
S
= y=62982x + 1E+07
= 7e -
S 1,50E+07 R*=0,669 y =36509x + 9E+06
R2=0,646
1,00E+ /
y=36800x + 9E+06
R?=0,839
5,00E+06
f T T 0,00E+00 T . ; , . .
-8 -6 4 2 0 2 4 6 8 10 12
Koncentrace FeCI3 [mmol/I]

Obr. ¢ 14 Dixoniiv graf inhibice AChE FeClj

U FeCl; dochazelo také k tvorbé mirného zéakalu, ktery jsem pted konecnou

minutou inkubace promichanim zvifila, ani ten vSak neovlivnil velkou inhibi¢ni silu

chloridu Zelezit¢ho. I kdyZ se jednd o silny inhibitor, v literatufe se o ném zminky

v souvislosti s AChE neobjevuji.
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. A|C|3
AICl3 je pomérné silny inhibitor AChE s hodnotou K; 6,31 mmol/Il. Je inhibitorem

nekompetitivnim.
35000000 -
E 30000000 -~
-
S 25000000 - y=5E+07x- 4E+08
< 2 _ =3E+07x - 2E+08
- i R*=0,798 Y
20000000 R2=0989
15000000 -
y=2E+07x- 1E+08
10000000 T RZ = 0,987
50000000 -
0 // T T T T 1
-5000000 £ 7 8 9 10 11 12
-1E+08 -
Koncentrace AICI3 [mmol/I]

Obr. ¢ 15 Dixonuv graf inhibice AChE AIClI;
U AICI; pti vyssich koncentraci dochazelo ke tvorbé mirného zakalu. Nizsi uzité

koncentrace byly rozpustné bez obtizi a vysledky nebyly tedy ovlivnény (viz obr. ¢ 15).

Do experimentil mélo byt plivodné zatfazeno i PbCly, nepodatfilo se jej vSak
rozpustit Zadnou metodou, kterd by nenaruSovala nasledné stanoveni aktivity AChE dle
Ellmana. Pfipisovalo se to na vrub staii PbCl,, ale ani po vyzkouSeni rozpustnosti zcela

nového chloridu olovnatého jsme nebyli uspésni.
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4.1.2 Organicka rozpoustédla

ETHANOL

Ethanol je dobrym inhibitorem AChE, inhibuje zejména ve vyssich koncentracich.

Hodnota IC50 je 16,1 %.

Aktivita AChE [kat]

Obr. ¢ 16 Boltzmanniiv graf zavislosti aktivity AChE na objemovych % etanolu

1,60E-007
1,40E-007 —
1,20E-007 —
1,00E-007 —
8,00E-008 —
6,00E-008 —
4,00E-008 —
2,00E-008 —

0,00E+000

5 10 15 20 25

Objemové % ethanolu

Inhibi¢ni plisobeni ethanolu bylo potvrzeno i jinymi experimentdlnimi pracemi.

Studium inhibice ethanolem se zabyva napi.*® Podle tohoto zdroje ethanol modifikuje
afinitu AChE k ACh. Pfi reakci s AChE dochézi ke zfejmé kompetici ACh s ethanolem. *
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METHANOL

Methanol je oproti ethanolu slabsim inhibitorem. Hodnota IC50 je 22,7 %.

Aktivita AChE [kat]

1,40E-007 —
1,20E-007 —
1,00E-007 —
8,00E-008 —
6,00E-008 —
4,00E-008 —

2,00E-008 ~

0,00E+000

T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25

Objemové % methanolu

Obr. ¢ 17 Boltzmannuiv graf zavislosti aktivity AChE na objemovych % methanolu

DIMETHYLSULFOXID
Dimethylsulfoxid je velmi silnym inhibitorem AChE. Jeho hodnota IC50 je 0,55 %.

Aktivita AChE [kat]

1,20E-007 —
1,00E-007 —
8,00E-008 —
6,00E-008 —
4,00E-008 —
2,00E-008 —

0,00E+000 |

T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Objemové % dimethylsulfoxidu

Obr. ¢ 18 Boltzmanniiv graf zavislosti aktivity AChE na objemovych % dimethylsulfoxidu
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PROPAN-2-OL (ISOPROPYLALKOHOL)
Propan-2-ol je pomérné silny inhibitor AChE. Jeho hodnota IC50 je 5,95 %.

2,00E-007 -
1,80E-007
1,60E-007

1,40E-007

= |
=<, 1,20E-007
Lu 4
& 1.00E-007 .
< 4
S 8,00E-008 -
= 1
X 6,00E-008 N
< ]
4,00E-008
2,00E-008 - \,\\\1
0,00E+000 . . . . . . . . '
0 5 10 15 20

Objemové % propan-2-olu

Obr. ¢ 19 Boltzmanniiv graf zavislosti aktivity AChE na objemovych % propan-2-olu

Metoda stanoveni aktivity AChE dle Ellmana se ukézala byt pro tuto praci vhodna.
Komplikovangj$i situace nastala jen pfi méfeni nckterych soli kovid, kde pfi vysSich
koncentracich substratu dochazelo Kk vytvofeni zakalu a K jeho interferenci s méfenou
absorbanci. Z tohoto diivodu musely byt nékteré vysledky, jako napt. MgCl,, ¢i nejvyssi
koncentrace substratu u ZnCl; z vysledkii odebrany.

Vyhodnoceni pomoci grafii dle Dixona a Boltzmanna shledavam v této préci stejné
ptinosnymi. Jednoduchym grafickym zhodnocenim bylo dosazeno oéekavanych vysledkd.
Pouze u nékterych latek nebylo mozno pomoci téchto dvou metod ziskané vystupy
vyhodnotit. Ne v§ak chybou metod samych, nebo jejich Spatného uziti. Jednalo se o latky
bez inhibi¢niho potencidlu, u kterych vysledné hodnoty aktivity AChE nebylo mozné

proloZzit sigmoidni kiivkou, jaka se pouziva u Boltzmana, nebo pfimkou u Dixona.

Vysledky ve vétsiné pripadt souhlasi s literaturou, v ptipadé, ze se jiz o danych

123 ethanol*®). Jedingm spornym

latkach v souvislosti s AChE zminky objevuji (takrin
bodem byla situace u kofeinu, kde mé vysledky jednozna¢né svédCily pro kofein jako
nekompetitivni inhibitor, kdeZto v literatuie®® se o ném hovoii jako o inhibitoru
kompetitivnim. Tento rozpor nastal pravdépodobné rozdilem mezi pouZitou AChE v mé

préaci a Vv experimentu, ktery stoji za opacnym nazorem. V této praci byla pouzita AChE
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z elektrického uhofe. Ostatni zdroje’® pouze potvrzuji, Ze kofein inhibuje AChE,

mechanismus inhibice v§ak nezminuji.
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo vytvofit komplexni experiment shrnujici uc¢inek
ruznych latek na aktivitu acetylcholinesterasy. Vybérem latek ztad organickych
rozpoustédel, nékterych soli kovli a také substanci vyskytujicich se v lidském téle
nebo v potravinach byl vytvoten piehled latek, které ovliviuji aktivitu acetylcholinesterasy
a zasahuji tak do neurondlni transmise.

U skupiny latek inhibujicich zkoumany enzym byl posouzen rozsah inhibi¢niho
pusobeni, odhadnut zptsob inhibice, zejména pomoci grafickych metod uzptisobenych
tomuto ucelu, a v neposledni fad€¢ byla ur¢ena podle dané metody bud’ stfedni inhibi¢ni
koncentrace (IC50), nebo rovnovazna inhibi¢ni konstanta K;, které zastupuji silu inhibice
enzymu.

Mezi nejsilngjsi inhibitory AChE ztéto prace lze zaradit takrin, kofein, FeCls,
AICl3, dimethylsulfoxid, ethanol, methanol nebo jeden z nejsilngjSich propan-2-ol.
U téchto rozpoustédel vsak nelze hovofit o selektivité pravé k AChE. Jsou to ¢inidla, ktera
pusobi denaturaci a neselektivné plsobi i na jiné latky.

Vystup z prace mé poslouzit jako podklad a zdroj informaci pro dalsi provadéné
experimenty tykajici se inhibitort AChE nebo jinych mechanismi puasobeni latek

na enzym.
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