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Souhrn

Cholinergni systém je ¢&ast nervového systému vyuzivajici acetylcholin jako
neurotransmiter reagujici s acetylcholinovymi receptory (AChR). Signal je ukoncen
hydrolyzou neurotransmiteru enzymem acetylcholinesterasou (AChE). Mimo AChE je v téle
pritomna jesté jedna cholinesterasa, butyrylcholinesterasa (BChE), ktera nema jednoznacné
rozpoznatelny fyziologicky vyznam. Nicméné¢ miize do jist¢ miry zastupovat AChE pfi
patologickych procesech a podilet se na metabolizmu nékterych jeda ¢i 1éktu. Cholinesterasy
mohou byt inhibovany fadou latek. Jedna se o insekticidy (naptiklad karbofuran), vojensky
vyuzitelné nervové paralytické latky (naptiklad sarin, VX), nékteré 1éky pro Alzheimerovu
chorobu (napfiklad donepezil, rivastigmin, galantamin), 1éky pro onemocnéni myasthenia
gravis (pyridostigmin, neostigmin) a sekundarni metabolity hub a rostlin (aflatoxiny, kofein,
huperzin). In vitro mohou cholinesterasy slouzit jako biorekogni¢ni element v konstrukci
analytickych metod a biosenzorii pro stanoveni pfitomnosti jejich inhibitord. Stanoveni
aktivity cholinesteras muze slouzit pro potieby klinické biochemie zejména k diagnostice
otrav ireverzibilnim inhibitorem (AChE i BChE), jako test funk¢nosti jater (BChE) a jaternich
metastdz (BChE). Tento soubor komentovanych praci obsahuje deset vybranych ¢lankd a
diskuzi dosavadniho vlastniho sméru vyzkumu v problematice cholinesteras. Jsou

diskutovany hlavni sméry ve vyzkumu cholinesteras a pfinos aspiranta k védnimu oboru.



Summary

Cholinergic system is a part of nerve system. It uses acetylcholine as a
neurotransmitter able to interact with acetylcholine receptors (AChR). The transmitted signal
is ended by action of enzyme acetylcholinesterase (AChE). Beside AChE, the second
cholinesterase, butyrylcholinesterase (BChE), takes place in the body. Comparing to AChE,
BChE has not revealed physiological sense. However, it is known that BChE can substitute
AChE during some pathological processes and do detoxification of some drugs.
Cholinesterases can be inhibited by many of compounds. Insecticides such as carbofuran,
nerve agents used for chemical warfare such as sarin and VX, some drugs for Alzheimer’s
disease such as donepezil, rivastigmine and galantamine, some drugs for myasthenia gravis
such as pyridostigmine and neostigmine, some fungal and plat secondary metabolites such as
aflatoxins, caffeine and huperzine can be exampled. In an in vitro assay, cholinesterases can
be performed as a biorecognition element suitable for construction of an analytical test or a
biosensor for assay of cholinesterases” inhibitors. Assay of cholinesterases activity in
biological samples is well suited for diagnosis of poisoning by an irreversible inhibitor (assay
of either AChE or BChE), liver function test (assay of BChE) and some kind of liver
metastases (assay of BChE). In the here presented thesis, ten chosen papers with comments is
provided. Beside this, discussion of my contribution to the field, main aims of research

including quotation of the other works is provided.



1. Uzité zkratky

AChE
AChR
Asp
BChE
GPI
ChAT
ChT

IF
mAChR
nAChR
NYP
Phe
SNAP-25
SNARE

Trp
Tyr
VAChT
VX

acetylcholinesterasa

acetylcholinovy receptor

kyselina aspargova

butyrylcholinesterasa

glykofosfatidylinositol

cholin O-acetyltransferasa

sodny kation dependentni cholinovy transportér
Impact Factor (angl.)

muskarinovy acetylcholinovy receptor
nikotinovy acetylcholinovy receptor
neuropeptid Y

fenylalanin

protein asociovany se synaptosomy 25

soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion factor Attachment
protein receptors (angl.)

tryptofan

tyrosin

vezikularni acetylcholinovy transportér

O-ethyl S-[2-(diisopropylamino)ethyl] ethylphosphonothioat



2. Uvod

Cholinergni nervovy systém je predmétem z4jmu vyzkumu na poli raznych
matefskych obort. Existuji clovékem vytvofené 1éky ovlivitujici rGzné casti cholinergniho
systému. Na cholinergni systém jsou zacileny nervové paralytické latky uzivané ve vojenstvi
a cholinergni systém mtize byt ovlivnén fadou pfirodnich jed. Snaha zkoumat a porozumét
cholinergnimu systému je interdisciplinarni zaleZitosti a v tomto duchu bylo pfistoupeno i
k pojeti vlastni prace. I kdyz otisténé a diskutované autorské ¢lanky v odbornych periodicich
se dotykaji svym vyznamem rdznych ¢asti cholinergniho systému, spoleénym jmenovatelem
jsou cholinesterasy a vyuziti stanoveni ¢i ovlivnéni jejich aktivity v zivém organizmu i in
vitro.

Pti vybéru autorskych ¢lankt, o které se disertacni prace opird, byl kladen dtiraz na to,
aby se jednalo o ¢lanky, které nebyly uzity v jiném profesnim fizeni (habilitace) a spolecné
vytvaieji konzistentni celek. Celkové mnozstvi tematickych ¢lankd je samoziejmé vyssi nez
ty zde uzité. Pti pohledu na celkovou autoevaluaci miize byt Ctenafi patrny mirny posun
feSené¢ho tématu autora. Je to zplsobené jednak snahou reflektovat vyvoj oboru a zaroven
nutnosti financovat vyzkum a vychazet z feSenych projektd a jejich moznosti vymezenych

grantovymi agenturami.



3. Literarni prehled

3.1.  Cholinergni systém

Sifeni impulsti V nervové soustavé pomoci zmén v membranovém potencialu je
efektivni zpisob pienosu informace. Problém ovSem nastavd ve chvili, kdy signal
reprezentovany zménou koncentrace iontli na rozdilnych strandch membrany doputuje ke
Stérbin€ mezi dvéma neurony nebo neuronem a jinou vykonnou buiikou, neurosynaptické
Stérbin€. Aby signal mohl piekonat neurosynaptickou $térbinu, je tfeba soucinnosti malych
chemickych molekul, takzvanych neurotransmiterti. V soucasnosti je znamo né¢kolik desitek
latek podilejicich se na ptfenosu informace pies neurosynaptickou $térbinu [1,2]. V praxi se
jedna napiiklad o dopamin [3], kyselinu gama-aminomaselnou [4], kyselinu glutamovou [5],
serotonin [6] a ruzné neuropeptidy jako je napiiklad neuropeptid Y znamy téZ pod zkratkou
NYP [7]. Acetylcholin je rovnéz jednim z vyznamnych neurotransmitert [8].

Cast nervové soustavy, kterd vyuziva acetylcholin jako neurotransmiter, byva
Vv literatufe oznacCovana jako cholinergni systém [9,10]. Je tfeba zdlraznit, Ze se nejedna o
bezvyznamnou ¢ast nervové soustavy. Napiiklad pidni hlistice had’atko obecné
(Caenorhabditis elegans), slouzici jako modelovy organizmus, ma tfetinu svého nervového
Systému tvofenou pravé nervovymi buiikami vyuZivajici acetylcholin jako neurotransmiter
[11]. V lidském téle tvoii nervové buinky vyuzivajici acetylcholin podstatnou ¢ast
parasympatické periferni nervové soustavy, jsou vyznamné zastoupeny v sympatické periferni
nervové soustave a jsou velmi bézné i v centralni nervové soustavé [12,13].

Nyni se zaméfme piimo na synaptickou S$térbinu vyuZivajici acetylcholin jako
transmiter prendsené¢ho signdlu. Popis jednotlivych €asti je rovnéz patrny z obrazku 1. Na
postsynaptické Casti jsou lokalizovany acetylcholinové receptory (AChR), o kterych bude
pojednano déle. Acetylcholinesterasa (AChE), kterd je popsana v dalsi kapitole, je bud’ volna
nebo vazana na vngjsi ¢ast membrany dendritu ¢i jiné ovliviiované bunky. AChE hydrolyticky
$tépi acetylcholin na kyselinu octovou a cholin. V synapsi vznikajici cholin je pfenasen Na*
dependentnim cholinovym transportérem do cytosolu axonalniho zakonceni [14]. Pisobenim
enzymu cholin O-acetyltransferasa (ChAT; EC 2.3.1.6) vznika acetylcholin [15]. Vzniknuvsi
acetylcholin je dale pfenaSen vezikuldrnim acetylcholinovym transportérem do organelové

vezikuly [16].



Vezikuly naplnéné acetylcholinem miizeme pfirovnat k nabité zbrani. Uvolnéni
neurotransimteru je iniciovano zménou obsahu véapenatého kationtu, ke kterému dochazi pfti
Sifeni nervového signélu v termindlni ¢asti axonu. Pokud zlstaneme u ptfedchoziho piiméru,
tak zvySeni koncentrace vapenatého kationtu je stisknutim spousté, po kterém nasleduje
vystiel, to jest fize vezikul s membranou axonu a vyliti jejich obsahu do synaptické Stérbiny.
regulacnich proteini. Vezikuly obsahuji membranové vazany protein synaptotagmin, ktery
vaze vapenaté kationty [17]. Synaptotagmin diky vazanému vapniku ziskava afinitu
k takzvanému komplexu SNARE (zkratka z anglického Soluble N-ethylmaleimide-sensitive
fusion factor Attachment protein REceptors). Jedna se o komplex proteinti synaptobrevinu
lokalizovaného na povrchu vezikulu sproteiny SNAP-25 (zkratka z anglického
SyNaptosomal Associated Protein 25) a syntaxinu nachazejiciho se na vnitini strané

membrany axonalniho zakonéeni [18,19].



3 ‘ AcetylCoA
== O== ~—"
RO d
gl %) Cg ! 'QPQPQP
6 ddé%é%b&bm
Al
ACh ‘\
5 el . kyselina octova + cholin
1 o /‘
nAChR 7 mAChR ‘ AChE
e bl OEOIRINN0IINN
000 O DO 00O
. ﬂ g ——)> G protein

influx Ca?*, Na* nebo K*

Obrazek 1: Princip prenosu signdlu pomoci acetylcholinu jako neurotransmiteru.

Zkratky: ACh — acetylcholin; AChE - acetylcholinesterasa; ChAT — cholin-O-
acetyltransferasa; ChT — sodny kation dependentni cholinovy transportér; mAChR —
muskarinovy acetylcholinovy receptor; nAChR — nikotinovy acetylcholinovy receptor; VAChT
— vezikularni acetylcholinovy transportér.

1 — dendrit neuronu nebo jind vykonna bunka, 2 — synapticka stérbina, 3 — axondalni zakonceni

neuronu.

Acetylcholin  ovliviiuje cilové bunky prostfednictvim bud’ muskarinovych
acetylcholinovych receptori (mAChR) nebo nikotinovych acetylcholinovych receptort
(nAChR). Pojmenovani zohlediiuje fakt, ze receptory byly v minulosti rozpoznany diky

selektivnimu agonismu sekundarnich metaboliti muskarinu z muchomurky ¢ervené (Amanita
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muscaria) a nikotinu ztabaku virginského (Nicotiana tabacum). Z molekularniho whlu
pohledu jsou nAChR iontové kanaly, zatimco mAChR jsou spfazeny s G proteiny.

V minulosti se pouzivalo déleni mAChR na dva typy: stimulaéni a inhibicni.
Stimulacni zvySoval aktivitu fosfolipasy C a tim 1 hladinu sekundarniho posla
inositoltrifosfatu, inhibiéni snizoval aktivitu adenylatcyklasy [20,21]. V soucasnosti se
mAChR déli na pét zakladnich typa: M1, M2, M3, M4 a M5 [22]. Z uvedeného vyctu
muzeme mAChR typu M1, M3 a M5 ztotoznit s vySe uvedenymi stimula¢nimi receptory.
Pasobi prostfednictvim fosfolipasy C a preferenéné jsou vazany na typ Gq protein [23]. Oproti
tomu typy M2 a M4 jsou spojené Gj proteinem a pusobi inhibi¢né prostfednictvim adenylat
cyklasy [24]. Oproti mAChR je ¢lenéni nAChR trochu slozitéjsi. Jedna se o homo ¢i hetero
pentamer tvoieny nékterymi z podjednotek al-10, B1-4, vy, o, & [25,26]. U c¢lovéka byly
popsany vsechny vyse uvedené podjednotky vyjma podjednotky a8 znamé u ptaku [27,28].
Pentamer ma cirkularni symetricky tvar s centrdlné¢ umisténym poérem. Podjednotkové slozeni
dava receptoru selektivitu pro jednotlivé biogenni kationty a nAChR mohou mit vysokou

selektivitu pro Na*/K* nebo Ca?* [29-31].

3.2.  Cholinesterasy a jejich vyznam

Pomineme-li tzv. pseudocholinesterasy znamé u nizSich vyvojovych forem, jsou
Vv soucasnosti znamé dvé cholinesterasy. Prvni je v ptedeslé kapitole zminéna AChE (EC
3.1.1.7), druhou je butyrylcholinesterasa (BChE; EC 3.1.1.8). AChE se ve starsi literatuie
nazyvd krevni cholinesterasa (blood cholinesterase) nebo pravd cholinesterasa (true
cholinesterase). BChE byvala oznacovana jako plazmaticka cholinesterasa. Nazvy vypovidaji
o faktu, ze AChE je pfitomna na povrchu erytrocytii a zistdva v krevni sedlin€. BChE pfi
zpracovani krve ziistdva v krevni plazmé ¢i séru.

Strukturné obé cholinesterasy nalezi do rodiny esteras — lipas [32,33]. Esterasy si
obecné uchovavaji velkou miru sekvencni podobnosti i pro proteiny ziskané z evolu¢né
vzdalenych organizmu [33,34]. U obou enzymu nalezneme také katalytickou triadu tvotenou
serinem, histidinem a glutamatem [35]. Sekven¢ni analyzou byla prokazana témétr 54%
podobnost mezi lidskou BChE a AChE z modelového organizmu parejnoka kalifornského
(Torpedo californica) [36]. Oba enzymy se mohou vyskytovat v monomerni az
homotetramerni  formé. Pro uchyceni v membran¢ mulze byt pfitomna i
glykofosfatidylinositolova (GPI) kotva poskytujici amfifilni vlastnosti [37]. Velikost
podjednotky AChE je 69 kDa, BChE ma podjednotku vétsi — 85 kDa [35]. Kvarterni struktura
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cholinesteras v organizmu je patrna z citované prace [38]. Autofi prokazali, ze v mozku
kockodana lesula (Cercopithecus lomamiensis) prevlada amfifilni forma AChE (83 %). Tato
amfifilni forma je z pfevazné ¢asti tetramerni (85 %), ale vyskytnout se mtize i dimerni (10
%) a monomerni (5 %) forma. Oproti tomu hydrofilni forma je bud’ tetramerni (85 %) nebo

monomerni (15 %).

vstup substratu . . L
\ periferni (B) anionické misto

\/

aromatické hrdlo

kavita s aktivnim centrem

esterové misto a anionické misto

Obrazek 2: Schema aktivniho centra acetylcholinesterasy.

S ohledem na katalytické ptsobeni cholinesteras a mechanismus pisobeni inhibitorti
maji nasledujici ¢asti vyznam: aktivni centrum, aromatické hrdlo a periferni nebo téz
anionické misto. Aby substrat pronikl az do aktivniho centra, musi projit f anionickym
mistem a aromatickym hrdlem. Pfehlednd struktura aktivniho centra a pfilehlych oblasti je
patrna z obrazku 2. Za¢néme prvnim mistem, které musi substrat minout pifi své cesté
k aktivnimu centru.  anionické misto nebo téz periferni anionické misto hraje vyznamnou
roli u AChE, zatimco BChE jej ma vyvinuté mnohem méné [39-41]. Aminokyselinova
rezidua Tyr 70, Asp 72, Tyr 121, Trp 279 a Tyr 334 (Cislovani pro parejnoka kalifornského)

V B anionickém misté jsou zodpovédné za interakce kation m a m-n s Cetnymi farmakologicky
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zajimavymi inhibitory a naslednou konforma¢ni zménu v molekule AChE [42]. P
anionickému mistu je pfisuzovana pseudokatalytickd vlastnost spocivajici ve vytvoreni
vhodného mikroprostfedi umoziujici agregaci amyloidnich prekurzori do formy amyloidniho
plaku v centralni nervové soustavé pacienti trpicich Alzheimerovou chorobou [43,44]. Do B
anionického mista AChE se vazou inhibitory schopné interakce kation n a m-m. Jedna se
napiiklad o aflatoxiny [45] a ethidium a propidium [46,47]. Dalsi latka, huperzin A, je
schopna interakce s obéma anionickymi misty [48].

Aromatické hrdlo obsahuje, jak nazev napovida, obsahuje vyssi procento obsahu
rezidui aromatickych aminokyselin. Aromatické hrdlo je vyvinut&j$i u AChE, kde je pfitomno
14 rezidui aromatickych aminokyselin oproti osmi aromatickym reziduim u BChE [49].
Aromatické hrdlo zajist'uje roli jakéhosi molekulového sita determinujiciho, které substraty ¢i
inhibitory proniknou az do aktivniho centra. V samotném aromatickém hrdle ztidka dochazi
k silné vazb¢ inhibitorti. Bylo vSak prokazano, ze v aromatickém hrdle mutize dojit k inhibici
AChE diky zakotveni 4-acetoxy-plakinaminu B [50] nebo i dekamethonia [51].

Aktivni centrum AChE a BChE jsou si vzajemné velmi podobné. Tridda
katalytickych aminokyselin serin — glutamat — histidin (pozice Ser 200 — Glu 327 — His 440
pro AChE z parejnoka kalifornského) tvofi tzv. esterové nebo téz esteratické misto
zodpoveédné za hydrolytické §t€peni esterové vazby substratu [52]. Druhou nezbytnou soucasti
aktivniho centra cholinesteras je o anionické misto nékdy oznacované jen anionické misto
nebo aktivni anionické misto. Toto misto je zodpov&dné za spravnou orientaci substratu viici
esterovému mistu [53]. Vyznamnou tlohu zde hraji Trp 84 a Phe 330 (pozice aminokyselin
pro AChE z parejnoka kalifornského), které jsou schopny vytvaret interakce kation m se
substratem [54]. Serin v aktivnim centru vytvati stabilni ester s organofosforovymi inhibitory
schopnymi ireverzibiln€ inhibovat jak AChE tak i1 BChE. Jedna se naptiklad o nervové
paralytické latky uzivané ve vojenstvi: sarin, soman, tabun, VX, a latky v minulosti uzivané
jako pesticidy jako je naptf. malaoxon ¢i paraoxon [55,56]. Jiné latky, neinhibujici
cholinesterasy, jako je napf. malathion ¢i parathion, jSOU V organizmu konvertovany na
zminéné inhibitory malaoxon a paraoxon [40,41]. Se serinem V esterovém misté reaguji i
karbamatové inhibitory cholinesteras. Tuto inhibici oznacujeme jako pseudoireverzibilni,
protoze vznikly konjugat je nestabilni a dochazi k spontanni pomalé hydrolyze a tim navratu
aktivity cholinesteras [57,58]. Typickymi zastupci karbamatovych inhibitort jsou naptiklad
1€k pro nemoc myasthenia gravis — pyridostigmin [57], 1ék uzivany pii Alzheimerové chorobé
rivastigmin [59,60] a v zemich Evropské unie zakazany insekticid karbofuran [61,62].

Inhibitory vazajici se do a anionického mista jsou napiiklad latky uzivané pro zmirnéni
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piiznakii Alzheimerovy choroby huperzin, ktery by v budoucnosti mél byt zaveden jako
dostupny 1ék [63-65], v minulosti distribuovany takrin [66-69] a v soucasnosti
farmakologicky uzivany galantamin [70-74] a donepezil [75,76]. Selektivita zminénych latek
vazajicich se do a anionického mista je rozdilna vii¢ci AChE a BChE. Zatimco huperzin, takrin
a galantamin jsou silné inhibitory AChE a BChE je jimi inhibovana vyrazné¢ mén¢, donepezil

ma afinitu pouze k AChE. Inhibitory cholinesteras jsou ptehledné shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1: Pichled vybranych inhibitorti cholinesteras

Mechanismus Cilové misto Enzym Inhibitory Citace
sarin soman, tabun,
VX, malaoxon,
o esteroveé AChE, paraoxon, po
Ireverzibilni . [55,56][40,41]
misto BChE metabolické
aktivaci: malathion,
parathion, dimethoat
ridostigmin,
esterové AChE, py- ) : )
Pseudoireverzibilni rivastigmin, [57,59-62]
misto BChE
karbofuran
Reverzibilni - o anionické )
AChE galantamin [70-74]
kompetitivni misto
Reverzibilni a anionické AChE > ]
. takrin [66-69]
nekompetitivni misto BChE
Reverzibilni o anionické )
. AChE donepezil [75,76]
nekompetitivni misto
Reverzibilni a anionické AChE > )
- huperzin A [63-65]
nekompetitivni misto BChE
. periferni ]
Reversible non- aflatoxin B1;
- anionické AChE - o [40,45-47,77]
competitive ethidium; propidium
misto
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3.3. Stanoveni aktivity cholinesteras

Ob¢ cholinesterasy vykazuji acylamidasovou, esterasovou a thioesterasovou aktivitu.
To znamena, ze jsou schopny provadét stépeni nékterych arylacylamidu, estert a thioesterd
schopnych proniknout do aktivniho centra a nalézt zde vhodnou orientaci vici esterovému
mistu aktivniho centra. Reakce jsou na ptikladech ukazany v obrazku 3. AChE na rozdil od
BChE §tépi acetyl-B-metylthiocholin a acetyl-p-metylcholin  [78,79]. Cislo pfemény
acetylcholinu a acetylthiocholinu je vyssi pfi hydrolyze katalyzované AChE nez BChE [80-
82]. Naopak BChE lépe $tépi butyrylcholin [83], butyrylthiocholin [82,84], propionylcholin
[85] a propionylthiocholin [82,86]. Specifické pro BChE je S$tépeni arylacyamidtu jako
v obrazku 3 zobrazeného o-nitroacetanilidu [87-89]. Z vySe zminénych reakci lze piimo
spektrofotometricky stanovovat aktivitu BChE diky jeji acylamidasové aktivité. Jestlize
zustaneme u piikladu o-nitroacetanilidu, tak vznikd o-nitroanilin davajici roztoku zluté az

zluto-oranzové zabarveni.

oA\NH HZ\CL NH,
NO, NO,
1) = + CHCOO™ + H*
BChE
H,0
E o) z
2) =N ——— M 4 cHco0 + R
| 0 AChE |
H,O
B +/\/S 4\’> j’ /\/SH _ .
3) =N -N* + CH3CH20H2COO + H
| I BChE |

Obrazek 3: Ukazka stépeni aryl acylamidu, esteru a thioesteru pomoci cholinesteras.
Hydrolyza o-nitroacetanilidu pomoci BChE (reakce 1), acetylcholinu pomoci AChE (reakce
2) a butyrylthiocholinu pomoci BChE (reakce 3) jsou vyobrazeny jako reprezentativni

priklady.

14



Pii stanoveni aktivity cholinesteras lze vyuzit faktu, ze z esteru vznikd kyselina
snizujici pH roztoku. Naptiklad v ptipadé acetylcholinu a acetylthiocholinu kyselina octova.
V piipad¢ butyrylcholinu a butyrylthiocholinu kyselina maselna. Aplikace pH indika¢niho
¢inidla nebo provadéni reakce na tenké pH indikujici vrstvé jsou dostate¢né pro posouzeni
zmén v aktivit¢ enzymu ¢i stanoveni pritomnosti inhibitoru [90]. Jinou moZnosti je
acidobazicka titrace s kolorimetrickym ¢i potenciometrickym vystupem [91]. Metody
zalozené na sledovani pH maji ovSem své limity. Pii analyze je tfeba piekonat pufrujici
schopnost roztoku. U cholinesteras navic dochazi k prudkému poklesu ¢isla pfemény, pokud
reakce neprobiha pii optimalnim pH, kterym je pro vétSinu cholinesteras fyziologické pH 7,4
[92,93].

Béznym laboratornim testem pro stanoveni aktivity cholinesteras je tzv. Ellmanova
metoda zavedena na pocéatku Sedesatych let minulého stoleti [94]. Ellmanovou metodou lze
spektrofotometricky stanovit aktivitu jak AChE, tak i BChE pouZitim acetylthiocholinu
v ptipadé¢ AChE, nebo butyrylthiocholinu Vv ptipadé BChE [40]. Je samoziejmé mozné pouzit
i jiné thioestery, které vSak nachézeji uplatnéni spiSe vyjimecné. Princip metody je patrny
Z obrazku 4. Metoda je zalozena na dvou krocich. V prvnim kroku se thioester hydrolyzuje na
thiocholin a ptisluSnou kyselinu katalytickym ptisobenim AChE nebo BChE. V druhém kroku
thiocholin spontanné reaguje s chromogenem, kyselinou 5,5°- dithiobis-(2-nitrobenzoovou),
za vzniku konjugatu thiocholinu s kyselinou 5-thio-2-nitrobenzoovou a kyseliny 5-thio-2-
nitrobenzoové [95]. Kyselina 5-thio-2-nitrobenzoové, respektive jeji anionicka forma
vyskytujici se pii pH 7.4, absorbuje pii 412 nm s extinkénim koeficientem & = 14150
l/molxcm [96]. Nevyhodou Ellmanovy metody je interference hemoglobinu pti dané vinové

délce a interference nékterych chemickych latek véetné latek obsahujicich thiol a oxim [97].

H,O
= S \, z SH
-—N+/\/ \n/ . —_N+/\/ + CHBCOO_ + H
| o) AChE |

C COO”
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f om%l}s-s&i}m2
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Obrazek 4: Princip Ellmanovy metody.

Ackoliv hydrolyza esteri cholinesterasami nedava snadnou moznosti pifimé
instrumentalni analyzy, pokud neni Zadouci provadét vySe zminéné hodnoceni zmén pH,
existuje moznost stanovit cholinesterasy i jinym zpisobem. Tim je pfidani cholinoxidasy (EC
1.1.3.17) do roztoku ¢i spolecné imobilizovani s cholinesterasou na pievodnik v piipadé
biosenzort. Cholin, ktery vznika vySe popsanymi reakcemi jak katalyzou AChE tak i BChE,
je v pritomnosti kysliku cholinoxidasou pfeménén na betain aldehyd za soucasného vzniku
peroxidu vodiku [98]. Mnozstvi vznikajiciho peroxidu vodiku lze métit spektrofotometricky
pouzitim napt. o-fenylendiaminu, 3,3",5,5 -tetrametylbenzidinu, ¢i vhodnou voltametrickou

metodou [99].

O,

- O \’ - ——E\IJ’/VO + HyO,

| cholinoxidasa |

-

NH,

NH
H202 + _— > 2 H20 + <I
NH, NH

Obrazek 5: Vyuziti cholinoxidasy pri stanoveni aktivity cholinesteras. Zndzornéno je i pouziti

chromogenniho substratu reagujiciho se vznikajicim peroxidem vodiku.

Cholinesterasy mohou $tépit 1 fluorogenni a chromogenni estery jako je indofenyl
acetat, 2,6-dichlorindofenyl acetat a indoxylacetat [100,101]. Vysledné zabarveni roztoku
nebo tenké vrstvy na matrici 1ze hodnotit vizualné nebo instrumentalné [102]. Indoxylacetat
po Stépeni AChE nebo BChE ptechdzi v nasledujici spontanni oxidaci na modré indigo
[103,104]. Reakce je ukazana v obrazku 6. I tento druh stanoveni aktivity cholinesteras ma
nékolik nevyhod. Jsou jimi mala rychlost konverze, Spatnd rozpustnost ve vodé a
anorganickych pufrech a nizky extinkéni koeficient € = 3900 Ixmol™*xem™ [101,105]. Indigo

Ize stanovit i fluorescenéné [101].
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Obrazek 6: Stanoveni aktivity cholinesteras za vyuziti indoxylacetatu jako fluorogenniho a

chromogenniho substratu.

Aktivitu cholinesteras lze stanovit i za pomoci voltametrie. Zde je pouzitelné vysSe
zminéné stanoveni vznikajiciho peroxidu vodiku, pokud byla pouzita cholinoxidasa.
Efektivnéjsi je vSak stanoveni thiocholinu vznikajiciho z acetylthiocholinu, butyrylthiocholinu
¢i jiného thioesteru. Thiocholin je moZzné oxidovat vloZzenym napétim na dithiolovou formu,
pficemz proudova odezva je umérna koncentraci thiocholinu, jak je patrné z obrazku 7.
Voltametrické stanoveni aktivity cholinesteras je velmi vyhodné pro konstrukci biosenzord

[56,106,107].

H,O

K S \ B
>ITI+\/ \[( - >N+\/SH + CHSCHoo- + gt
O AChE |

-2H
-2e/U

Obrazek 7: Voltametrické stanoveni aktivity AChE diky oxidaci thiocholinu vloZenym napétim
U.
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4. Cile

Doktorskd prace je pojata jako soubor komentovanych a praci otiSténych
Vv periodicich s IF. Soubor praci byl zacilen na vyuziti cholinesteras pro analytické a
diagnostické ucely za vyuziti biochemickych postupt sledovani enzymové aktivity a dale na

identifikaci mozného biologického uc¢inku zkoumaného v ramci in vitro testu.

5. Diskuze

Préce, jak je patrné v kapitole Vlastni komentované prace, ve svém rozsahu pokryva
experimenty vykonané od roku 2011, tj. od doby zahajeni habilitaéniho fizeni. Diky tomu
nedochazi k uziti stejnych praci v riznych profesnich fizenich. Od doby oti§t€éni mého
prvniho ¢lanku v periodiku s IF do soucasnosti jsem autorem ¢i spoluautorem vice nez 150
praci s IF. U vice nez poloviny jsem pak autorem prvnim a koresponden¢nim. Tato doktorska
prace se opira o deset vybranych ¢lankl otisténych v periodicich s IF, kde jsem bud’ prvnim
nebo jedinym autorem. Timto vybérem jsem se snazil predejit pfipadnym pochybnostem o
osobnim piinosu k feSené problematice.

Obe¢ cholinesterasy jsou pfedmétem dlouhodobého védeckého zajmu. K 42. tydnu roku
2013 muizeme nalézt 23845 praci v databazich web of knowledge / web of science, které
obsahuji kli¢ové anglické slovo ,,acetylcholinesterase* a 3611 praci spojenych s klicovym
anglickym slovem ,,butyrylcholinesterase®. V této problematice se aktivné pohybuji od roku
2007, kdy byla otiSténa ma prvni prace zaméfenda na aplikovany vyzkum v oblasti
cholinesteras [108]. K 42. tydnu roku 2013 je mozné v databazi web of knowledge / web of
science dohledat 94 praci spojenych s klicovym slovem ,acetylcholinesterase® a mym
jménem, respektive 29 praci spojenych s klicovym slovem ,,butyrylcholinesterase” a mym
jménem. Podle poc¢tu odbornych vystupli jsem se dle databdze web of knowledge / web of
science v poradi védci spojenych s danym kli¢ovym slovem k 42. tydnu roku 2013 dostal na
22. misto pii spojeni jména s kli¢ovym slovem ,,acetylcholinesterase* a 28. misto pfi spojeni
s klicovym slovem ,,butyrylcholinesterase®.

Mnozstvi celosvétoveé zvetejnénych praci v periodicich s IF je patrné z obrazku 8 pro
AChE a obrazku 9 pro BChE. Obrazky 8 a 9 si zaslouzi komentar. V obou ptipadech je patrny

prudky zlom vzajmu o cholinesterasy kolem roku 1990. Pokud se podivame na
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cholinesterasy thlem pohledu védce padesatych az osmdesatych let minulého stoleti, zjistime,
ze cholinesterasy nas budou zajimat, zejména pokud se budeme chtit vénovat problematice
nervoveé paralytickych latek uzivanych ve vojenstvi, pifipadné 1écbé otrav zpisobenych
nervove paralytickymi latkami a dale pokud je nasim cilem piiprava Ucinnych insekticida
nezpusobujicich dlouhodobou kontaminaci zivotniho prostfedi. Pfedev§im u problematiky
nervove paralytickych latek bylo mozné oc¢ekavat znacny ttlum z ditvodu politickych udalosti
spojenych s koncem Studené valky a podpisu Konvence o chemickych zbranich z roku 1993
ucinné od roku 1997 [109,110]. Kratce po podpisu dohody, v letech 1994 a 1995, vsak piisly
dva ttoky sarinem spachané japonskou sektou Aum Shinrikyo (téZ uvadéno foneticky Om
Sinrikjo) s katastrofalnimi nasledky na civilni obyvatelstvo [111-113]. V srpnu 2013 pak
doslo za dosud nevyjasnénych okolnosti k zneuziti sarinu v Syrii. Z divodu mozného zneuziti
nervove paralytickych latek pro teroristické ucely ziistal zachovan a mirné¢ podporovan
vyzkum v oblasti ochrany pfed nervovée paralytickymi latkami, 1 kdyz mnozstvi vyzkumnych
pracovist’ zabyvajici se touto problematikou je nizsi nez v dobé Studené valky. V tomto sméru
jsem v minulosti provadél napiiklad vyzkum oxida¢niho stresu a pathobiochemickych
markertt u potkand Wistar otravenych sarinem [114], vyzkum oxida¢niho stresu a
pathobiochemickych markerii provazejicich 1é€by otravy somanem pomoci kombinaci
kauzativni a nekauzativnich antidot u potkani Wistar [115], vyzkum oxida¢niho stresu,
pathobiochemickych markert, a fakrmakokinetiky u psi beagle jimz, bylo aplikovano
kauzativni antidotum HI-6 [116], a zavadéni diagnostickych postupti vhodnych pro rychly
prukaz otravy [117]. Rovnéz jsem se podilel na vyzkumu a testovani novych kauzativnich

antidot, jak je patrné z nékterych vybranych citovanych praci [118-124].
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Obrazek 8: Pocet clanku (n) spojenych s klicovym slovem ,, acetylcholinesterase” (AChE)

otisténych v periodicich excerpovanych v databdzi Thomson Reuters — web of science / web of
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Obrazek 9: Pocet clankii (n) spojenych s klicovym slovem ,, butyrylcholinesterase (BChE)

otistenych v periodicich excerpovanych v databazi Thomson Reuters —web of science / web of

knowledge.
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Za prudky nartst vyzkumu v oblasti cholinesteras v§ak nemize vojensky vyzkum, ale
zcela odlisné faktory. Pomineme-li celkové navySovani poctu periodik a rozvoj
elektronickych Casopist, tak jsou za zajem o cholinesterasy zodpovédné dalsi dva faktory: za
prvé vyzkum v oblasti biosenzori a za druhé vyzkum v oblasti 1é¢iv pro Alzheimerovu
chorobu. Biosenzory s imobilizovanou cholinesterasou slouzi jako platformy optimalizace
imobilizac¢nich postuptl i jako potencialni analytické zafizeni, jak je diskutovano v pracich
fady zahrani¢nich autord i mych vlastnich [56,95,125-127]. Ma vlastni prace byla v minulosti
zaméfena napiiklad na konstrukci voltametrickych biosenzort s AChE imobilizovanou
v zelatinové  membrané¢  [128], voltametrického  biosenzoru s imobilizovanymi
cholinesterasami rizného ptivodu pro stanoveni nervové paralytické latky sarinu [129]. Dale
pak na konstrukci voltametrickych biosenzori s AChE zachycenou ve formé vrstvy
stabilizované glutaraldehydem testovanych pro stanoveni sarinu, somanu, cyklosarinu a VX
[130], voltametrickych biosenzorti vhodnych pro charakterizaci latek pouzitelnych k 1é¢bé
Alzheimerovy choroby [131] a jednoduchého amperometrického senzoru pro rychly prikaz
aflatoxint [132]. Pti feSeni projekti aplikovaného vyzkumu jsem pak provadél i optimalizaci
a testovani pouziti voltametrickych biosenzorii s poZadavkem na minimalizaci ¢asu jednoho
stanoveni pfi zachovani dostatecné nizkych limitd detekce [133] a vybér a testovani novych
imobilizacnich postupi AChE vcetné vazby na grafitové mikrocastice, sol gel techniky a
vyuziti grafitovych nanovlaken [134]. Vénoval jsem se rovnéz vyzkumu v oblasti
kolorimetrickych biosenzori a detek¢nich systém s AChE. Jednalo se napiiklad o
kolorimetricky senzor indikujici zménu pH zpusobenou katalytickou aktivitou AChE [90].
Senzor byl uspé$né pouzit pro stanoveni vybranych organofosforovych insekticidi a nervove
paralytickych latek. V jiné praci jsem konstruoval kolorimetricky senzor poskytujici
kontrastni zménu bild — modra diky konverzi indoxylacetatu plisobenim imobilizované AChE
[105]. Zabyval jsem se i optimalizaci Ellmanovy metody pro testovani 1é¢iv a insekticidli za
vyuziti standardnich titraénich mikrodestic¢ek [135,136] a optimalizaci imobilizace AChE na
titracni mikrodesticky s naslednym stanovenim aflatoxinu B1 [77].

Nejzasadnéjsi vliv v zajmu o vyzkumu v oblasti cholinesteras vSak ma Alzheimerova
choroba, jejiz incidence roste nejen s tim, jak starne populace, ale objevuje se stale ¢astéji i U
lidi v produktivnim véku [137-140]. Alzheimerova choroba stale zlstava idiopatickym
onemocnénim. I pfes vysloveni nékolika hypotéz se nepodatfila nalézt etiologie. Nekteti
badatelé se piiklanéji k nazoru, Ze pocCatek onemocnéni je tieba hledat v dysfunkci

cholinergniho systému [141]. Nepopiratelnym faktem je, Ze cholinergni systém vykazuje pti
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Alzheimerové  chorobé znacné  posSkozeni, a uklddani  amyloidnich  plaki
S hyperfosforylavanym tau postihuje nejvice nervy cholinergniho systému [142-144]. 1 ptes
uspésné zavedeni memantinu pasobiciho prostfednictvim N-methyl-D-aspartatovych
receptort patii k hlavni farmakologické 1é¢bé aplikace inhibitor cholinesteras [60,145-147].
Konkrétné se jedna o rivastigmin, donepezil a galantamin [60,146,148,149]. Nadéjnym se jevi
i inhibitor huperzin jehoz derivat ZT-1 prochazi klinickymi studiemi [41,64,150]. V oblasti
Alzheimerovy choroby a moznosti jejiho ovlivnéni inhibitory cholinesteras jsem napsal
nékolik piehledovych ¢lanka [12,40,41,151-153]. Jednalo se o hodnoceni dopadu nékterych
Iékd na organizmus laboratorniho zvifete a hodnoceni pathobiochemickych markerii a
markerd oxidac¢niho stresu, jak bylo provedeno naptiklad pro latku huperzin a laboratorni
morce [154,155], byvaly 1€k pro Alzheimerovu chorobu metrifonat a cerebralni kortex
potkani Wistar [156], byvaly 1ék pro Alzheimerovu chorobu takrin a organizmus
laboratorniho morcéete [157] a porovnani takrinu a jeho 7-metoxy derivatu [158].
Piekvapivym zjisténim nékterych klinickych studii je nalez faktu, ze kofein mize zmirnit
progresi Alzheimerovy choroby [159,160]. Ackoliv je mechanizmus puasobeni kofeinu
zaloZzen na interakci s nékterymi receptory v nervové soustavé jako jsou receptory pro
serotonin, dopamin, glutamat a zejména adenosin [161-165], ve vlastni praci se nam podatilo
prokazat, ze kofein je selektivni inhibitor AChE s minimalnim pisobenim na BChE [166].
Mimo vySe uvedené jsem se i podilel na piipravé a testovani nckterych latek potencialné
pouzitelnych k 1é¢bé Alzheimerovy choroby [167-169]. Inhibitory cholinesteras mohou byt
pouzity i pro zmirnéni dopadii onemocnéni myasthenia gravis. PouZivaji se napf. latky
pyridostigmin a neostigmin [57,170]. Na rozdil od Alzheimerovy choroby je aplikace
inhibitorti cholinesteras ptfi measthenii gravis jen jednou z moznych 1é¢ebnych postupti. Na
rozdil od inhibitori cholinesteras uZitych pii Alzheimerové chorobé neni potieba, aby
inhibitory pouzité ke zmirnéni myasthenie gravis prochdzely do centralni nervové soustavy a
staci, kdyz ptsobi na periferni nervy [40,41]. Nicmén¢ i zde jsem se v minulosti podilel na
piipravé a testovani nckterych latek potencidlné pouzitelnych pii 1écbé myasthenie gravis
[171-173].

Samostatnym a hraniénim smérem vyzkumu, kterym se zabyvam, je studium

-----

rrrrr

nAChR na povrchu makrofagt [174-178], i inhibice cholinesteras je schopna ovlivnit toto

propojeni nervového a imunitniho systému, jak jsem nastinil v piehledovych pracich [12,179].
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VI.

VII.

VIII.

Ve vlastnich experimentech se jednalo naptiklad o ovlivnéni infek¢niho onemocnéni

neostigminem [180], takrinem [181] a galantaminem [182].

6. Vlastni komentované prace

V této kapitole jsou vlozeny vybrané prace (¢lanky) vztahujici se k problematice
disertace. Celkem jsem vybral 10 praci v periodicich s IF. Polovina je ptivodnich praci, druha
polovina jsou pak piehledové prace. U vSech vybranych praci jsem prvnim a
korespondencnim autorem. K této volbé jsem se pftiklonil zdavodu, aby nevznikly
pochybnosti o osobnim piinosu k feSené problematice. Pfehledny seznam praci je uveden

nize.
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