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Cholinergni system

e Cholinergni systém je jednim ze zakladnich excitacnich
nervovych drah pritomnych v parasympatiku,
sympatiku a centralni nervove soustave

* Pro tento system je spolecné vyuziti acetylcholinu
(ACh) jako neurotransmiteru

 ACh je syntetizovan v cytosolu neuronu v blizkosti
neurosynapse




Cholinergni system

 ACh je agonista nikotinovych (iontové kanaly; nAChR)
a muskarinovych (spojené s G proteiny; mMAChR)
acetylcholinovych receptoru

» Signal je ukoncen hydrolyzou ACh na cholin a kyselinu
octovou pusobenim cholinesteras (ChE) — jednim z
enzymu acetylcholinesterasy (AChE), nebo
butyrylcholinesterasy (BChE)
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Cholinesterasy

V organizmu obratlovcu jsou pfitomny dvé
cholinesterasy:

e AChE (prava ChE, EC 3.1.1.7)

ukoncuje cholinergni neurotransmisi, aktivita v
nervové soustaveé a krvi

e BChE (plasmaticka ChE, pseudo ChE, EC 3.1.1.8)

nema hlavni fyziologicky substrat, produkovana v
jatrech, vysoka aktivita v plasme, odbourava kokain,
prokain, sukcinylcholin aj.




Cholinesterasy

Cholinesterasy mohou byt pritomny v organizmu jako:
e Monomer
e Dimer
e Tetramer

e Teramer vazany na glykofosfatydylinositol kotvu




Cholinesterasy

Struktura AChE obsahuje dulezité ¢asti:

e Periferni anionické misto
e Aromatické hrdlo

e Aktivni centrum obsahuijici alfa anionické a esterove
(esteratické) misto

BChE je strukturné blizka AChE, vyraznéjsi rozdil je v
aromatickém hrdle a perifernim anionickém miste — je
zde mensi pocet aromatickych aminokyselin




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

vV

aromatické hrdlo

kavita s aktivnim centrem

esterové misto o anionické misto
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Podjednotka 69 kDa 85 kDa

Konverze acetyl-B-methyl-(thio)cholinu Vysoka Nizka
Inhibice nadbytkem substratu Ano Ne
Inhibice tetralsqpropyl Ne ANo

pyrofosforamidem

Inhibice nervové paralytickymi latkami Ano Ano
Inhibice huperzinem Ano Ne
Inhibice Ne ANG

tetraisopropylpyrofosforamidem

-




Inhibitory cholinesteras

Cholinergni systém je cilem pusobni rady
latek:

e latek uzivanych jako pesticidy

e otravnych latek

e |eéCiv (predevsim Alzheimerova choroba)
e pfirodnich toxinu

Latky ovlivnujici aktivitu ChE a predevsim
AChE maji vyrazné zastoupeni.




Inhibitory cholinesteras

Inhibitory cholinesteras maiji rozdilnou toxicitu.
Toxicita je vyrazne ovlivnéna:

e Vstupem do organizmu (napr. VX snadno pronika
klizi) a tekavosti
e Schopnosti pronikat hematoencefalitickou bariérou

 Faktem, zda se jedna o inhibitor in vitro, nebo
inhibitor vznika metabolizmem prekurzoru

* Rychlosti rozkladu (spontanni dealkylace,
Interakce s karboxylasami aj.)




Inhibice Vazba Mechanizmus Latky / vyuziti
Vazba do Organofosforové
esterového Fosforylace slouceniny nervove
Ireverzibilni mista aktivniho paralytickeé latky,
aktivniho serinu pesticidy, 16k
centra metrifonat
Vazba do Karbonylace ) .
- aktiviiho Karbamaty — pesticidy,
Pseudo- ester’oveho . léciva (rivastigmin,
ireverzibilni mista Serint fyzostigmin
aktivniho nasledovana ]
centra neostigmin...)

hydrolyzou
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Inhibice Vazba Mechanizmus Latky / vyuziti
Vazba do
.. .| aktivniho Alkaloid galantamin
Reverzibilni centra — .
. ., Interakce (= synteticky nivalin)
- predevsim . v :
e kation-m — lécivo Alzheimerovy
kompetitivni alfa
anionické choroby (AD)
misto
Siroka skupina latek
— donepeazil
oy er s (piperidinovy derivat),
Reverzibiln | viazba do alfa | huperzin (alkaloid),
- nebo beta Hydrofobni _
.. . . takrin
nekompetiti | anionického Interakce tetrahvdroakridi ,
vni mista (tetrahydroakridinovy

derivat) — léciva AD
Aflatoxiny — plisnové
toxiny
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Symptomy otravy

* Nikotinové priznaky

Pusobeni na autonomni ganglia a kosterni svalovinu —
projevuje se svalova ochablost, fascikulace az paralyza
svalu, hypertenze.

Muskarinove priznaky

Pusobeni na zlazy — bronchospazmus, poceni, slzeni,
salivace.

Pusobeni na hladkou svalovinu — miosa, utrobni krece,
prujem, zpomaleni srde€ni ¢innosti (bradykardie).
Centralni priznaky

Pusobeni na centralni nervovy systém — zavrateé, stavy

uzkosti, nervozita, bolesti hlavy, zmatenost, poruchy
koncentrace, konvulze, potize s dychanim.




Mechanizmus toxicity sarinu
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Aktivace dimethoatu a toxicita omethoatu
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In vitro aktivace

e Latky inhibujici ChE az po metabolicke
aktivaci je treba chemicky upravit maji-li byt
stanoveny pomoci ChE

* Doporuceny postup — smiseni vzorku s 2 %
(w/w) bromovou vodou (Br,/H,0O) 1:1 po dobu 2
— 10 minut

* Nevyhodou je poskozeni ChE uzité v testu

-
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Inhibitor LDs, Status Struktura
(potkan)
Zakazany v zemich
8 mg/kg (p.o.) EU, Kanade,
Karbofuran 2 mg/kg (i.p.) | povoleny napf. v
USA (—kyjatka
hrachova)
V zemich EU
Fenoxycarb | 16 g/kg (p.o.) povoleny dle
smeérnice
91/414/EHS a
vyhlasky Statni
Pirimicarb 147 mg/kg rostlinolékarské
(p.0.) spravy




LD,

Inhibitor : Vlastnosti Struktura
(potkan, i.m./p.o.)
15 mg/kg Malo tékava,
VX 80 png/kg vytvari depa v
tukové tkani
200 pg/kg
Sarin (GB) 0,7 mg/kg Tékavy
Soman 70 ug/kg Tekavy, rychle
(GD) 0,6 mg/kg dealkylujici




Lék Struktura Puasobeni Produkty
N Nekompetitivni :

= e Aricept
o inhibitor AChE 1Cep
S

a

(-

I= Pseudoireverzibilni

= inhibitor AChE a Exelon
G BChE

P

o

= Nivalin
£ Kompetitivni inhibice !
e Razadyne,
c AChE .

‘_cg Reminyl ...
O




Organicka rozpoustedla

Pokles aktivity AChE oproti PBS (%)

rozpoustédlo 5% (v/iv) 10 % (v/v)
DMSO 63 74
Metanol 27 43
Etanol 29 39
Propan-1,2-diol 13 23
Propan-2-ol 5 20
Atenonitril 34 54

Pohanka et al. Electroanalysis 2009; 21: 1177-1182




Vyuziti v diagnostice
* BChE - test funk€nosti jater, hypocholinesterasemie

nastava pri akutnich hepatitidach a jaternich cirhézach

e BChE u hypocholinesterasemie dobre koreluje s
ostatnimi jaternimi markery (albumin, AST, ALT)

e Hypercholinesterasemie muze indikovat rakovinu jater




Vyuziti v diagnostice

* AChE (autopsie, krev), BChE (plasma) — diagnostika
otravy IREVERZIBILNIM a PSEUDOIREVERZIBILNIM
Inhibitorem

e Testovani ucinnosti kauzativni lecby oximovymi
reaktivatory — pouze stanoveni aktivity krevni AChE




Vyuziti v diagnostice

e BChE majoritni populace obsahuje Asp 70, existuje K
varianta s Gly 70. Kavkazsky region: homozygot Gly 70:
(pomer 1/63)

* Obeé varianty se témer neliSi schopnosti stepit uzivané
substraty jako napr. butyrylcholin, benzoylcholin,
nitrofenylbutyrat




Vyuziti v diagnostice

e Jedinci s K variantou BChE nestepi svalovy relaxant
sukcinylcholin a mivakurium

e Jedince s K variantou BChE lze rozlisit snadno pomoci
dibkainového (DN) nebo fluoridového (FN) Cisla —
procenta inhibice enzymu

e A homozygot (DN > 75), K homozygot (DN < 20),
heterozygot (DN ~ 40 - 70)




ChE biosenzory

Biosenzor = zafizeni tésné spojujici biorekognic¢ni
element a fyzikalné chemicky prevodnik.

Biosenzory vyuzivajici cholinesterasy jsou analyticka
zarizeni pro stanoveni pritomnosti inhibitort téchto
enzymu.

Inhibitory cholinesteras jsou neurotoxicke latky.

Diky inhibici cholinesteras in vitro lze dokazat
pritomnost inhibitoru.

Mira inhibice odpovida afinité inhibitoru vuéi
cholinesterase a zaroven jeho koncentraci.




Stanoveni aktivity

Metody sledovani aktivity cholinesteras vhodneé
pro konstrukci biosenzoru a diagnostiku:

e Sledovani acidifikace média diky uvolnovani
kyseliny octové z acetylcholinu

e Oxidace cholinu na betain cholinoxidasou s
naslednym stanovenim peroxidu vodiku

e Ellmanova reakce
e Pouziti indoxylacetatu
e Pouziti 2,6-dichlorfenolindofenol acetatu

e Pouziti acetylthiocholinu jako substratu s
naslednou elektrochemickou detekci

Pohanka Analytical Letters 2013; 46: 1849-1868
Pohanka Bratislava Medical Journal 2013; In press
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Jednoducha hydrolyza
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Aplikace cholinoxidasy
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Ellmanova metoda
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Indoxylacetat
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Elektrochemie
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2,6-dichlorfenolindofenol acetat
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Priklady
e Elektrochemicke biosenzory s AChE
e Spektrofotometricky detektor s AChE

e Spektrofotometrické stanoveni BChE v
diagnostice




Priklad - elektrochemie

(@)

sample injection

155
‘ after 60 s

150+

= limit of detection level
[
145+
140 =
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0] 400 800 1200
time (s)

Pohanka et al. Analytical Letters 2011; 44: 1254-1264
Pohanka et al. Sensors 2008; 8: 5303-5312
Pohanka et al. Sensors 2013, 13: 11498-11506

-




i (uA)

0.8=

0.4

0.2+

0.0+

0.50
U (V)

0.75




log[NA]
Tabun (GA) Sarin (GB) Soman (GD) Cyclosarin (GF) VX
LOD (mol/l)| 1.48x108 5.88x10-10 1.07x108 9.12x10° 8.51x10-10

Pohanka et al. Electroanalysis 2009; 21: 1177-1182




Priklad - spektrofotometrie
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Pohanka Analytical Letters 2013; 46: 1306-1315




Priklad - spektrofotometrie

0.5=

0.4+

0.3+

0.2+

optical density

0.1+

0.0

075 170
log [aflatoxin B1] (ppb)

Pohanka Analytical Letters 2011; 44: 1254-1264
Pohanka et al. Turkish Journal of Chemistry 2010; 34: 91-98




Priklad - diagnostika

0.4+

R’=0.998

a
@)
0.0 2.0;10'7 4.0;10'7 6.0)210'7
a (kat)
Ellman Indoxylacetat DPIPA
LOD (nkat) 3,41 9,22 1,20

KPohanka and Drtivhova Talanta 2013; 106: 281-285
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Literarne popsane limity detekce

™~

Imobilizaéni postup Analyzovana Limit detekce | Reference
latka
Prosta sorpce na Pt DFP 35 nmol/l Anal. Lett. 44, 1254
elektrodu (2011)
Precipitace glutaraldehydem 29 nmol/l
na Pt elektrodu
Afinitni zachyceni paraoxon ethyl 1 pmol/l Biosens. Bioelectron.
histidinovou kotvou na 30, 43 (2011)
nikové nanogastice
Vazba na zlaté nanoéastice | Malathion 1 nmol/l int. J. Biol. Macromol.

chlorpyrifos

49, 923 (2011)




Zaver

e AChE je vhodnym rekognicnim elementem
pro konstrukci elektrochemickych
biosenzoru.

e BChE je vhodnym doplnkovym markerem v
biochemii.

 Pri konstrukci biosenzoru je treba zvladnout
kvantitativné navazat AChE na fyzikalne
chemicky prevodnik a zajistit dostatecnou

stabilitu s ohledem na cenu enzymu (~ 10 —
1000 K¢).




Dekuji za Vasi pozornost




