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ANOTACE

ZHOUF, Daniel. Reaktivace lidskych cholinesterdz imobilizovanych na staciondrnich
fazi. Hradec Kralové, 2020. Diplomova prace. Prirodovédecka fakulta. Vedouci prace

PharmDr. Rudolf Andrys, Ph.D.

Tato diplomova prace popisuje reaktivaci lidskych cholinesteraz, které
mohou byt imobilizovany na riiznych typech stacionarnich fazi. Prace se dale vénuje
charakterizaci imobilizace a popisu inhibitori a reaktivator.

Experimentalni ¢ast se zabyva imobilizaci enzymu na stacionarni faze, jeho
stabilitou a naslednou reaktivaci pomoci riznych oximi. VSechna méreni probihala

na zakladé spektrofotometrickych metod s vyuZzitim Ellmanovy eseje.
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ANNOTATION

ZHOUF, Daniel. Reactivation of human cholinesterases immobilized on stationary
phases. Hradec Kralové, 2020. Diploma Thesis at Faculty of Science University

Hradec Kralové. Thesis supervisor PharmDr. Rudolf Andrys, Ph.D.

This diploma thesis shows the reactivation of human cholinesterases, which
can be immobilized on different types of stationary phases. The work also deals with
the characterization of immobilization and the description of inhibitors and
reactivators.

The experimental part is performed by immobilization of the enzyme on
a stationary phase, it’s stability and subsequent reactivation with various oximes.

All measurements began using spectrophotometric methods using Ellman's essay.
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Cholinesterases, reactivation, immobilization, inhibition
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UvoD

SouCasnd moderni doba nam piindsi neustdly rozvoj pramyslu, at uz
potravinarského, farmaceutického, chemického anebo jakékoliv jiného. Nepretrzity
rozvoj vSech odvétvi primyslu nidm poskytuje nejen modernizaci pristroji,
pracovnich postupt, zplisobti zpracovani, ale i celou fadu novych chemickych latek.

Existuje velké mnoZstvi chemickych latek, které jsou pripravovany, vyrabény,
zpracovavany a skladovany v rliznych institucich, kde je s nimi, jakkoliv neodborné
naklddano. S nebezpecnymi ucinky vesSkerych chemickych latek se miize Clovék
setkat necekané kdekoliv a kdykoliv. V kazdém pripadé se riziko zvySuje vyskytem
nebezpecnych latek v blizkosti obydlenych ¢asti mést anebo skladovanim ve velkém
mnozstvi, které se nékdy blizZi aZ hodnotam zakazanym. Velké zastoupeni téchto
chemickych latek tvori napriklad chlor, fosgen nebo sirouhlik. VétSina chemickych
latek ma snadnou dostupnost, napiiklad fosgen miiZzeme najit v chemickych
vyrobnich procesech, a s chlérem se setkdme béZné v bazénech.

Nékteré latky vykazuji velmi nebezpecné vlastnosti, které urcitym zplisobem
ovliviiuji chod organismu a predstavuji pro néj nemalou zatéZ a mohou ohrozit
zdravi a Zivot Clovéka, popripadé zapricinit rozsahla zavazna onemocnéni. Do této
kategorie spadaji latky, které ovliviiuji funkce acetylcholinestrerazy. Jedna se
predevSim o nervové paralytické bojové latky pripadné pesticidy. Mezi nejznamé;si
nervoveé paralytické bojové latky patfi organofosfaty, napr. sarin, soman a tabun.
Nejcastéji se do organismu dostavaji inhalac¢ni cestou. Po inhalaci se velice rychle
vstrebavaji do krevniho obéhu a jsou transportovany po celém organismu.

Je dilezité uvédomit si, Ze Gcinek kazdé toxické latky na zivy organismus zavisi
na spousté faktorech, kterymi jsou druh a struktura latky, jeji mnoZstvi,
koncentrace, cesta vstupu do organismu a cas, jak dlouho byl organismus dané latce
vystaven. Zminéné faktory mohou znacné ovlivnit reaktivaci lidskych cholinesteraz

imobilizovanych na stacionarnich fazich.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 ENZYMY

Enzymy jsou zchemického, ale i biologického hlediska specifické
biokatalyzatory, které se podileji na rizeni a koordinaci biochemickych reakci
v kazdém Zivém organismu. Ve své podstaté se jedna o sloZené proteiny, které jsou
schopny snizit aktivacni energii nékterych chemickych pochodt a zaroveii je timto
zplisobem i urychlit. Enzymy se objevuji ve vSech Zivych systémech a predpoklada
se, Zze i u téch nejjednodussich buniek se mize nachazet az 300 riznych enzymf,
které ovliviiuji chod metabolickych reakci v organismu®- % 3,

Kromé bilkovinné slozky mohou enzymy obsahovat i nebilkovinnou cast.
Podle jejiho vyskytu lze enzymy rozdélit na enzymy jednoduché a sloZené.
Jednoduché enzymy obsahuji vZdy pouze bilkovinnou ¢ast, napr. hydrolazy - pepsin,
trypsin, ribonukleaza. SloZené enzymy obsahuji kromé bilkovinné ¢asti — apoenzym,
ktery je sam o sobé neucinny a dale obsahuji i nebilkovinnou slozku - kofaktor.
Spojenim kofaktoru a apoenzymu dochazi ke vzniku aktivni molekuly enzymu,

kterému se rika holoenzym. Piikladem kofaktorti mohou byt ionty kovii: Zn?*, Mn?*,

Fe?* Cu?*, Mg?* nebo organické molekuly, napf. rtizné derivaty vitamina® % 3.

1.1.1 Mechanismus ptisobeni enzymové reakce

Na bilkovinnou c¢ast aktivniho centra jsou navazany strukturni jednotky
substratu, tak vznika enzym-substratovy komplex. Vytvorenim enzym-
substratového komplexu se mnohonasobné zvySi koncentrace substratu na
aktivnim centru, a to vede ke zvySeni rychlosti chemické reakce v souladu
s kinetickou rovnici. Pfipojenim strukturnich jednotek substratu k aktivnimu centru
se zeslabi nékteré chemické vazby ve strukturnich jednotkach substratu. Chemické
vazby proto pro své rozStépeni potrebuji podstatné nizs$i aktivacni energii
a vznikem enzym-substratového komplexu se vyrazné sniZi aktivacni energie dané
reakce. Diky tomu se enzym-substratovy komplex po vzniku novych chemickych

vazeb rozpada na enzym a produkty (Obrazek 1) 23,
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komplex
enzym + substrat enzym-substrat enzym + produkty

Obrdzek 1 Priibéh enzymové reakce.3

1.1.2 Cholinesterazy

Cholinesterazy jsou specifickou malou skupinou enzymi, které radime mezi
serinové hydrolazy. Jejich funkce spociva ve Stépeni esteru cholinu. Kazdy enzym
poskytuje dvé diilezitd mista, tzv. aktivni centra. Jedno centrum se oznacuje jako
anionické a druhé jako esterické.

A praveé toto esterické centrum je tvoreno triaddou aminokyselin a to serinem,
histidinem a glutamatem. DiileZity je predevsim serin, u néhoZ dochazi k navazani
chemické komponenty, substratu a nasledné k jeji preméné na latku uplné jinou,
produkt. Esterické misto hraje dilezitou roli pti intoxikaci. Zejména
u obratlovcl, samozirejmé i u ¢lovéka, rozeznavame dva typy téchto esteri a podle
toho, ktery ester se Stépi, rozeznavame acetylcholinesterazu (AChE)
a butyrylcholinesterazu (BChE). Jedna se o dva velice rozdilné enzymy, které jsou
vZdy kédované samostatnymi geny. Mezi témito enzymy jsou zretelné rozdily. AChE
a BChE se lisi zejména ve svych strukturach a ve substratové specifité. AChE Stépi
vyhradné estery s malym acylovym zbytkem jako je vySe zminény acetylcholin
(ACh), oproti tomu BChE prednostné Stépi estery s podstatné vétSim acylovym
zbytkem. Piikladem vétsich acylovych zbytkli mohou byt naptiklad butyrylcholin,
propionylcholin nebo benzoylcholin. Kdyz se podivame na substratovou specifitu,
vime, Ze cholinesterazy Stépi predevsim estery cholinu, pricemz obé mohou Stépit
ACh, coZ je molekula skladajici se z kyseliny octové a cholinu. Funkci acetylcholinu
je predevsim vazba na acetylcholinovy receptor a poté funguje jako neuromediator

(Obrazek 2)*%7.
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Obrdzek 2 Vazba acetycholinu na AchE>.

Jak jiz bylo teceno, ACh je dilezitym pienaseCem nervovych vzrucht. Jeho
biosyntézou a uvolnénim v misté nervového zakonceni se prenasi vzruch, dokud ho
za normalniho stavu nerozlozi cholinesteraza. Je-li inhibovana, pak ACh zistava.

Y4

Nervovy vzruch se neustale prenasi, a to ma za nasledek zvySenou slinnou sekreci,
bronchokonstrikci, respira¢ni selhani, zaskuby svalovych vlaken a svalovou slabost,
kterd vede vrozvoji svalovych kie¢i a mize vést az k poruse chovani. Témito
zpUsoby se projevuje otrava napt. insekticidy a organofosfaty>+.

AChE predstavuje klicovou ulohu predevSim na synapsich nervového
systému nebo na nervosvalové ploténce a jeji mozna inhibice ma pro organismus
zavazné aZitrvalé nasledky*®’. Na rozdil od AChE nejsou funkce u BChE do dne$nich
dntli zcela vysvétleny, ale jednim z pravdépodobnych ukolti BChE je zmenSovani
toxicity u xenobiotik. Je znamo, Ze organismus se se spoustou xenobiotik béhem
celého Zivota dostava do uzkého kontaktu. Mezi tyto latky, které jsou hydrolyzované
BChE, patii predevSim 1éciva (viz.1.1.2.2. Butyrylcholinestreraza). Zmény
v plazmatické koncentraci BChE jsou rovnéz spojovany s riznymi patologickymi

stavy jako je Alzheimerova choroba (AD), dyslipidémie, diabetes mellitus i jiné*®’.

1.1.2.1 Acetylcholinesteraza

AChE se volné nevyskytuje v plazmé, ale je pritomna v cervenych krvinkach,
mozku a nervech. AChE miizeme oznacit i druhotnym ndzvem a to bud prava
cholinesteraza, nebo specifickd cholinesteraza. Biologickou ulohou AChE
je ukonceni prenosli na cholinergnich synapsich v nervovém systému rychlou

vaivs

hydrolyzou neurotransmiteru, ACh. AChE je jednim z nejdileZitéjSich enzymi pro
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nervovou reakci a funkci. AChE je spojovana s AD a Parkinsonovou chorobou
a s mnoha dal$imi degenerativnimi poruchami®?-1,

ACh se tadi do skupiny bézZnych neurotransmiterii, které se nachazi
v centralnim a perifernim nervovém systému. Tzn. Ze kdyZ se acetylcholin uvolni
z axonu, pohybuje se pres synaptickou Stérbinu a vaze se k receptoru na druhé
strané synapse. V perifernim nervovém systému se ACh nachazi
v ,neuromuskularnim prechodu”, kde ¥idi svalovou kontrakci®. Neuron prenasejici
informace se nazyva presynapticky neuron a neuron prijimajici informace je
postsynapticky neuron. Neuron predava informace jinému neuronu pres synapsi.
Cholinergni synapse je specializované spojeni dvou neuront, kde jsou nervové
impulzy prenaSeny uvoliiovdnim neurotransmiteru, acetylcholinu, z jednoho
neuronu do jiného neuronu nebo do neuronalni buiiky!l. Pfenos ACh v nervové
synapsi je popsan na obrazku 3.

Ve chvili, kdy se nervovy signal bliZi nervovému zakonceni otevira napétové
fizené Ca?* kanaly v synaptickém knofliku (na obrazku pod ¢islem 1). lonty Ca?*
nasledné spousti uvoliiovani neurotransmiteru (pod cislem 2). Hned po uvolnéni
neurotrasmiteru se ACh vaze na receptory sodikovych kandlii, coZ zptsobuje
odstupnovanou depolarizaci (pod ¢islem 3). Nasledné se ACh rozdéli na acetat

a cholin pomoci enzymu AChE (pod cislem 4). Nakonec je cholin reabsorbovan

a pouzivan k syntéze novych molekul AChE (pod ¢islem 5)*1,

mitochondrie {‘
> 1L

o o ﬁ‘\\ P S
&Acetyl—CoA ) ( CoA ) =

/ | /% )
/:etylcholm

Ca2+
synapticky
knoflik

synapt.

vécek

acetat e ]
A Ad O —
postsynapticky neuron ‘ ACh

Obrdzek 3 Prenos ACh v cholinergni synapsil.
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1.1.2.2 Butyrylcholinesteraza

Jedna se o enzym nachazejici se v krevni plazmé, jatrech, slinivce
biisni, strevni sliznici a bilé hmoté centralniho nervového systému. MliZeme se
setkat také sjinym druhem oznaceni, jako je nespecificka cholinesteraza nebo
pseudocholinesteraza. BChE metabolizuje butyrylcholin ¢tyrikrat rychleji
v porovnani s metabolismem ACh.

U lidi je BChE syntetizovana v mnoha tkanich, vcetné jater, plic, srdce
amozku. V souCasné dobé je predpokladana role pro BChE navrZena napftiklad
v metabolismu lipoproteinti, udrzovani myelinu nebo jako ,vychytavac“ toxickych
molekul a dalsi. V lidském mozku se enzym nachazi v neuronech a v gliové tkani, coz
je podptrna tkan, ktera spolecné s neurony vytvari nervovy systém. Mnozstvi BChE
se v mozku svékem zvysSuje a hraje dtleZitou roli v metabolismu nékterych
sloucenin. Pokud se dostavi zména hladiny BChE nebo velice nizka hladina AChE
dochazi ke zménam v klinickych stavech, jako je Alzheimerova choroba. U AD je
AChE ztracena az z 85 %, zatimco hladina BChE stoupéa s progresi této nemoci®®.
BChE umoznuje i hydrolyzu lokalnich anestetik - prokain, ametokain, kokain nebo
hydrolyzu nékterych dalSich sloucenin, jako je kyselina acetylsalicylova. BChE
zaroven urychluje metabolismus kokainu, proto mize byt BChE uzite¢na pro lé¢bu

zavislosti na kokainu® 1% 12,13, 14,
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1.2 INHIBITORY CHOLINESTERAZ

Organofosfatové a karbamatové inhibitory cholinesteraz jsou skupinou latek
s urc¢itymi spole¢nymi znaky mechanismi toxicity. Obecny mechanismus je zalozen
na kovalentni vazbé (esterifikace) na serin v esterovém misté aktivniho centra AChE
a BChE. Podle davky a distribuce v organismu pak dochazi ke zménam v centralni,
ale i periferni nervové soustavé. MliZe nastat cholinergni krize anebo stav Zivot
ohroZujici, ktery je spojen piredevsim s dysfunkci dychaciho centra®>.

Klasifikace inhibitorii cholinesterdz je mozna z riznych hledisek,
zohlednujicich jejich chemickou strukturu, toxické ucinky na organismy, chovani
v prostredi apod. Slouceniny se casto nachazeji v pesticidech nebo jako nervové
plyny v chemické valce. S ohledem k praktickému pouZiti 1ze pesticidy rozdélit na:
herbicidy (proti plevelnym rostlinam), fungicidy (proti houbovym chorobam),
insekticidy  (proti hmyzu), akaricidy (proti roztocim), moluskocidy

inhibitort AChE patii organofosfaty a karbamaty?®.

1.2.1 Karbamaty

Chemicky se jednd o estery kyseliny karbaminové nebo karbamidové.
Nékteré typy karbamatl jsou velmi toxické aspekulovalo se o jejich pouziti.
Karbamaty ptlsobi karbamylaci AChE a naslednym zrusenim dané fyziologické
funkce. Nejdéle zndmym a nejrozsirenéjSim inhibitorem AChE je prirodni alkaloid
fysostigmin®°.

Fysostigmin pochazi z fazole (Physostigma venenosum) a s jeho objevem byl
také nalezen vyznam N-methylkarbamové skupiny jako zakladni slozky pro
biologickou aktivitu. Na zakladé tohoto objevu byly syntetizovany tisice dalSich
karbamati (prevazné se jedna o N-methyl nebo N, N dimethylkarbamaty)®>.

Tyto latky jsou diky polarizovatelnému dusiku za fyziologickych podminek
vionizované formé, ktera znemoznuje jejich distribuci pres myelinové pochvy
a hematoencefalickou bariéru. Nékteré karbamaty vSak v omezené mire mohou
prostupovat bariérami. Napriklad rivastigmin, ktery je uzivany ke zmirnéni projevii
AD, do centralni nervové soustavy prochazi. Ve vodném prostiredi dochazi ke

spontanni hydrolyze vazby, mezi enzymem a karbamatem, a k odStépeni
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karbamatového zbytku. Nasledkem tohoto se cholinesterasa stava opét aktivni
a muZe plnit svou fyziologickou tlohu®®.

Karbamaty naSly své uplatnéni jako insekticidy (karbaryl, moban, dimetan,
isolan), ostatni se vyskytuji v mediciné (miotin, pyridostigmin, syntostigmin atd.).
Inhibice AChE karbamatem:

Kq Ky ks
E + CX==—ECX—>EC—>E + C

Enzym (E) a karbamat (CX) spoluvytvareji meziprodukt (ECX) s disocia¢ni
konstantou Kgy. Nasledné tento komplex ztraci odstupujici skupinu karbamatu (X)
a vysledkem je karbamoylovany enzym (EC). Stabilita karbamylovaného enzymu
(EC) zavisi vzdy na charakteru karbamatu® 7. DuleZité chemické struktury

nékterych karbamati a karbamatovych pesticidii jsou uvedeny na obrazku 4.

SNH

o ;
) e
HN\

KARBARYL KARBOFURAN

FYSOSTIGMIN

Obrdzek 4 Chemické struktury karbamadtii a karbamdtovych pesticidui.
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1.2.2 Organofosfaty

Organofosfaty se velice ¢asto pripravuji synteticky. Jako jediny znamy
prirodni organofosfat je anatoxin-a, ktery je toxickym produktem nékterych sinic.
Prvni vysoce toxické organofosfaty byly pripraveny v Némecku a Velké Britanii.
Némecti védci zpozorovali, Ze tyto organofosfatové slouceniny mohou byt jedovaté
pro organismus. V roce 1936 byla poprvé vyrobena slouCenina fosforu s extrémné
vysokou toxicitou. Tato sloucenina fosforu byla pojmenovana jako tabun, pozdéji
byla oznacena jako nervova latka®. Jejich rozsahly vyzkum a vyvoj pokracoval v paté
a Sesté dekadé minulého stoleti. Problémy a nebezpeci, které jsou s témito
slouceninami spjaty, jak pro Zivotni prostredi anebo pro civilizaci, jsou velmi dobte
znamy, ale nejsou UuUplné doreSeny. V nasledujicim schématu vidime, jak
organofosfaty interaguji s enzymem:

Ky ki k3
E + PX=<==EPX—>EP —>E + P

Enzym (E) vytvari s organofosfatem (PX) komplex (EPX) s disociacni
konstantou (Kd). Vytvoreny komplex (EPX) ztraci odstupujici skupinu
organofosfatu (X) a konecnym produktem tohoto procesu je fosforylovany
enzym (EP). Fosforylovany enzym (EP) je zpravidla stabilni, jeho rychlost
defosforylace je velmi pomala a je charakterizovana rychlostni konstantou (k3).
Inhibice AChE organofosfosfaty je prakticky nevratna a defosforyla¢ni krok této
reakce je zanedbatelny?.

V dnesni dobé se vyuziva rada organofosfatii v zemédélstvi a lesnictvi, jedna
se o tzv. organofosfatové pesticidy. Jsou to latky, které jsou po dlouhou dobu
vyuzivany v boji s riznymi ,neprateli“, prevazné se Skidci. Velky protest proti
pouzivani organofosfatovych pesticidli byl z divodu jejich vysoké toxicity pro savce.
Primarnimi projevy akutni toxicity jsou projevy cholinergni, neurotransmiterové,
hyperaktivity. Nékteré organofosfaty se radi do skupiny zakazanych a nesméji se
dnes pouzivat, patfi sem napt. schradan, paraoxon, parathion. Pro slouceniny jako
je malant, diazinon, fenitrothion neplati stejna omezeni, proto se mnoho z nich

doposud pouziva® Organofosfaty jsou také spojeny s rizikem vzniku rakoviny, a to
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nejcastéji rakoviny hormonalniho ptvodu, napt. rakoviny prsu, vajecniki a Stitné
Zlazy*™®,  Chemické  struktury nékterych  vyznamnych  organofosfati

a organofosfatovych pesticidi jsou uvedeny na obrazku 5.

E@ . NO,
- uey
o H,e” Yo7/ Yo
| \/CH3
#R-07>CH
SERN
CHs PARATHION
PARAOXON HscjiCHs
N"SN S CHs
J PN
P NN
H,C o” \>o
3 0—_-CHs
DIAZINON

Obrdzek 5 Struktury organofosfatii a organofosfdtovych pesticidii.

Nervové paralytické latky, které mohou mit smrtelné nasledky, tu maji zcela
dominantni roli. Organofosfatoveé nervoveé latky ziskaly své jméno, protoZe ovliviuji
prenos nervovych impulsii v celém nervovém systému. Chovaji se velice stabilné, ale
za to i vysoce toxicky. Dochazi totiz k rychlym tucinkim, které se projevuji po
absorpci kizi nebo respiraci®. Chemické struktury nékterych organofosfatovych

nervovych ¢inidel jsou uvedeny na obrazku 68.
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Obrdzek 6 Struktury organofosfdtovych nervovych ldateks.

1.2.2.1 Interakce organofosfatového inhibitoru s AChE

Obecna struktura organofosfatu:

a) b)
o o)
n n
R-P-OR, R-P-OR,
R, OR,

Obrdzek 7 Chemickd struktura organofosfdtii: a) ,insekticid“, b) ,nervovy reagente.

Rz a Rz jsou nejcastéji riizné alifatické alkyly. Odstupujici skupina (Ry) pri
interakci AChE a organofosfatu a dokaze odstoupit. Zbyvajici acyl se poté navaze na
esterické misto. Ry tedy miize byt F, Cl, Br, I, nitrilovd skupina atd. Inhibitor
cholinesterazy je schopen se navazat na hydroxy skupinu v aktivnim misté AChE

(obrazek 8). Timto zpisobem dochazi k intoxikaci organismu® & 17,
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ACETYLCHOLINESTERAZA

Obrazek 8 PritaZlivost inhibitoru na AChE>.

Vazbou organofosfatu do esterového mista AChE dochazi ke vzniku kovalentni

vazby. V aktivnim misté dochdazi k fosforylaci, coZ odpovida acetylaci>® *’.

o\
I’R,
O

\& ] §

SERIN

,anionické misto”
,esterové misto”

ACETYLCHOLINESTERAZA

Obrdzek 9 Inhibitor navdzany v aktivnim misté cholinesterdzy>.

Thned po pripojeni organofosfatu k aktivnimu mistu AChE se tato oblast stava
zablokovanou pro acetylcholin a neni tedy k dispozici pro hydrolyzu (obrazek 9).
ACh neni dostate¢né schopny vytlacit pripojeny organofosfat od enzymu. Toto vSe
vede k nahromadéni nadmérného mnozstvi neurotransmiteru, ACh, v kosternim

nervosvalovém spojeni a synapsich, kde se nachazeji receptory pro ACh> %17,

-22 -



1.2.3 Inhibitory cholinesteraz jako farmakoterapeutika

Inhibitory cholinesteraz se v souc¢asné dobé daji klinicky vyuzit. MiZeme se
setkat s tim, Ze efektivita jednotlivych inhibitort cholinesteraz neni u v§ech pacientt
totozna, ale existuji rozdily v oddaleni i v rychlosti progrese symptomi AD.
Inhibitory cholinesteraz vedou k zablokovani enzymii, odbouravajici v synaptické
Stérbiné ACh. Timto zplisobem napomahaji zlepSovat porusSenou acetylcholinergni
transmisi'®1%2% V dnes$ni dobé se pouzivaji 3 typy klinickych pfipravki - Donepezil,

Galantamin a Rivastigmin (obrazek 10)2%22,

' RIVASTIGMIN
- 0

GALANTAMIN

DONEPEZIL
Obrdzek 10 Chemickd struktura klinickych pripravkii pro lécbu AD?2.

DalSim pouzZivanym klinickym pripravkem je, tzv. MEMANTIN (Ebixa)
(obrazek 11). Tento pripravek je parciadlni inhibitor NMDA receptort. Receptory
jsou spojeny s otevienim iontovych kanalli pro Ca*a Na*ionty. U AD dochazi
v pozdé€jsich stadiich k tzv. excitotoxicité, nadmérnému uvolnovani excitacnich
aminokyselin - glutamat, aspartat, které pak vedou k hyperexcitaci svych receptorii
vCetné NMDA (N-metyl-D-aspartatového) typu. Aktivita je jeSté zvySena tim, Ze
v nékterych oblastech mozku dochazi k poklesu zpétného vychytavani glutamatu.

A néasledné dochazi k bunéc¢né smrti neuronu®®.

NH,

Obrazek 11 Chemickdad struktura MEMANTINUS,
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1.3 REAKTIVACE A REAKTIVATORY CHOLINESTERAZ

Po fosforylaci katalytického zbytku serinu v AChE dochazi v mozkovych
synapsich a neuromuskularnich spojenich k akumulaci ACh, coZ vede k cholinergni
krizi a nakonec smrti'®. Nékteré slou¢eniny mohou vyrazné urychlit spontanni
regeneraci fosforylované AChE. Od objevu chemickych nervovych ¢inidel bylo
vyvinuto znacné usili k vyvoji novych a u€innych léciv pro jejich 1éceni. Reaktivaci
inhibované AChE je moZné urychlit latkami, které se nazyvaji reaktivatory.
Terapeuticky vyznam reaktivatort stimuloval vyzkum, ktery vyvrcholil objevem 2-
pyridinaldoxim methylchloridu (2- PAM). 2-PAM se stal neformalnim standardem,
na jehoz zakladé se méri ucinnost ostatnich reaktivatora?® % 24,

NejznaméjSimi reaktivatory jsou oximy odvozené od pyridinu. Z nichz
nékteré nasly uplatnéni v lidské mediciné jako protijedy pravé pri otravé
organofosfaty. Lécba pri otravé organofosfaty je zamérena na minimalizaci
cholinergni krize po deaktivaci AChE v neurosynaptickych a neuromuskularnich

e

spojenich nebo na odstranéni organofosfatu urcCitym procesem. Otrava
organofosfaty je v soucasné dobé 1é¢ena kombinaci 1ékii (napf. atropin, obrazek 12)
a oximu, napf. pralidoxim (2-PAM)% 9 24,

HaC

\

N

o} OH
@)

Obrdzek 12 Chemickd struktura atropinu?*.

Kromé 2-PAM do skupiny nejznaméjsich reaktivatord patii trimedoxim,
obidoxim a asoxim. Tyto reaktivatory se pouzivaji k vyvoji 1é¢ebnych postupti, kde
je dosaZeno vyznamného pokroku. JenomzZe védce stale trapi znacné problémy,
jednim z nich je, Ze zatim neexistuje Zadny reaktivator cholinesteraz, ktery by byl
univerzalni pro vétsi skupiny organofosfatti. Reaktivatory jsou stale potieba, a proto

jsou vyvijeny dal$i nové reaktivatory cholinesteraz® ° 24,
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1.3.1 Obecny mechanismus reaktivace a proces starnuti

Velmi zjednodusené reaktivace pomoci oximi probiha podle nasledujiciho

schématu:
EP + R=——EPR —>E + PR

Fosforylovany enzym (EP) vytvari s reaktivatorem (R) prechodny
komplex (EPR). Produktem této reakce je nové regenerovany enzym (E)
a fosforylovany oxim (PR). Fosforylovany enzym (EP) se miiZe rozkladat béhem
nékolika minut, popt. hodiné.

Pri reaktivaci enzymu mohou nastat nasledujici pripady - vznik spontanni
hydrolyzy anebo vznik dealkylace, tzv. starnuti enzymu (,aging", obrazek 13).
V procesu starnuti se jedna o chemickou reakci, pri které je inhibovana AChE
pozménéna, takZe je ucinku reaktivatori nepiistupna. Uéinkem vody dochazi
k odStépeni molekuly alkoholu. V takovémto pripadé je enzym trvale inhibovan
aneregeneruje se ani pri vyuZziti reaktivatord, da se tedy rici, Zze dochazi
k vyraznému ovlivnéni priibéhu 1écby. Rychlost dealkylace inhibované AChE zavisi
na dobé interakce enzymu s nervové paralytickou latkou, ale také na chemické
struktute inhibitoru?2

U spontanni hydrolyzy dochazi k defosforylaci za ucinku vody a obnoveni
enzymatické aktivity. MenSim nedostatkem tohoto procesu je, Ze dana reakce
probiha velmi pomalu (obrazek 13).

Z nervové paralytickych latek velmi rychle dealkyluje AChE, ktera je
zainhibovand somanem? & 26, Polocasy starnuti nékterych vybranych inhibitord se

podstatné méni a kazdy inhibitor ma tuto hodnotu odli$nou??:

o Soman 2 minuty
o Sarin 5 hodin
o VX pres 40 hodin
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Akutni intoxikace somanem je povazovana za léCitelnou otravu. Oproti tomu pro
akutni intoxikace latkou VX je typicka velmi pomala dealkylace a proto je tato

intoxikace velmi dobre 1écitelna.

. R //O +
reaktivace EOH + }P\ + H
R, O
R //O ]
B+ o
R, O-E
| stamei . Ry O .
A + R,OH + H
O O-E

Obrdzek 13 Obecny mechanismus pro porovndni procesu reaktivace a stdrnuti 8.

BéZnym a u¢innym reaktivatorem je 2-PAM. Nékteré studie naznacuji, Ze 2-PAM
je daleko bezpecnéjSim lékem, neZ je napr. obidoxim. Ve studiich slidskym
organismem se u nékterych pacientii 1écenych obidoximem objevily i rtizné vedlejsi
komplikace. Jednalo se prevazné o problémy hepatotoxické. U nékterych z nich se
tento stav zhorSoval a mél fatalni nasledek, kterym bylo umrti organismu. Naopak
u pacientd léCenych 2-PAM se hepatotoxicita neprojevilal®. Podrobnéjsi

mechanismus reaktivace je vyobrazen niZe a zacCina inhibovanou cholinesterazou

(obrazek 14)2.

N
> | ’C\\N—OH
CH, o
R.O-P-R,
L

,anionické misto”
,esterické misto,,

ACETYLCHOLINESTERAZA

Obrdzek 14 AchE pripravend na reaktivaci 2-PAM2S.

-26 -



2-PAM ve své strukture obsahuje pozitivné nabity kvartérni dusik. 2-PAM je
pritahovan do anionického mista cholinesterazy. Oximova funkéni skupina

reaktivatoru reaguje s inhibitorem nukleofilnim zptisobem (obrazek 15)2.

2-PAM /'_ tvorba vazby

7’ % . . \ zru$eni vazb
Hsc H : Ry '

SERIN

,anionické misto” ot
,esterové misto

ACETYLCHOLINESTERAZA

Obrdzek 15 2-PAM reagujici s inhibitorem?e.

V pribéhu reaktivace dochazi ke zruSeni vazby mezi inhibitorem
a esterickym mistem cholinesterazy (vazba P-0). Ihned dochazi k vytvoreni vazby
mezi 2-PAM a inhibitorem, viz. obrazek 15. Nasledné na obrazku 16 je vyobrazena

jiZz zregenerovand cholinesteraza?.

,anionické misto”

,esterové misto”

ACETYLCHOLINESTERAZA

Obrdzek 16 Regenerovand cholinesterdza pomoci 2-PAM26,
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1.3.2 Prehled nejzakladnéjsi reaktivatoru

Mezi dosud nejbéznéjsi reaktivatory ve svété patii 2-PAM a obidoxim, ale
v této praci byly dale vyuzity i jiné oximy, napf. asoxim a trimedoxim. Chemické

struktury jednotlivych oximi jsou vyobrazeny v obrazku 172 20,

NH,
o] X | X HsC
+ + N OH
N O N A N S
=

N =

OH
ASOXIM (HI-6) 2-PAM

HO\N/ I \ @/\N/OH N | . |+
. . N~
/N\/O\/N 5 NN

OBIDOXIM TRIMEDOXIM
HO\N/ | R | AN \N,OH
/NJ’\/N+ =
METHOXIM

Obrdzek 17 Chemické struktury reaktivdtorus.

-28 -



1.3.3 Davkovani jednotlivych reaktivatoru

U nékterych vySe uvedenych reaktivatori cholinesterdaz byla prokazana
pomeérné nizsi reaktivacni schopnost, coz vedlo k dalSimu patrani po novéjsich, ale
také ucinnéjSich oximech, z nichz se pravé asoxim dockal zavedeni do 1é¢ebné praxe.

VSechny kroky vedouci k tomuto rozhodnuti byly provedeny na zakladé
experimentalnich vysledki a klinickych zkousek. Naptiklad jako jedna z méala armad
na svété ma pravé Armada CR kdispozici 1ékové provedeni asoximu, ktery je
pripraven kokamzZitému pouZiti pri nahlém zasaZeni nékterou nervové
paralytickou latkou. TudiZ se asoxim zaradil diky své ucinnosti do kategorie
prakticky vyuZzivanych 1éka. Ukazka davkovani jednotlivych oximi je zobrazena

v tabulce 1%°.

Tabulka 1 Ddvkovdni reaktivdtorii?°

. DAVKA v mg
LATKA . '
i m. iv.
Pralidoxim jodid 0,5-1,0 0,5-1,0
Pralidoxim chlorid 05-1,0 0,5-1,0
Obidoxim 0,25 0,25
Trimedoxim 0,2-0,25 0,2-0,25
Methoxim 1,0 1,0
Asoxim 0,8-1,0 0,8-1,0

1.3.4 Lécba a inovace v oblasti reaktivatoru

Lécba otravy vysoce toxickymi organofosfatovymi slouceninami je stale
narotnym ukolem. Jak bylo receno vySe, atropin se pouziva jako zakladni
symptomatické antidotum doplnéné oximem.

Cetné studie in vitro a in vivo prokazaly, Ze oximy 2-PAM a obidoxim maji
omezenou Ucinnost v pripadé otravy riznymi nervovymi ¢inidly. Tato skutec¢nost
vedla k neustdlému usili o vyvoj ucinnéjSich a Sirokospektralnéjsich oximi.
V poslednich desetiletich bylo syntetizovano a testovano velké mnoZstvi sloucenin.
Kanada a nékolik evropskych zemi udéluji licenci na bispyridinium oxim HI-6 jako
organofosfatové antidotum, zatimco bispyridinium bis-oxim MMB-4 je ve vyvoji
armady USA, aby nahradil 2-PAM?. Schopnost latky MMB-4 reaktivovat

inhibovanou AChE a chranit zvitata pied ucinky organofosfat byla zkoumana asi
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pred 50 lety a nékolik zprav o tomto oximu bylo publikovano v nasledujicich
desetiletich. Experimentalni data ukazuji, Ze MMB-4 je daleko lepSim oximem nez 2-
PAM pii reaktivaci AChE inhibovaného organofosfaty?829:3°,

MMB-4 je reaktivator, ktery vykazuje urcité specifické vlastnosti. Kombinuje
vysokou reaktivitu anizkou afinitu k AChE inhibované sarinem, cyklosarinem
alatky VX. V disledku vysoké reaktivity MMB-4 lze rychlou reaktivaci inhibované
AChE ocekavat pri odpovidajicich koncentracich oximu. K urceni in vivo toxicity,
snaSenlivosti a farmakokinetiky latky MMB-4 u lidi jsou nezbytné dalsi
studie?’?8V poslednich nékolika desetiletich byly objeveny oximy, zejména K027,

K048 a K203 (obrazek 18)26:27:30,

(o] (o]

NH;
l
|\d\|/\/\/'\O)L |\d“/\/\/~
2 28° HON 2 28°

a) b) <)

ZZCAN

/\/\
| N N,@\
HON . = 2 Bre = (o} HON .

NH>

Obradzek 18 Struktury oximu a) K027 b) K048 c) K20332

Tyto oximy jsou silnymi reaktivatory AChE inhibovanymi rdznymi
nervovymi Cinidly, coZ se odrazi v jejich univerzalnosti pfrireaktivaci. Podle
vysledki in vitro a in vivo bylo zjisténo vyznamné zlepseni reaktivace u komplexu
tabun-AChE. Oximy K027, K048 a K203 navic vykazovaly nizky cytotoxicky
potenciadl v rlznych bunécnych liniich; jaternich, ledvinovych anebo krevnich
bunikach. K048 nevykazoval Zadny vyznamny cytotoxicky nebo genotoxicky
potencidl. OvSem tyto oximy stdle nemaji tak velky sklon k prichodu
hematoencefalickou bariérou (BBB). Velice diilezitou vlastnosti je lipofilita, ktera
prostup usnadnuje, proto byly zavedeny a testovany nenabité reaktivatory

(obrazek 19)3932,

HON4y,
NOH j\
\N/ (\N,R | n N7 N’R
R\N/)\?NOH N/)\éNOH R \—/

amidin-oximy 2-hydroxyiminoacetamidy 2-hydroxyiminoimidazoly

Obrdzek 19 Struktury nenabitych reaktivdtoriiz2.
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Hlavni vyhodou nenabitého reaktivatoru méla byt jeho zvysena propustnost
pies BBB a tedy uc¢innéjsi reaktivace AChE3? 33, Bylo vynaloZeno znac¢né usili na
vyvoj novych oximi a reaktivator(i, které jsou schopné lécit otravu vicero
organofosfaty najednou efektivnim zptsobem. Teoreticky je toto efektivni feseni
jednoduché, ale slozitost aktivniho mista enzymu po inhibici riiznymi organofosfaty
se ukazala jako velice problematicka. Na zakladé této problematiky byl zvolen
jedine¢ny pristup pokracujici v pouzivani oximli na bazi pyridinia, aby se zvysila
lipofilita, tim se zajisti lepSi proniknuti do centralni nervova soustava (CNS).

Ve studiich byly pouZity tyto latky (obrazek 20)2> 3233,

©
OMs
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1:R=Cl
2:R=08Bn

Obrazek 20 Struktury chemicky ldtek s vyssi lipofilitou?>.
Klinické studie se zamérily na vSechna zvirata léCena pouze latkou 2-PAM,
ktera po 8 hodinach vykazovala priznaky podobné zachvatu; zatimco zvirata
oSetrena 1 nebo 2 vykazovala po 6 hodinach zastaveni piiznakd, které pripominaly

priznaky neurologické, jako jsou zachvaty, kiece, poruchy feci a dalsi®2>.
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1.4 IMOBILIZACE ENZYMU

Detekce inhibitori cholinesteraz nabyva v nynéjsi dobé na dileZitosti,
atovriznych oblastech, proto detekovani inhibitori musi byt vzidy metodou
rychlou, levnou, apredevsim velmi citlivou. Na zakladé poznatkl byly totiz
zkonstruovany rtzné detektory inhibitorti cholinesterdz, nékteré z nich se potom
pouzivaji ve formach biosenzorli, které jsou zaloZené na enzymové reakci.
Mechanismus této reakce je totozny s mechanismech, ktery probiha v organismech.
Pomoci jednoduchych biosenzorf, které se vyuzivaji v terénu nebo v laboratotich
jsou zalozeny na barevné indikaci pribéhu enzymové reakce. Vyuziva se
riznorodych chromogennich cinidel zaloZenych na acidobazickych nebo redoxnich
typech indikatora34.

Zakladem kazdé pripravy biosenzoru je diilezitd spravné zvolend metoda
imobilizace enzymu - AChE anebo BChE, zachyceny na sorbent, nosic¢. Imobilizace
enzymu je zaloZena na fyzikalnim nebo chemickém zachyceni na sorbent, aniz by
dany enzym ztratil svoji biologickou aktivitu. Imobilizaci dochazi ke koncentrovani
enzymu, ¢imz je zajiStén dostateCny kontakt s reaktanty, které jsou soucasti kapalné
nebo plynné faze prochazejici fazi pevnou s imobilizovanym enzymem?343,

Pevna faze by méla mit predevSim tyto vlastnosti: hydrofilni charakter,
nerozpustnost ve vodé, mechanickou, chemickou odolnost a teplotni stabilitu.
Obrovskou vyhodou imobilizovanych enzymi je moZnost opakovaného pouziti.
K imobilizaci cholinesteraz se pouZzivaji riizné techniky. Nékteré z nich nachazeji
uplatnéni v riznych oblastech biotechnologie3*.

K imobilizovani enzymil se vyuziva adsorpce nebo kovalentni vazba na
nerozpustny nosic, vazba na ionexy, zabudovani do gelli a pén, imobilizace pomoci

nanostruktur, protilatek a dalsi3*3*,
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1.4.1 Existujici typy imobilizaci

o ADSORPCE NA NEROZPUSTNY NOSIC

Adsorpce enzymu na nerozpustny nosic¢ se radi mezi nejstarsi, ale
zaroven mezi nejjednodussi druh imobilizace. Princip této imobilizace je
zaloZen na interakcich mezi enzymem a sorbentem. Za velkou nevyhodu je
povaZovana nizka stabilita imobilizovaného enzymu, diky tomu omezena
doba skladovani4.

V USA byl pripraven filtra¢cni papir naimpregnovany roztokem
cholinesterazy. Pri detekci prochazel dany kontaminovany vzduch
navlhéenym filtra¢nim papirkem. V pripadé tekutin se vzorek nanasel na
detektor ve formé kapek. Pokud byly pritomny inhibitory cholinesteraz
nedochazelo ke zméné zabarveni filtracniho papiru, ten zlstaval v pripadé
detekce indoxylacetatem ci indofenylacetatem bily. Naopak v nepritomnosti
inhibitorti dochazelo k hydrolyze chromogennich cinidel za vzniku modrého
zbarveni (obrazek 21). V pripadé vyuZiti indofenylacetatu doslo k fialového
zbarveni34.

Imobilizace cholinesterazy na bavinénou tkaninu je dal$im moZnym
typem. Pri tomto typu imobilizace je proces velice jednoduchy a je zaloZen na
ponoreni tkaniny do roztoku cholinesterazy ve smési s neiontovym tenzidem
a dextranem. Pri detekci je na bavinénou tkaninu s enzymem pritlacen nosic
se substratem; jedna se bud o acetylthiocholin jodid (ATCI), nebo
butyrylthiocholin jodid (BTCI) spole¢né s Ellmanovym ¢inidlem?,

V pripadé Zlutého zbarveni nejsou pritomny inhibitory cholinesteraz.
Pokud vzorek zlistane bily, pak jsou tyto inhibitory pritomny. Typ inhibitoru
je mozné zjistit zmérenim zmény aktivity inhibované cholinesterazy po jeji
reaktivaci vhodnym c¢inidlem, napt. aldoximy. Takto pripraveny detektor je
vhodny pro detekci chemickych latek, organofosfatovych a karbamatovych

insekticidt (viz. Ellmantv esej) 3.
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Obrdzek 21 Hydrolytické Stépeni indoxylacetdtu za vzniku indiga (pouZiti chromogenniho substrdtu)3*.

o IMOBILIZACE POMOCI KOVALENTNi VAZBY
Nasledujici metoda imobilizace vyuziva tvorby specifickych vazeb
mezi enzymem a nosi¢em. Tvorba vazeb musi probihat za podminek, které
nesnizuji aktivitu enzymu. Dilezité je, aby aktivni misto enzymu nebylo
ovlivnéno343e,

Americti védci imobilizovali enzymy typu hydrolaz, oxidoreduktaz
atransferdz na nosi¢ nerozpustny ve vodé, ktery obsahoval volné
hydroxylové skupiny. MoZnymi nosi¢i mohou byt tedy latky typu silikatt -
porézni sklo, silikagel a oxidy kovl - oxid hlinity, oxidy kiemiku,
hydroxyapatit nebo oxid nikelnaty. Vazba se mezi nosi¢em a enzymem
vytvorila diky pridané latce aminopropyltriethoxysilan, ktera se nanesla na
nosic ve formeé roztoku. Po vytvoreni vazby mezi silanem a nosicem se pridal
enzym, ktery se za poklesu teploty navazal na silan. Kone¢ny produkt se poté
vysusil na vzduchu343,

Na detekci inhibitoru védci pouZili biologické tekutiny, jako jsou krev,
moc a plasma s pouzitim oximi, fluoridovych, hotecnatych a nikelnatych
iontd nebo médnatych soli. Kone¢na detekce probihala na mikrotitra¢ni
desti¢ce simobilizovanym konjugatem cholinesterasy s avidinem nebo

streptavidinem. Ke konjugaci se pouzil glutaraldehyd, ktery vytvoril

kovalentni vazby3#3®,
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o ZABUDOVANI DO GELU A PEN

Dals$i mozZnosti imobilizace cholinesteraz je jejich inkorporace do gelti
nebo pén. Matrice jsou tvoreny syntetickymi polymery - polyakrylamid,
polyurethany nebo rizné typy pryskytic, proteinti jako je napft. Zelatina,
kolagen, vaje¢ny bilek a polysacharidli jako napft. agar, agarosa, karagenany.
Gelové matrice maji schopnost zadrzovat vodu, coZ je velice nutné pro
uchovani biologické aktivity imobilizovanych latek. Prostredi geli je blizké
fyziologickym podminkdm; v tomto pripadé je tak minimalizovana
denaturace proteinu a jsou zachovany biologické funkce materialu. AvSak
nevyhodou tohoto procesu mize byt pomalé uvoliiovani imobilizovaného
proteinu. Pri detekci imobilizovana cholinesteraza Stépila substrat na
thiocholin reagujici s modrou sodnou soli, 2,6-dichlorfenolindofenolu, na
produkt (bezbarvy). Pokud se inhibitor ve vzorku nevyskytoval, ziistal

detektor modie zbarveny3!34,

1.4.2 Imobilizace na magnetické nosice

Magnetické nanocastice (<100 nm) a mikrocastice jsou predmétem velkého
zajmu pro potencialni pouziti v biologickych, biotechnologiich, environmentalnich
technologiich, ale i v mediciné a analytickych aplikacich. Magnetické nanocastice se
skladaji ze ctyr zakladnich komponentli: magnetického jadra, polymerni vrstvy
a organického raménka s pripojenym ligandem (obrazek 22). Magnetické Castice
maji zvelkého procenta povahu kompozitnich materidli skladajicich se
z fero/ferimagnetické slozky jsou zodpovédné za interakci s vnéjSim magnetickym
polem. Dale slozka diamagneticka, ktera je nemagneticka zajisti Zadanou interakci
s biologickymi materialy. VSeobecnou vyhodou u téchto magnetickych

kompozitnich materidli je mozZnost manipulace pravé plsobenim vnéjSiho

magnetického pole34353637,38.
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vivys

NejcastéjSimi materidly pro pripravu magnetickych nosi¢li biologicky
aktivnich latek jsou biokompatibilni magnetické oxidy Zeleza: magnetit a maghemit
nebo jejich smési, ale také riizné typy feritdi, které jsou ve formé praski nebo
tzv. magnetickych kapalin. V soucCasné dobé se vénuje vétSi pozornost
jednodoménovym a superparamagnetickym nanocasticim. Jednodoménové ¢astice
obsahuji pouze jednu magnetickou doménu. Ojedinélé magnetické vlastnosti

nanocastic spolu s jejich povrchem umoziuji vazat velké mnozstvi ligand G378,

magnetické jadro

ochranny povlak (polymerni vrstva)

organické raménko /
ligand (funk¢ni skupina)

Obrdzek 22 Struktura magnetické Cdstices.

1.4.2.1 Imobilizace enzymii na magnetické castice

Proteiny patfi mezi nejvyznamnéjsi biopolymery, vykonavajici radu funkci
v Zivych organismech. Pro dosazeni poZadovanych vlastnosti proteini, zejména pri
in vitro aplikacich, se ¢asto zakotvuji na pevné nosic¢e3**’. Imobilizace enzymu na
magnetické ¢astice je jednodusSe znazornéna na obrazku 23.

Navazanim enzymil na magnetické nosice pak mohou ziskat vyhodnéjsi
vlastnosti, napr. vys$i stabilitu, rozSifeny rozsah optimalni teploty, pH atd.
Imobilizaci se mlze zvysit aktivita enzymi a asto dochazi ke sniZeni Michaelisovy
konstanty K,; nizsi hodnoty K, ukazuji na vysS$i afinitu enzymu k substratu.
Nasledné navazané enzymy je mozné opakované pouzivat. Enzymy jsou stalejsi pri

skladovani a na rozdil od volnych enzymi je moZno s nimi lehce manipulovat.
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Magnetické biokatalyzatory mohou byt vyhodné zejména v pripadé, kdy je
vyuzivan drahy enzym nebo v situaci, kdy je nezadouci pritomnost enzymu
v hotovém produktu. Vyznamnou skupinou enzymi, kterd ma uplatnéni
v biotechnologickych procesech a také v mediciné, jsou proteasy; jedna se

Vv

o enzymy, které $tépi peptidové vazby v proteinech3>3637,

il

B) Q D) G)

magnetické &astice ® enzym prebytecny enzym promyvajici pufr
Obrdzek 23 Imobilizace enzymu na magnetické Cdstice.
1.4.3 Magnetické techniky pro izolaci a ¢iSténi proteinii a peptidi

Jedna se o nové separacni techniky, které maji uplatnéni v oblasti
biologickych véd a biotechnologii se izolace proteinti a peptidii obvykle provadi
pomoci afinitni chromatografie, elektroforetiky, ultrafiltrace, srazeni3’

Zakladni princip magnetické separace je velmi jednoduchy. Magnetické
nosiCe majici afinitu k izolované strukture se smichaji se vzorkem, ktery obsahuje
cilovou slouceninu. Jako vzorky mohou byt pouzity: bunécné lyzaty, krev, plazma,
mléko, mo¢, kultivaéni média, odpady z potravinarského primyslu a dalsi3’

Po inkubacni dobé, kdy se cilova slouCenina vaze na magnetické Castice, je
cely magneticky komplex snadno a rychle odstranén ze vzorku pomoci vhodného
magnetického separdtoru. Po vymyti kontaminanti miiZe byt izolovana cilova
sloucenina eluovana a pouZita pro dalsi praci. Obecné Ize magnetické separace
provadét ve dvou riiznych reZzimech primé a nepiimé metody3°-°.

V primé metodé je afinitni ligand primo spojen s magnetickymi Casticemi
nebo biopolymerem vykazujicim afinitu k cilové slouceniné nebo slouceninam je
pouzit v priibéhu pripravy magnetickych afinitnich ¢astic. Tyto ¢astice se pridaji do

vzorku a cilové slouceniny se na né poté vazou3°>°,
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V neprimé metodé se k roztoku nebo suspenzi prida volny afinitni ligand
(vhodna protilatka), aby se umoznila interakce s cilovou slouceninou. Vysledny
komplex je poté zachycen vhodnymi magnetickymi ¢asticemi. Pokud jsou protilatky
pouzity jako volné afinitni ligandy, pro zachyceni komplexu se pouziji magnetické
Castice simobilizovanymi sekundarnimi protilatkami. Mohou byt vyuZity
magnetické castice s imobilizovanym streptavidinem nebo avidinem, které jsou

pouzity k zachyceni vytvorenych komplexti3©2°,

1.5 METODY PRO STANOVENI BIOLOGICKE AKTIVITY ENZYMU

1.5.1 Ellmaniv esej

Celkova informovanost o soucasném stavu biologické aktivity cholinesteraz
vorganismu je nejvice rozhodujici pro vcasnou diagnézu pri otravé
organofosfatovymi inhibitory. V nejcastéjSich pripadech se pro stanoveni vyuZziva
erytrocytarni AChE404142,

V dnesni dobé existuje hned nékolik metod, které byly pro stanoveni biologické
aktivity cholinesteraz vyvinuty. Mezi ty nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi metodiky
radime: elektrometrické, titracni, kolorimetrické, spektrofotometrické,
fluorimetrické, radiometrické, enzymové metody. Méné vyuZivané je méreni zmény
pH svyuzitim indikatoru. BéZné pouZzivana vhodna a velice citliva metoda byla
popsana dle Ellmana, tzv. Ellmannova metoda pro stanoveni aktivit cholinestreraz.
Jedna se o kolorimetrickou metodu zavadéjici se do bézné praxe k vyhodnoceni
zdravotniho stavu lidi, ktefi se denné dostavaji do styku s organofosforovymi
inhibitory. Do skupiny lidi, kteri se nejcastéji s témito inhibitory setkavaji patri
piredevsim délnici v pramyslu a v zemédélstvi®?4142,

Principem Ellmannovy metody je nejprve hydrolyza thiocholinu
(acetylthiocholin pro AChE anebo bytyrylthiocholin pro BChE). Ihned po hydrolyze
dochazi k uvolnéni kyseliny octové a thiocholinu (obrazek 24). Thiochiolin, ktery ve
své molekule obsahuje skupinu -SH je detekovan pomoci ¢inidla DTNB tim, Ze po

dané reakci s thiocholinem dochazi k uvolnéni tzv. TNB". Tento iont se zjiStuje

spektrofotometricky vrozmezi 412 nm (obrazek 25, 26). Pritomnost inhibitoru
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se projevi bilym zabarvenim, pokud inhibitor pritomen neni, dochazi ke Zlutému
zabarveni.

Ellmaniv esej je metodou velice jednoduchou, levnou a rychlou, ale i pfesto ma
urcité nevyhody. Napriklad pfi méreni cholinesteraz vkrvi, kdy absorpcni
maximum indikdtoru TNB- je 412 nm, mize dochazet Kk interferenci
s hemoglobinem. Pravé pri této vinové délce také absorbuje hemoglobin pritomny
v krvi. Pokud chceme tuto chybu vyloulit, je zapotrebi vzorek nékolikanasobné
naredit nebo vyuZit modifikaci vinové délky na 436 nm, diky tomu nedochazi

k interferenci s hemoglobinem*%4%42,

~ N'- N S Y acetylcholinesteraza YO
/N -
(0] 0
acetylthiocholin kys. octova
+
\ﬁ/\VS_
VRN
thiocholin

Obrdzek 24 Stépenti acetylthiocholinu na kyselinu octovou a thiocholin®e.

02N N02
4 _
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Obrdzek 25 Stépeni DTNB a vznik chromoforuo.

N02 N02
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S/@i"/OH SQ;"/
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Obrdzek 26 Prechod chromoforu na formu, kterd je fotometrovdna“C.
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace je ovérit moznost reaktivace lidskych

cholinesteraz imobilizovanych na povrchu stacionarnich fazi.

Dil¢i cile:
1. ovérit moznosti imobilizace lidskych cholinesteraz na povrchu riznych
stacionarnich fazi,
2. potvrdit pfitomnost metabolické aktivity u imobilizovanych enzymd,
ovérit stabilitu imobilizovanych enzymij,
3. reaktivovat imobilizované enzymy po predchozi inhibici pomoci
vybranych organofosfatd,

4. porovnat moZnost reaktivace s volnymi enzymy.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIALY A METODY

3.1.1

Pouzité pristroje

Spark Multimode Microplate Reader (Tecan Group, Svycarsko)

UV/VIS spektrofotometr Cary 60 (Agilent Technologies, Kalifornie, USA)
Analytické vahy Mettler Toledo XSE105 (Mettler Toledo, Svycarsko)
Mini-Rotator Bio RS-24 (Biosan, Lotyssko)

Stolni centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Némecko)

Pouzité chemikalie a vzorky

MilliQ ultracista voda (Merck, USA)

rekombinantni enzymy - AChE a BChE (katedra PrF, Hradec Kralové)
obidoxim (katedra PrF, Hradec Kraloveé)

pralidoxim (katedra PrF, Hradec Kralové)

asoxim (katedra PrF, Hradec Kralové)

trimedoxim (katedra PrF, Hradec Kralové)

methoxim (katedra PrF, Hradec Kralové)

magnetické stacionarni faze His-Trap (Thermo Fisher’s Scientific) a SIMAG-
PGL (Thermo Fisher’s Scientific)

nemagnetické stacionarni faze Sepharosa (Thermo Fisher’s Scientific)
hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat (Penta, CR)
hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Penta, CR)
acetylthiocholin jodid (Merck, USA)

butyrylthiocholin jodid (Merck, USA)

5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (Merck, USA)

inhibitory - 4-nitrofenylisopropylmethylfosfonat, paraoxon
4-nitrofenylethylmethylfosfat, 4-nitrofenylethyldimethylfosfoamidat
(Chemforase, USA)

kyanoborohydrid sodny (Merck, USA)
2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol (Merck, USA)
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3.1.3 Pracovni postupy
3.1.3.1 Imobilizace na ruzné stacionarni faze

Magnetické ¢astice His — Trap a nemagnetické ¢astice (Sepharosa)

Magnetické castice (0,1 mg, czisobni=40 mg/ml) nebo nemagnetické Castice
(100 pl, cfina= 15 pwmol/ml) byly napipetovany do Na-fosfatového pufru (1 ml,
pH=7,4, c=25 mM). Takto pripravené Castice byly tfikrat promyty Na-fosfatovym
pufrem (500 ul), tim bylo zajiSténo kvalitni prostredi pro dané castice. Nasledné byl
pripraven roztok 500x redéného enzymu (1 pl enzymu o ¢=689,29 ng/ml
+ 499 ul pufru). Zkumavka s magnetickymi ¢asticemi byla vloZena do magnetického
separatoru a s nemagnetickymi ¢asticemi do centrifugy (800 RCF, 30 sek.). Poté byl
odpipetovan prebytecny pufr. Na castice byl napipetovan 500x redény enzym
(200 pl) a zkumavky s témito ¢asticemi vloZeny na rotator, aby se Castice navazaly.
Celkova imobilizace trvala 15 minut.

Po ¢asovém intervalu se zbytkovy roztok odpipetoval do nové zkumavky a
oznacil se jako roztok po imobilizaci. Volné imobilizované ¢astice byly opét trikrat
promyty Na-fosfatovym pufrem (500 pl) na odstranéni prebytecného enzymu
aresuspendovaly se do Na-fosfatového pufru (200 pl). U Ccistého enzymu,
imobilizovaného enzymu a u zbytkového roztoku po imobilizaci byla zmérena

biologicka aktivita s vyuzitim Ellmanovy eseje (3.1.3.6).

Magnetické ¢astice SIMAG - PGL

Magnetické castice (0,1 mg, Czis0bni=50 mg/ml) byly napipetovany do Na-
fosfatového pufru (1 ml, pH=7,4). Takto pripravené castice byly trikrat promyty Na-
fosfatovym pufrem (500 pl), tim bylo zajisténo kvalitni prostiredi pro dané Castice.
Nasledné byl pripraven roztok 500x redéného enzymu (1 upl enzymu
0 c=689,29 ng/ml + 499 pl pufru). Zkumavka s ¢asticemi vlozena do magnetického
separatoru a odpipetovan prebytecny pufr. Poté byla zkumavka vloZena do
magnetického separatoru a odpipetovan prebytecny pufr. Na tyto castice byl
napipetovan 500x fedény enzym (200 pl) a zkumavka stémito casticemi byla

vloZena na rotator, aby se ¢astice navazaly. Celkova imobilizace trvala 60 minut.
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Po hodiné se k ¢asticim pridal kyanoborohydrid sodny (20 pl, cfina=100 mM).
Po uplynuti 20 minut se pridal TRIS (4,85 mg, csina=0,2 M). Po vSech pridavcich se
zbytkovy roztok odpipetoval do nové zkumavky a oznaCil se jako roztok po
imobilizaci. Volné imobilizované castice byly opét trikrat promyty Na-fosfatovym
pufrem (500 pul) na odstranéni prebytecného enzymu a resuspendovaly se do Na-
fosfatového pufru (200 pl). U Ccistého enzymu, imobilizovaného enzymu
a u zbytkového roztoku po imobilizaci byla zmérena biologicka aktivita s vyuzitim

Ellmanovy eseje (3.1.3.6).

3.1.3.2 Rychlost imobilizace na His-Trap Castice

Magnetické castice (0,1 mg, Czis0bni=40 mg/ml) byly napipetovany do Na-
fosfatového pufru (1 ml, pH=7,4). Takto pripravené castice byly trikrat promyty Na-
fosfatovym pufrem (500 pl). Byl pripraven roztok 500x redéného enzymu (1 ul
enzymu o ¢=689,29 pg/ml + 499 ul pufru). Nasledné bylo odpipetovano 400 ul
enzymu a prevedeno na Castice. Zkumavka s témito Casticemi a enzymem byla
vloZena na rotator. Jednotlivé vzorky byly odebirdany po 5 min. intervalech
(tzn.v case 0, 5, 10, ...). V case ,0“ byl nadavkovan 100% Ccisty neimobilizovany
enzym. Celkova imobilizace trvala 30 minut. Po ¢asovém intervalu se jednotlivé

vzorky promérily pomoci Ellmanovy eseje (3.1.3.6).

3.1.3.3 Stabilita imobilizovaného enzymu

500x redény enzym (200 ul) byl napipetovan do zkumavky s pripravenymi
Casticemi a zkumavka se zbytkem Cistého enzymu byla vloZeny do lednice na dobu
5 a 14 dni. Po casovém intervalu se zbytkovy roztok odpipetoval a volné
imobilizované Castice byly opét trikrat promyty Na-fosfatovym pufrem (500 pl) na
odstranéni prebyte¢ného enzymu a resuspendovaly se zpét do Na-fosfatového pufru
(200 pl). U takto pripravenych vzorkl byla zméfena biologicka aktivita s vyuZzitim

Ellmanovy eseje (3.1.3.6).

-43 -



3.1.3.4 Inhibice imobilizovaného enzymu

Pripravené castice v jedné zkumavce se resuspendovaly se do Na-
fosfatového pufru (200 pl) a kdruhé zkumavce s Casticemi byl pridan inhibitor
(0,5 pl inhibitoru o ¢=25 uM/200 ul pufru). Zkumavku s inhibitorem byla vloZena
na rotator a celkovy Cas inhibice byl 30 min.

Po 30 minutach se prebytecny inhibitor odpipetoval do odpadu a nasledovalo
trojité promyti castic od prebytecného inhibitoru. U imobilizovaného enzymu
a inhibovanych c¢astic byla zmérena biologicka aktivita svyuZitim Ellmanovy

eseje (3.1.3.6).

3.1.3.5 Reaktivace inhibovaného enzymu

K inhibovanému enzymu se pridal predem pripraveny reaktivator (10 uM a
100 uM) rozpusStény ve vodé. U imobilizovaného enzymu a u enzymu
reaktivovaného byla zmérena biologicka aktivita svyuzitim Ellmanovy eseje
(3.1.3.6). Timto zplisobem byly proméreny vSechny typy inhibitori (POX, NIMP,
NEMP a NEDPA) a reaktivatorti (obidoxim, pralidoxim, asoxim, trimedoxim

a methoxim). Kazdy vzorek byl proméren v duplikatu.

3.1.3.6 Stanoveni enzymové aktivity

Pro stanoveni enzymové aktivity byl vyuzit pristroj Spark Multimode
Microplate Reader nebo UV/VIS spektrofotometr Cary 60. Pristroj byl temperovan
na 37 °C a nastaven na vinovou délku 436 nm. Spark Multimode Microplate Reader
byl nastaven na celkové méreni 5 minut a cyklus 0,1 min. UV/VIS spektrofotometr
Cary 60 byl nastaven na celkové méreni 10 minut a cyklus 0,5 minut.

Na mikrotitra¢ni desticku bylo nadavkovano 60 ul Na-fosfatového pufru (25
mM), 20 ul DTNB (5 mM), 10 pl enzymu a 10 ul ATCI/BTCI (10 mM). Do kyvety bylo
napipetovano 690 pl pufru, 200 ul DTNB (5 mM), 10 pl enzymu a 100 pl ATCI/BTCI
(10 mM). Vysledné hodnoty biologickych aktivit byly vyjadreny jako rozdil

absorbance za casovy usek.
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3.2 VYSLEDKY A DISKUZE

3.2.1 Imobilizace na rizné stacionarni faze

V této diplomové praci bylo vyuZito kimobilizaci enzymu riznych typi
stacionarnich fazi. Kimobilizaci enzymu se pouzily tyto stacionarni faze:
magnetické a nemagnetické His - Trap Castice, pricemz magnetické ve své strukture
nesou Co?* a nemagnetické Ni?*. Poslednim typem stacionarni faze byly vyuZity
SIMAG-PGL castice.

U jednotlivych typi Castic byla stanovena biologicka aktivita enzymu, a to
u roztoku Cistého enzymu, imobilizovaného enzymu a zbytkového roztoku, ktery se
odebral od ¢astic pro ovéreni, v jaké mife se enzym na Castice imobilizoval. Aktivita
enzymu pro magnetické His-Trap byla promérena trikrat tzn. v triplikatu.
Nemagnetické His-Trap castice a SIMAG-PGL byly proméreny jednou. Ziskané
hodnoty absorbance vzorkt byly vyjadieny jako rozdil absorbance za ¢asovy usek.
Nasledné byl vypocten priimér hodnot, vyjadiren v procentech a vnesen do grafu.

Biologicka aktivita enzymu vazaného na magnetické His-Trap castice je
uvedena v tabulce 2 a graf je znazornén na obrazku 27. Biologicka aktivita enzymu
vazaného na nemagnetické His-Trap castice je uvedena v tabulce 3 a k porovnani
vysledki je namérend absorbance je uvedena v obrazku 29. Ke zhodnoceni vysledki
pro SIMAG-PGL castice jsou hodnoty uvedeny vtabulce 4 a hodnoty byly

porovnavany v obrazku 30.

-45 -



Tabulka 2 Absorbance pro magnetické His-Trap Cdstice.

1. méfeni | 2. méreni | 3. méfeni ramér Smér. relativni aktivita
) ) ) P odchylka enzymu[%]
A (volny enzym) 0,100 0,570 0,589 0,420 0,013 100%
A (roztok po 0018 | 0024 | 0027 | 0023 0,005 5%
imobilizaci)
A (imobilizovany 1,131 1,135 1,109 1,125 0,014 268%
enzym)
300% 1
268%
250%
& 200% -
g
é 150% -
E 100%
© 100% -
50% -
5%
0% =
A (Cisty enzym) A (roztok po imobilizad) A (imobilizovany enzym)

vzorek
Obrdzek 27 Relativni aktivita enzymu jednotlivych vzorki u magnetickych His-Trap Cdstic.

Obrazek 27 nam znazornuje relativni aktivitu enzymu pred a po imobilizaci.
Jako referen¢ni hodnota byla stanovena absorbance neimobilizovaného enzymu
a s ni byly porovnavany aktivity enzymu imobilizovaného a zbytkového roztoku.
Zbytkovy roztok nevykazoval témér Zadnou aktivitu z cehoZ usuzujeme, Ze doSlo
kdplnému navazani enzymu na castice. Zhodnoty absorbance enzymu
imobilizovaného na casticich vidime, Ze si enzym zachovava aktivitu a zaroven
navazanim na Castice doSlo ke zvySeni aktivity, ¢imZ pozorujeme vzestup
absorbance asi 2,5x.

Tento typ Castic je zaloZen na principu polyhistidinové znacCky (His-tag)
spocivaci ve schopnosti histidinu se navazat na ionty nékterych kovi jako je Ni%*,
Co?, Cu** nebo Zn?*'. Vyhodou His-tag je dobra funké¢nost, ktera je nezavisla na
umisténi v ramci sekvence proteinu. His-tag miiZe byt zarazen na C- i N- konec
proteinu. Nejcastéji pouzZivané usporadani His-tag je Sestinasobné opakovani
histidinu, které ma nejsilnéjsi vazbu k vyse zminénym kovim (obrazek 28). Timto

zplisobem pravdépodobné dochazi k prostorové vyhodné imobilizaci a aktivni
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misto neni stericky branéno natolik, aby nemohlo dojit k navazani substratu a jeho

nasledné metabolizaci*>**.

HIS - HIS - HIS - HIS - HIS - HIS

Obrdzek 28 Interakce His-tag s kovovymi ionty*3

Tabulka 3 Absorbance pro nemagnetické His-Trap Cdstice.

AA/At relativni aktivita
enzymu [%]
A (volny enzym) 0,810 100%
A (roztok po imobilizaci) 0,017 2%
A (imobilizovany enzym) 0,020 2%
120%
100%
100%
S
= 80%
g
N
=
[
S
s 60%
X
3]
E
= 40%
E
20%
2% 2%
0% T T |
volny enzym roztok po imobilizaci imobilizovany enzym
vzorek

Obrdzek 29 Relativni aktivita enzymu jednotlivych vzorkii u nemagnetickych His-Trap Cdstic.

Z obrazku 29 a 30 usuzujeme, Ze doslo k imobilizaci enzymu, jelikoZ aktivita
zbytkového roztoku byla nizka. Od predchoziho grafu pozorujeme pokles aktivity
imobilizovaného enzymu. V pripadé nemagnetickych castic His-Trap je biologicka
aktivita imobilizovaného enzymu nizka, jelikoZ Sepharosa je porézni ¢astice, u které
miiZze dochazet k podstatné delsi interakci Castice s enzymem anebo se enzym
dostane hloubéji do poérl, a tudiz castice nemusi byt pristupna pro dalsi

komponenty, napr. substrat. Pro tento pripad se nam nepotvrdila popisovana
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vyhoda adsorpce na povrch nosice bez vzniku kovalentni vazby, ¢imz nedochazi

k chemické modifikaci, a tedy ke sniZzeni aktivity*.

Tabulka 4 Absorbance pro SIMAG-PGL Cdstice.

relativni aktivita
AA/AL enzymu [%]
A (volny enzym) 0,758 100%
A (roztok po imobilizaci) 0,034 5%
A (imobilizovany enzym) 0,060 8%

120%

100%

100%

80%

60% 1

40%

relativni aktivita enzymu [%]

20% A

5% 8%
(]

0% T .

volny enzym roztok po imobilizaci imobilizovany enzym

vzorek
Obrdzek 30 Relativni aktivita enzymu jednotlivych vzorkii u cdstic SIMAG-PGL

Obdobny pokles aktivity pozorujeme i u castic SIMAG-PGL. Magnetické
Castice SIMAG - PGL se vyznacuji, tim, Ze maji ve své strukture navazany
aldehydické skupiny, pomoci kterych dochazi kinterakci dané -NH; skupiny
aminokyseliny (obrazek 31).

Interakci aminoskupiny a aldehydické skupiny dochazi ke vzniku iminu,
tzv. Schiffovy baze. Iminy jsou vSeobecné velmi malo stalé, proto se pri procesu
imobilizace vyuZiva kyanoborohydridu sodného, ktery zajisti redukci iminu na

stabilnéjSi aminoskupinu. Kyanoborohydrid sodny je velice silné reduk¢ni c¢inidlo,

(CH,)y - CHO W 4 \ W
1 2%, £ A

(CHy-CHO  dhi s
c A e 1 N\
: \ § 1; ? e
CH,)y - CHO NH,— ' - ;
O— (| 2)X + 2 — (CIHz)X- )
" O
CH,)y - CHO
( - (CH2)X - CHO

Obrdzek 31 Vznik Schiffovy baze*®.
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které mulize zaroven zredukovat disulfidické miistky u cysteinu, z toho usuzujeme,
Ze miiZe dojit k porusSeni tercidrni struktury a ztraté aktivity enzymu. Piidavkem
TRIS k ¢asticim dochazi k blokaci nezreagovanych aldehydickych skupin®’48,

Tim, Ze doSlo k chemické modifikaci mohlo dojit ke zméné terciarni struktury
a ke ztraté aktivity. Ztratou aktivity mize byt zména terciarni struktury z diivodi
sterickych, blokace aktivniho mista nebo pripadné mohlo dojit k jinym chemickym
a strukturnim zménam na enzymu“®.

Shrnutim téchto vysledki byly pro dalsi praci vyuzity pouze magnetické His-
Trap castice, jelikoz jejich aktivita u imobilizovaného enzymu byla v porovnani

s ostatnimi casticemi vyssi.

3.2.2 Rychlost imobilizace na His-Trap magnetické castice

Pro stanoveni rychlosti imobilizace enzymu bylo vyuzito pouze His-Trap
magnetickych castic. Biologicka aktivita byla promérena u zbytkového roztoku,
ktery byl odebran od magnetickych ¢astic v raznych ¢asovych intervalech, z diivodu
zjiSténi efektivity vazby enzymu na dané castice. Vzorky se odebiraly po
Sminutovych intervalech a kazdy vzorek byl preméren v triplikatu. Celkovy cas
imobilizace byl 30 minut. Relativni aktivity enzymu byly zaznamenany do tabulky 5

a porovnani jednotlivych aktivit v riznych ¢asech jsou uvedeny na obrazku 32.
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Tabulka 5 Relativni aktivita imobilizovaného enzymu na His-Trap Cdsticich v riiznych casech.

" P wy o “v . “ oy Smér. relativni aktivita
Cas navazani [min.] | A (1.méfeni) | A (2.méfeni) | A (3.méfeni) | primér odchylka enzymu [%]
0 1,190 1,058 1,087 1,112 0,070 100%
5 0,082 0,084 0,068 0,078 0,009 7%
10 0,030 0,026 0,026 0,027 0,003 2%
15 0,018 0,020 0,000 0,013 0,011 1%
20 0,024 0,019 0,031 0,025 0,006 2%
25 0,013 0,022 0,000 0,012 0,011 1%
30 0,010 0,001 0,010 0,007 0,005 1%
120% 4
100%
100% 1 J_
§ 80% 1
£
:*E 60% 1
Eﬂ 40% 1
20% 1
7%
2% 9 2% 9 Y
o [ﬂ—| % 1% % 1% 1%
0 5 10 15 20 25 30

t (min.)

s vz

Obrdzek 32 Imobilizace enzymu na His-Trap magnetické Cdstice po 5minutovych intervalech.

Z obrazku 32 vyplyv4, Ze enzym se imobilizuje v nejvétsi mire v rozmezi 0-
5 minuty. Po 15 minutach od nadavkovani enzymu k magnetickym casticim by se
dalo rici, Ze se enzym z 99% imobilizoval z volného roztoku na povrch magnetické
Castice, jelikoZ z obrazku 32 je patrny klesajici pribéh imobilizace enzymu. Pro
imobilizaci enzymu postaCuje 15minutovy interval, ktery se nadale pouzival

v ostatnich experimentech této diplomové prace.
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3.2.3 Stabilita imobilizovaného enzymu na His-Trap ¢asticich

JelikoZ vime, Ze se enzym imobilizoval, mohlo se plynule prejit na dalsi krok,
a to ke stabilité imobilizovaného enzymu na magnetickych cCasticich. V tomto kroku
byly proméreny vzorky cistého enzymu a vzorky enzymu imobilizovaného. Tri
vzorky byly pripraveny s dostatecnym predstihem a uloZeny do lednice po dobu
5a14 dnd. Po uplynuti této doby byly vzorky proméreny spolecné se vzorkem
imobilizovaného enzymu, ktery byl pripraven vden méreni. Podstatou tohoto
experimentu byl diikaz, Ze enzym imobilizovany na ¢astice lze vyuzit pro nasledujici
praci i po ur¢itém casovém intervalu a neni tedy potieba pred zahajenim nové prace

vZdy pripravovat novy imobilizovany enzym. Porovnani relativnich biologickych

aktivit jednotlivych vzorkil jsou uvedeny na obrazku 33.

100%
100% -

93% 920%

90%

80%

70% A

60% -

50% -

40% -

relativni aktivita enzymu [%]

30%

20%

10% A

0%

T T T
volny enzym po 5 dnech imobilizovany enzym v den piipravy imobilizovany enzym po 5 dnech imobilizovany enzym po 14 dnech

vzorek

Obrdzek 33 Porovndni stability imobilizovaného a volného enzymu na magnetickych His-Trap cdsticich.

Na obrazku 33 je patrné, Ze ziskané hodnoty absorbanci u volného
a imobilizovaného enzymu se zcela liSi. Volny enzym jiz po 5 dnech vykazoval
nulovou aktivitu. Oproti tomu enzym imobilizovany na casticich po 5 dnech
vykazoval 93% aktivitu a vzorek 14 dnech vykazoval 92% aktivitu v porovnani
s imobilizovanym enzym, ktery byl pripraveny vden méreni. Enzymy by
s takovouto hodnotou aktivity mohly byt pouzity v dalSich experimentech.

U volného enzymu v roztoku miize dochazet k nezidoucimu shlukovani
a deformaci struktury, coZ vyrazné snizuje jeho aktivitu®. Ztrata aktivity u volného
enzymu muze byt také zplisobena mikrobidlni degradaci, coZ je reSeno pridanim

antibiotik do roztoku volného enzymu®°.
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Imobilizace enzymi je velice cennym procesem, kterou se zajiStuje jeho
snadna separace od produktu. Imobilizace usnadnuje efektivni regeneraci, opétovné
pouziti. Také dochazi ke zlepSeni enzymatickych vlastnosti, jako je aktivita, zvySena

stabilita vici teploté, pH a organickym rozpoustédlim>1°25354,

3.2.4 Inhibice imobilizovaného enzymu

V této casti bylo dilezité ovérit, jestli 1ze imobilizovany enzym inhibovat.
Inhibice byla provedena pomoci NIMP (c=25 pM) jak u AChE, tak u BChE. Pouzival
se imobilizovany enzym na His-Trap magnetickych casticich a méreni probihalo
v triplikdtu. Z vyslednych hodnot absorbanci byl vytvofen primér a vyjadiena
procentualni relativni aktivita u imobilizovaného enzymu a u inhibovaného enzymu.
VSechny hodnoty absorbance pro AChE byly zaznamenany do tabulky 6 a pro BChE
do tabulky 7. Hodnoty relativnich aktivit u imobilizovaného a inhibovaného enzymu

jsou uvedeny na obrazku 34 a 35.

Tabulka 6 Hodnoty relativnich aktivit pro imobilizovany a inhibovany enzym (AChE).

1. méreni 2. méfeni 3. méreni primér | smeér. odchylka Relativni aktivita
enzymu[%]
A (imobil. enzym) 0,386 0,354 0,455 0,398 0,052 100%
A (inhib. enzym) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0%

Tabulka 7 Hodnoty relativnich aktivit pro imobilizovany a inhibovany enzym (BChE).

1. méfeni | 2.méreni | 3.méreni primér | smér. odchylka Relativni aktivita
enzymu[%]
A (imobil. enzym) 0,511 0,427 0,445 0,461 0,044 100%
A (inhib. enzym) 0,008 0,000 0,000 0,008 0,005 2%
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100% 1
S
g 80% -
=
N
=
(<]
3
I 60% -
2
X
[3]
£ 40% -
=
z
20% A
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imobilizovany enzym inhibovany enzym
vzorek
Obrdzek 34 Inhibice imobilizovaného enzymu (AChE).
120% A
100%
T
— 9 _
= 100% T
=
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N
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=
+
X
3
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2
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L 20% -
2%
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imobilizovany enzym inhibovany enzym

vzorek

Obrdzek 35 Inhibice imobilizovaného enzymu (BChE).

Obrazek 34 a 35 ukazuje inhibici imobilizovaného enzymu, jako referencni
hodnota byla zvolena u imobilizovaného enzymu a to 100 %. Pokud byl
k imobilizovanému enzymu pridan inhibitor doSlo k vyraznému poklesu aktivity,
u AChE na 0% a u BChE na 2%. Z téchto dat usuzujeme, Ze imobilizovany enzym
ztratil veSkerou biologickou aktivitu a v této chvili je enzym zainhibovany a neni
schopen vykonavat svoji biologickou funkci. MoZnost inhibice imobilizovaného
enzymu byla potvrzena. I po imobilizaci je enzym stale pristupny pro inhibitor

a imobilizace nesnizuje jeho citlivost k inhibici®®.
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3.2.5 Reaktivace inhibovaného enzymu

Po ovéreni moZnosti zainhibovani enzymu bylo diilezité prokazat moznost

reaktivace takto inhibovaného enzymu imobilizovaného na povrch magnetickych

c¢astic. K inhibici enzymu bylo vyuzito nasledujicich inhibitort (POX, NIMP, NEMP

a NEDPA). K takto pripravenym (zainhibovanym enzymim) byl pridan klinicky

pouzivany reaktivator (obidoxim, pralidoxim, asoxim, methoxim nebo trimedoxim)

0 c=10a 100 pM. Byla vyuzita reaktivace, jak pro AChE, tak pro BChE a nakonec byla

vyuzita reaktivace AChE a BChE s pridavkem NaCl v Na-fosfatovém pufru.

3.2.5.1 Reaktivace AChE a BChE

Hodnoty absorbance jsou zachyceny v tabulkach 8 a 9 a vysledné hodnoty

porovnany v obrazku 36-43. Za referen¢ni hodnotu byl zvolen priimér naméfenych

hodnot jednotlivych absorbanci u imobilizovaného enzymu bez predchozi inhibice.
Tabulka 8 Relativni aktivity pro reaktivace AChE.

POX A(1.méfeni) | A(2.méfenf) primér | rel. aktivita enzymu [%]| smér. odchylka NEDPA A(Lméfeni) |A(2.méfeni)| primér [rel aktivitaenzymu [%][ smér. odchylka
imob. enzym 0,533 0,630 0,582 100% 0,069 imob. enzym 0,533 0,630 0,582 100% 0,069
OBI 10pM -0,059 -0,026 -0,043 0% 0,024 OBI 10uM -0,021 0,060 0,020 3% 0,057
OBI 100pM 0,010 0,045 0,028 5% 0,025 OBI 100puM 0,110 0,128 0,119 20% 0,013
PRA 10uM -0,027 -0,035 -0,031 0% 0,006 PRA 10uM -0,013 -0,047 -0,030 0% 0,024
PRA 100uM 0,001 0,017 0,009 2% 0,011 PRA 100pM 0,006 -0,061 -0,028 0% 0,048
ASO 10puM -0,084 -0,072 -0,078 0% 0,009 ASO 10pM 0,035 0,024 0,029 5% 0,008
ASO 100uM -0,015 -0,083 -0,049 0% 0,048 ASO 100pM 0,140 0,024 0,082 14% 0,083
TRIM 10pM 0,010 0,013 0,011 0% 0,002 TRIM 10pM 0,024 0,106 0,065 11% 0,058
TRIM 100uM 0,080 0,030 0,055 9% 0,035 TRIM 100puM 0,117 0,102 0,110 19% 0,010
METH 10uM -0,073 -0,076 -0,074 0% 0,002 METH 10uM 0,030 0,047 0,039 7% 0,012
METH 100puM -0,037 -0,013 -0,025 0% 0,017 METH 100pM 0,098 0,092 0,095 16% 0,005
NEMP A(l.méfeni) | A(2.méfeni) primér | rel. aktivita enzymu [%]| smér. odchylka NIMP A(L.méfeni) | A(2.méeni)| primér [rel aktivitaenzymu [%]| smér. odchylka
imob. enzym 0,533 0,630 0,582 100% 0,069 imob. enzym 0,533 0,630 0,582 100% 0,069
OBI 10pM 0,054 -0,020 0,017 3% 0,052 OBl 10uM 0,000 0,013 0,006 1% 0,009
OBI 100pM 0,044 0,091 0,067 12% 0,033 OBI 100puM 0,022 0,025 0,023 4% 0,002
PRA 10pM -0,036 -0,011 -0,024 0% 0,018 PRA 10uM 0,001 0,007 0,004 1% 0,004
PRA 100puM -0,059 -0,009 -0,034 0% 0,035 PRA 100puM 0,000 0,024 0,012 2% 0,017
ASO 10puM -0,015 -0,049 -0,032 0% 0,024 ASO 10pM 0,085 0,029 0,057 10% 0,040
‘ASO 100puM 0,028 0,094 0,061 10% 0,047 ASO 100pM 0,281 0,307 0,294 51% 0,018
TRIM 10puM -0,032 0,027 -0,002 0% 0,041 TRIM 10pM 0,019 0,005 0,012 2% 0,010
TRIM 100pM 0,047 0,069 0,058 10% 0,015 TRIM 100uM 0,186 0,145 0,166 28% 0,029
METH 10pM 0,049 0,033 0,041 7% 0,011 METH 10pM 0,041 -0,019 0,011 2% 0,042
METH 100uM 0,017 0,030 0,023 4% 0,010 METH 100pM 0,065 0,103 0,084 14% 0,027
Tabulka 9 Relativni aktivity pro reaktivace BChE.

POX A(Lméfenf) | A(2méfeni) | pramér |relat aktivitaenzymu [%]| smér. odchylka NEDPA A(Lméfeni) | A@2.méfeni) | pramér | relat. aktivita enzymu [%] | smér. odchylka
imob. enzym 0,922 0,870 0,896 100% 0,037 imob. enzym 0,922 0,870 0,896 100% 0,037
OBI 10puM 0,149 0,145 0,147 16% 0,003 OBI 10pM 0,124 0,127 0,126 14% 0,002
0BI100pM 0,169 0,139 0,154 17% 0,022 OB1100pM 0,155 0,142 0,148 17% 0,009
PRA 10uM 0,142 0,132 0,137 15% 0,007 PRA 10pM 0,147 0,137 0,142 16% 0,007
PRA 100pM 0,147 0,141 0,144 16% 0,004 PRA 100pM 0,168 0,160 0,164 18% 0,006
ASO 10pM 0,146 0,137 0,141 16% 0,006 ASO 10pM 0,127 0,134 0,131 15% 0,005
ASO 100uM 0,138 0,143 0,140 16% 0,004 ASO 100puM 0,161 0,142 0,152 17% 0,014
TRIM 10uM 0,136 0,126 0,131 15% 0,007 TRIM 10uM 0,146 0,144 0,145 16% 0,002
TRIM 100pM 0,154 0,137 0,146 16% 0,012 TRIM 100puM 0,154 0,145 0,149 17% 0,006
METH 10uM 0,142 0,133 0,137 15% 0,006 METH 10uM 0,124 0,142 0,133 15% 0,013
METH 100uM 0,148 0,141 0,145 16% 0,005 METH 100puM 0,147 0,152 0,149 17% 0,004

NEMP A(L.méfeni) A(2.méfeni) primér | relat. aktivita enzymu [%]| smér. odchylka NIMP A(L.méfeni) | A(2.méfeni) | primér relat. aktivita enzymu [%] [ smér. odchylka
imob. enzym 0,922 0,870 0,896 100% 0,037 imob. enzym 0,922 0,870 0,896 100% 0,037
OBI 10uM 0,136 0,140 0,138 15% 0,002 OBI 10uM 0,127 0,137 0,132 15% 0,007
O0BI100pM 0,161 0,158 0,160 18% 0,002 OBI100pM 0,167 0,160 0,164 18% 0,005
PRA 10uM 0,167 0,135 0,151 17% 0,023 PRA 10puM 0,137 0,140 0,138 15% 0,002
PRA 100pM 0,171 0,176 0,173 19% 0,004 PRA 100pM 0,158 0,161 0,160 18% 0,002
ASO 10uM 0,144 0,132 0,138 15% 0,009 ASO 10uM 0,081 0,094 0,087 10% 0,009
ASO 100uM 0,215 0,182 0,198 22% 0,023 ASO 100puM 0,206 0,189 0,198 22% 0,012
TRIM 10uM 0,141 0,142 0,141 16% 0,001 TRIM 10uM 0,324 0,300 0,312 35% 0,017
TRIM 100pM 0,159 0,143 0,151 17% 0,011 TRIM 100puM 0,183 0,188 0,186 21% 0,003
METH 10pM 0,165 0,143 0,154 17% 0,015 METH 10puM 0,143 0,156 0,149 17% 0,009
METH 100uM 0,141 0,173 0,157 18% 0,022 METH 100uM 0,277 0,234 0,256 29% 0,031
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Obrdzek 36 Reaktivace AChE POX.
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Obrdzek 37 Reaktivace AChE NEMP.
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Obrdzek 38 Reaktivace AChE NEDPA.
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Obrdzek 40 Reaktivace BChE POX.
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Obrdzek 41 Reaktivace BChE NEMP.
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Obrazek 42 Reaktivace BChE NEDPA.
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Obrazek 43 Reaktivace BChE NIMP.

Na obrazku 36-39 je znazornéna reaktivace AChE. Reaktivace u AChE se
pohybuji v rozmezi 0-10% u c¢=10 pM a u 100 pM reaktivatord se aktivity enzymu
pohybuji v rozsahu od 2 do 28%. Hodnoty u 100 pM reaktivatori jsou o néco vyssi,
coZ je ocekavané, protoZe se pracuje s vyssi koncentraci. Z téchto vysledki vybocuje
pouze reaktivace AChE inhibované NIMP, kde reaktivace pomoci asoximu (100 pM)
dosahuje 51%. Obecné lze konstatovat, Ze u imobilizované AChE je ucinnost

reaktivace niZ$i ve srovnani s daty publikovanymi i s namérenymi daty (tabulka 10)

pro volny enzym?>®>7,
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Tabulka 10 Reaktivace volné AChE a BChE pomoci oximii

ACHE ACHE
POX rel. aktivita enzymu [%] smér. odchylka NEDPA rel. aktivita enzymu [%] smér. odchylka
OBI 10uM 34,5% 1,6 OBI 10uM 31,7% 0,9
OBI 100uM 94,9% 1,6 OBI 100puM 49,5% 4,7
PRA 10uM 5,6% 0,1 PRA 10pM 43% 0,5
PRA 100puM 36,6% 0,5 PRA 100puM 26,4% 0,1
ASO 10pM 2,3% 0,3 ASO 10puM 12,6% 1,7
ASO 100puM 21,8% 2,8 ASO 100uM 22,6% 1,8
TRIM 10uM 52,4% 15 TRIM 10uM 25,7% 0,4
TRIM 100puM 67,3% 0,2 TRIM 100puM 36,9% 2,0
METH 10pM 7.7% 0,5 METH 10uM 57% 0,2
METH 100uM 44,6% 3,5 METH 100pM 29,0% 1,1
NEMP rel. aktivita enzymu [%] smér. odchylka NIMP rel. aktivita enzymu [%] smér. odchylka
OBI 10uM 11,5% 1,2 OBI 10puM 54,4% 3,7
OBI 100puM 57,7% 2,1 OBI 100uM 72,5% 33
PRA 10pM 45% 0,4 PRA 10pM 10,7% 0,43
PRA 100puM 28,3% 0,9 PRA 100pM 44,4% 0,57
ASO 10pM 24,2% 1,2 ASO 10pM 43,7% 1,3
ASO 100uM 88,2% 6,8 ASO 100pM 63,3% 3,2
TRIM 10uM 2,5% 0,3 TRIM 10uM 33.2% 2,5
TRIM 100uM 44,5% 1,7 TRIM 100uM 91,2% 1,3
METH 10uM 7,1% 0,3 METH 10pM 7,9% 0,3
METH 100uM 41,1% 0,6 METH 100uM 45,1% 09
BCHE BCHE
POX rel. aktivita enzymu [%)] smér. odchylka NEDPA rel. aktivita enzymu [%] smér. odchylka
OBI 10uM 1,2% 0,2 OBI 10pM 3,5% 0,6
OBI 100pM 4,9% 0,2 OBI 100pM 12,1% 0,4
PRA 10uM 0,4% 0,2 PRA 10pM 1,3% 0,1
PRA 100uM 2,9% 0,7 PRA 100uM 9,6% 0,7
ASO 10pM 0,7% 0,4 ASO 10pM 1,0% 0,6
ASO 100uM 3,8% 0,7 ASO 100pM 3,8% 0,5
TRIM 10uM 1,0% 03 TRIM 10pM 2,8% 05
TRIM 100uM 3,0% 0,4 TRIM 100puM 10,2% 0,3
METH 10pM 0,6% 0,2 METH 10pM 1,4% 0,5
METH 100puM 2,2% 0,8 METH 100pM 6,5% 0,9
NEMP rel. aktivitaenzymu [%] | smér. odchylla NIMP rel. aktivitaenzymu [%)] | smer. odchylia
OBI 10uM 9,1% 0,2 OBI 10puM 27,1% 0,9
OBI 100pM 25,1% 0,4 OBI 100pM 53,2% 3,5
PRA 10pM 6,5% 03 PRA 10uM 152% 0,7
PRA 100pM 29,5% 0,4 PRA 100uM 55,8% 14
ASO 10pM 3,6% 0,2 AS0 10uM 14,0% 0,8
ASO 100puM 20,7% 0,5 ASO 100pM 45,9% 0,5
TRIM 10pM 8,8% 0.2 TRIM 10uM 27,3% 18
TRIM 100uM 24,3% 0,5 TRIM 100pM 48,1% 15
METH 10pM 4,2% 03 METH 10pM 16,4% 09
METH 100pM 11,8% 0,3 METH 100uM 30,4% 34

Na obrazku 40-43 je znazornéna reaktivace BChE. Hodnoty se pohybuji mezi
15-29%. Z téchto vysledkil vybocuje pouze reaktivace BChE inhibované NIMP, kde

Vv

reaktivace trimedoximem (10 pM) dosahuje 35%. Obecné byla pozorovana vyssi
ucinnost reaktivace oximovymi reaktivatory u BChE néZ u AChE. Toto zjiSténi se
neshoduje spoznatky publikovanymi i snamérenymi (tabulka 10) pro volné
enzymy, které poukazuji na vys$si reaktivaci u AChE neZz u BChE®®*78, Moznym
vysvétlenim je, Ze kavita aktivniho mista BChE je v porovnani u AChE mnohem vétsi.
Tato skutecnost spolu s moznymi zménami v terciarni a kvartérni strukture
zplisobené imobilizaci, tak mohla zvysit ucCinnost oximovych reaktivatori
u imobilizované BChE?>>.

Rozdily v reaktivaci mezi imobilizovanym enzymem a enzymem volnym se
daji vysvétlit zménami ve strukture enzymu, pripadné sterickou nepristupnosti

aktivniho mista pro molekuly reaktivator( po imobilizaci enzymu.
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3.2.5.2 Reaktivace AChE a BChE s NaCl v Na-fosfatovém pufru

Na zakladé nizké reaktivace bylo potreba ovérit, zda nedochazi k néjaké
nespecifické vazbé organofosfatu na enzym nebo castice. Tento jev by mohl mit za
nasledek vys$si miru inhibice, jelikoZ by byl organofosfat stale pritomen. A proto
jsme se rozhodli pridat do pufru NaCl (150 mM), jelikozZ se jedna o bézny zplisob, jak
eliminovat iontové nespecifické interakce>*%6, Inhibice byla provedena pomoci
NIMP (c=25 puM). Ziskané hodnoty jsou znazornény v tabulce 11 a k porovnani

hodnot byly vytvoreny obrazky 44 a 45.
Tabulka 11 Hodnoty absorbance pro reaktivaci s pridavkem NaCl.

ACHE 1. méreni | 2. méfeni | primér |smér.odchylkalrel. aktivita enzymu [%]
A (imobil. enzym) 0,386 0,354 0,398 0,023 100%
A (reak.obidoximem)| 0,000 0,000 0,004 0,000 1%
A (reak.pralidoxim) 0,001 0,007 0,005 0,004 1%
BCHE 1. méfeni | 2. méreni [ primér [smér.odchylka|rel. aktivita enzymu [%]
A (imobil. enzym) 0,511 0,427 0,461 0,059 100%
A(reakt.obidoxim) 0,024 0,023 0,023 0,001 5%
A (reakt.pralidoxim)| 0,101 0,099 0,100 0,002 22%
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Obrdzek 44 Reaktivace AChE s pridavkem NaCl do Na-fosfdtového pufru
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Obrdzek 45 Reaktivace BChE s pridavkem NaCl do Na-fosfdtového pufru.
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Na obrazku 44 a 45 je patrna referencni hodnota, ktera byla zvolena
u imobilizovaného enzymu a to 100%. Jak pro AChE, tak pro BChE byl pozorovan
pokles reaktivacni schopnosti v pritomnosti NaCl, jestliZe jsme porovnali vysledky,
které byly mérené s pufrem bez NacCl.

Jedinou vyjimkou byla reaktivace s vyuZzitim NaCl a to u 2-PAM pro BChE, kde
doslo ke zvySeni aktivity na 22%. VysSi hodnotu u BChE reaktivované 2-PAM
miiZzeme vysvétlit, Ze obidoxim ma vétsi rozmér molekuly v porovnani s 2-PAM,
a proto je u 2-PAM vyssi pravdépodobnost se dostat do aktivniho mista enzymu.
Také prilis vysoka koncentrace soli mize zpisobit inhibici pozadované interakce

a destabilizaci vznikajicich komplexi®2.
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit, reaktivaci lidskych cholinesteraz,
které byly imobilizovany na rizné stacionarni faze. Imobilizace lidskych enzymi na
magnetické nebo nemagnetické nanocastice, nam prinasi radu mozZnosti, jak
s danymi enzymy pracovat. Je to ucinny nastroj, ktery ma uplatnéni v oborech
prirodnich véd, mediciné a v biotechnologiich. I presto se stale objevuji zna¢né
problémy s reaktivaci enzymi. Neexistuje totiz zadny reaktivator cholinesteraz,
ktery by byl univerzalni pro vétsi skupiny organofosfati. Reaktivatory cholinesteraz
jsou stale potreba, a proto jim je vénovano velké mnozstvi studii.

V experimentalni casti byly zkoumany vazby enzymu na tfi typy
stacionarnich fazi: magnetické His-Trap, SIMAG-PGL i nemagnetické ¢astice. U vSech
zkoumanych nosicli byla imobilizace potvrzena.

V ramci dalSiho zkoumani byla sledovana metabolicka aktivita enzymu po
jeho imobilizaci na castice. Aktivita se u téchto typd stacionarnich fazi lisila.
U magnetickych His-Trap castic se metabolicka aktivita zvySila az 2,5x. Enzym
imobilizovany na magnetické SIMAG-PGL a na nemagnetickou Sepharosu vykazoval
velice nizkou aktivitu. Dlivodem nizké aktivity mohou byt strukturni zmény na
enzymu. Pro dal$i praci s enzymem bylo vyuZito pouze magnetickych His-Trap
Castic, u kterych se potvrdilo, Ze imobilizovany enzym na His-Trap c¢astice byl stale
funkcni a vice aktivni neZ volny enzym v roztoku, a to aZ po dobu 14 dni. Imobilizace
prinasi znacné vyhody, naprt. opétovné pouZiti, zlepSeni enzymatickych vlastnosti
a zvySena stabilita vii¢i zménam teploty, pH a vlivu organickych rozpoustédel.

Inhibice imobilizovaného enzymu byla potvrzena diky tomu, Ze inhibovany
enzym ztratil svoji biologickou aktivitu a nebyl schopen vykonavat svoji funkci.
Proto dal$im dtlezitym krokem byla reaktivace. Reaktivace byla provedena
u inhibované AChE i u inhibované BChE. U AChE byla pozorovana niZsi reaktivace
neZ u BChE, u které se reaktivace pohybovala ve vy$Sich hodnotach. Aktivni misto
AChE a BChE je odlisné. BChE ma mnohem vétsi kavitu aktivniho mista, tudiz mtize
poskytnou vétsi prostor pro reaktivator a tim i vyssi reaktivaci.

Vysledky se neshoduji s publikovanymi daty. Z toho mizeme usuzovat, Ze

velikost kavity aktivniho mista a zména struktury enzymu po imobilizaci, mohou

hrat velkou roli pti reaktivaci, a to miliZe byt podnétem k dal$im studiim.
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