VLIV IONTU BIVALENTNICH KOVU NA VAZBU OFOL-ACHE

Monika Hoskovcovaz*, Jiti Zeravik?, Dugan Trefilik?

2 Univerzita obrany v Brné, Ustav ochrany proti zbranim hromadného nic¢eni, Vita Nejedlého, 682 01 Vy3kov, Ceskd republika
*Korespondujici autor. e-mail: monika.hoskovcova@unob.cz

Abstrakt

Interakce OFOL s AChE je v nativnhim prostredi vyrazné ovliviiovana pritomnosti iontu kovl makrobiogennich prvku. Tyto ionty mohou pusobit jako elektrofilni substituent interaguijici
s fosforylovym kyslikem, ¢cimz prohlubuji elektronovy deficit na centralnim atomu fosforu NPL. V ramci pozorovaného chovani pri koncentracich vyssich, nez je jejich fyziologicka hladina,
dochazi k regeneraci aktivity enzymu. V nepritomnosti NPL ve vyssich hladindch Mg?* a Ca%* dochazi k prohloubeni inhibi¢niho Gc¢inku na AChE. Pri vazbé NPL je u fyziologickych koncentraci
iontu synergicky efekt. Ve vyssich koncentracich (20 mM) dochazi ndhle k antagonistickému efektu.
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Uvod

Acetylcholinesteraza (AChE) je enzym, ktery ma vyznamnou ulohu v ukonceni impulzu
nervoveho prenosu. Na cholinergnich synapsich katalyzuje hydrolyzu neurotransmiteru
acetylcholinu. Mnohé latky vsak jeho aktivitu potlacuji, popf. zcela inhibuji. Vyzkum latek,
které interferuji s acetylcholinesterazou, je vyuzivan v monitorovani skodlivin v zivotnim
prostredi nebo potravinach. Jedna se o velmi citlivou bioanalytickou metodu, ktera
umoznuje zjistit polutant i pod hygienickym limitem. Vyznamné je uziti pro detekci
pritomnosti pesticidi nebo bojovych chemickych latek. Funkce tohoto enzymu je ovlivhéna
také pritomnosti iontt a mnohé z nich maji dulezitou ulohu v jeho uUcinnosti. Meazi
biologicky nejvyznamnéjsi ionty v organismu patii Na*, K*, Ca%*, Mg?* nebo ClI.. Ve svych
presne danych smeésich nebo individualné kontroluji cely biologicky systém.

Teoreticky zaklad

Bylo zjisténo, ze ionty zvysuji nebo naopak inhibuji aktivitu AChE. Tyto vlastnosti jsou
pripisovany iontové sile, konformacnim zménam zpusobenym obsazenim perifernich
anionickych mist enzymu nebo primo specifické vazbé na anionické misto aktivniho centra.
Zastoupeni jednotlivych prispévku pusobicich sil je ruzné, dané také valenci iontdu.
Predpoklada se, ze kovové ionty maji vyznamnou ulohu pri katalyzovani reakci tim,
ze stabilizuji aktivni konformace a reaktivni intermediaty nebo tranzitni stavy. Iniciuji
nékteré reakce transferem protond. Ca%* a Mg?* jsou vétSinou uvadény jako aktivatory
aktivity AChE. Ale v nékterych publikacich autofi prokazali inhibi¢ni plsobeni vapenatych
iontu, napf. na rekombinantni lidskou AChE, zatimco ostatni makrobiogenni prvky
nevykazovaly zadné inhibicni chovani.

Pracovni postup

Méreni aktivity enzymu bylo provadéno na délenych mikrotitracnich destickach, pricemz nejprve na mikrotitracni desticku byl nanesen inhibitor rozpustény v hexanu v rozsahu

koncentraci 1-10°, 1-10%, 1-107, 1-10°, 1-10>, 1104, 1-103 mg ml*. Nasledné pomoci dudlniho reagencniho injektoru byl do jamek mikrotitracni desticky nadavkovan roztok obsahujici

odpovidajici mnozstvi AChE a vybranou koncentraci prislusného iontu kovu (0, 1, 5, 10, 20 mmol I't). Poté probéhla 10 minutova inkubace, po které nasledovalo nadavkovani odpovidajiciho

mnozstvi smési reagentl DTNB a ATCh rozpusténych v boratovém pufru pH 8,5. Aktivita enzymu byla mérena pri vinové délce 420 nm v ¢asovém intervalu 2 minut. Vysledky byly zpracovany

ovladacim softwarem Genesis 5.0 (BioTek, USA). Pro srovnavaci méreni poslouzil vzorek obsahujici hexan, roztok enzymu s odpovidajici koncentraci vybraného iontu. Obsah hexanu

ve vzorcich byl 10% obj. VSechna méreni byla provadéna v tetraplikatech.
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Obrazek 1 Vliv koncentraci iontd Mg?t a Ca?*
na aktivitu acetylcholinesterazy vztazené k aktivitée
enzymu v nepritomnosti iontu.
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Obrazek 2 Vliv koncentraci iontd Mg?* na aktivitu
acetylcholinesterazy inhibované ruznymi typy OFOL.

Vysledky

V ramci experimentu jsme zaznamenali pfi aplikaci iontu bez NPL, pri koncentracich
do 1 mol IY, zvySeni enzymové aktivity, pfi aplikaci vyssich koncentraci iontd
nad fyziologické hodnoty, tyto ionty puUsobi inhibicné a dochazi k opétovnému snizeni
aktivity enzymu. Pokles aktivity enzymu je v pripadé Ca?* iontl vyraznéjsi oproti Mg?*
iontum (viz Obrazek 1). Nasledné, pfi aplikaci smési iontt s NPL, dochazelo k synergickému
efektu, kdy se mira inhibice enzymu zvysila v porovnani k inhibici enzymu NPL bez iontd.
Zmena miry inhibice byla vyjadrena pomeérem ziskanych hodnot IC., pro jednotlivé
koncentrace iontd ku hodnoté IC., blanku (no Mg* nebo no Ca%'). Vysledky jsou
znazornény na Obrazcich 2 a 3. V pfipadé plsobené Mg?* iontl v interakci s NPL dochazi
u latek typu G k synergickému efektu, tedy prohloubeni inhibice. Zatimco u latky typu A
dochazelo pri vyssich koncentracich Mg?* iontu k zvyseni aktivity enzymu. U Ca?* iontd

latka typu A vykazovala podobné chovani jako v predchozim pripadé. Mezi latkami typu G
bylo, v porovnani s Mg?* ionty, zaznamendno odliSné chovani u méreni provedenych
s latkou GF (viz Obrazek 3).
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Obrdazek 3 Vliv koncentraci iontd Ca?* na aktivitu

acetylcholinesterazy inhibované ruznymi typy

OFOL.
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Diskuse a zaveéry

Plsobeni iontd bylo jiz studovano ve spojeni s pesticidy, karbamaty nebo i NPL.
Pro plasmovou a erytrocytalni AChE bylo v publikaci Ajilore et al. (2018) prezentovano,
ze Mg?* ionty zvysuji aktivitu enzymu a také snizuji ucinek pesticidu chlorpyrifosu. Studie
Shetab-Boushehri et al. (2012) vyslovuje myslenku, ze se Mg?* ionty Ucastni reaktivace
aktivhiho mista. Studie byla provedena inhibici enzymu pesticidem dichlorvos s naslednou
reaktivaci pralidoximem v pfitomnosti Mg?* iontl a bez nich. Vysledkem je navrh pouziti
oximU spolu s Mg?* ionty jako prostfedek pro zvyseni antidotni terapie. Vliv Mg?* iontd
byl studovan také na plazmové esterdze exponované inhibitorim. U Mg?* iontd bylo
u kontrolniho, neexponovaného vzorku zaznamenano snizeni aktivity esterazy, zatimco
u vzorku inhibovaného organofosfaty a karbamaty, doslo k jejimu zvyseni. V pritomnosti
inhibitord dochazi pravdépodobné k alosterickym zménam, které podporuji dalSi zmény
u¢inkem Mg?* iontd. Ve vysSich koncentracich iontd dochdzi opét k poklesu aktivity
enzymu. Z vysledkl nami provedenych experimentld vyplyva, Ze bivalentni ionty
ve fyziologickych koncentracich pusobi synergicky s inhibitorem, tudiz prohlubuji inhibici.
Ve vysSich koncentracich byl u nékterych inhibitort zaznamenan opétovny vzrust aktivity
enzymu, coz by nasveédcovalo antagonistickému pusobeni iontl. Tento vliv byl zaznamenan
u enzymu inhibovaného A-234 pro oba pouzité ionty a u inhibitoru GF ve spojeni pouze
s Ca?*. U ostatnich testovanych kombinaci iontl a NPL byl pozorovan synergicky ucinek.




