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Uvod

Butyrylcholinesteraza (BChE, E.C. 3.1.1.8) tvori spo-
Iu s acetylcholinesterazou (AChE, E.C. 3.1.1.7) skupinu
enzymov, oznacovanych ako cholinesterazy (3.1.1)". Tie
su schopné katalyzovat’ hydrolyzu acetylcholinu na cholin
a kyselinu octovi. Aj napriek tomu, ze l'udské telo produ-
kuje 10nasobne viacsie mnozstvo BChE ako AChE, je
presna fyziologicka funkcia tohto enzymu neznama”. Mno-
hi pripisuji BChE protektivne vlastnosti, pretoze chrani
organizmus pred syntetickymi a prirodnymi
neurotoxinmi®. Vag§ina informacii, ktoré sa zname ohlad-
ne enzymovej Struktiry a kinetiky BChE, boli popisané za
pomoci rekombinantného enzymu. V sucasnosti je vSak
v popredi vedeckého zaujmu nativny enzym ato hlavne
pre jeho spojitost’ s mnohymi patologickymi procesmi.
Ciel'om mnohych $tudii je preto snaha o ¢o najdokladne;jsi
popis zmien v spravani BChE in vivo, ktoré sprevadzaju
rozne ochorenia. Avsak v sucasnosti dostupné analytické
a biochemické metddy vyZaduju pri sledovani kinetickych
vlastnosti purifikovany enzym. V pripade cholinesteraz je
purifikdcia ¢asovo a finan¢ne ndroc¢ny proces, pricom na
izoléciu je potrebné vel’ké mnozstvo vychodzieho materia-
lu. Napriklad pre pripravu priblizne 100 mg ¢istého protei-
nu (so Specifickou aktivitou 720 U/mg) je potrebnych az
70-100 litrov  ludskej  plazmy*.  Stadium  BChE
v biologickych vzorkach s malym objemom (mililitre —
mikrolitre) je teda z tohto hl'adiska nemozné. Nenarocné
rieSenie poskytuje izolacia proteinu za pomoci protilatok.
V nasej stadii popisujeme metédu ELISA s pouzitim no-
vych vysoko selektivnych a Specifickych protilatok voci
udskej BChE>S, ktord je vhodna na izolaciu BChE
z malych objemov l'udskej plazmy.
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Experimentalna cast’
Priprava biologického materidlu

Na zéklade informovaného suhlasu apo schvéleni
etickou komisiou bola zdravym dobrovol'nikom odobrana
Pudska kapilarna krv. Na odber boli pouzité kolekéné sku-
mavky oSetrené 500 jednotkami heparinu (Microvette
200LH, Sarstedt # 20.1292) a odobrata krv bola nasledne
centrifugovana po dobu 10 min pri 11 000 ot./min pri izbo-
vej teplote. Odobrany supernatant (plazma) bol zmrazeny
v tekutom dusiku a uchovavany pri teplote —80 °C.

Metoda ELISA

Metoda ELISA sa zakladala na ukotveni sekundar-
nych protilatok (purifikované protilatky IgG + IgM, Jac-
kson Immunoresearch laboratories, # 115-005-003)
v mnozstve 1 pg na jamku v mikrotitraénych dostickach
PLATE IMMUNO F 96 MAXI PINCHBAR (VWR Inter-
national GmbH Austria, 475094). Po inkubdcii 48 h pri
teplote 4 °C sme volné vizbové miesta blokovali 0,1%
roztokom albuminu (Sigma-Aldrich, # A2153) v 0,1 mol I"'
fosfatovom tlmivom roztoku s obsahom 0,15 mol I'! NaCl
(PBS). Blokovanie mikrotitra¢nych platni trvalo minimal-
ne 48 h pri teplote 4 °C. Riedenie primarnych protilatok,
ako aj mnozstvo l'udskej plazmy, sme urcili empiricky tak,
ako je to popisané v stati Vysledky. Inkubécia primarnych
protilatok prebichala cez noc pri teplote 4 °C. Na zaver
sme pridali 'udskt plazmu vo zvolenom objeme, doplnent
na finalny objem 100 pl PBS a nechali inkubovat’ 6 h pri
izbovej teplote. Medzi jednotlivymi krokmi sme mikrotitrac-
né dosticky premyli 9x premyvacim roztokom (0,01 mol I
fosfatovy tlmivy roztok, 0,5% TWEENSO0) v automati-
zovanej premyvacke (ELx50™, Biotek).

Detekcia aktivity BChE

Aktivitu zachyteného enzymu a priebeh enzymovej
hydrolyzy sme sledovali Standardnou spektrofotometric-
kou metédou podla Ellmana’ s pouZitim substratu
I mmol I'"  jodidu butyryltiocholinu v  pritomnosti
0,5mmol I 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoovej  kyseliny
(Ellmanovho ¢inidla) a tlmivého roztoku HEPES (kyselina
(4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansirova), pH 7,4. Taktiez
sme na detekciu aktivity enzymu pouzili fluorimetrické
meranie s 1 mmol I"" indoxylacetatom riedenym s PBS
(emisny filter = 395 nm, excitacny filter = 470 nm). Obi-
dve merania boli uskutoénené v pristroji Bio-tek —
Synergy MH4 Hybrid Multi-Mode MicroplateReader.
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Vysledky a diskusia

Metoda ELISA navrhnuta na izolaciu enzymu
z biologickych vzoriek

V ramci optimalizacie metodiky sme titrovali potreb-
né mnozstvo primarnych protilatok, riedenie 'udskej plaz-
my a stanovili koncentraciu substratu.

Ked’Ze sa jedna o novopripravené protilatky voci I'ud-
skej BChE, v prvom kroku sme stanovili vhodné mnozstvo
primarnych protilatok pre tuto metodiku. Potrebné riedenie
novych primarnych protilatok sme urcili na zaklade satu-
racnej krivky (obr. 1), ktord vyjadruje zavislost’ priemer-
nych nameranych hodnét absorbancie od mnozstva ukot-
venych primarnych protildtok. Ako vyplyva z linedrneho
fitovania tejto krivky, k polovi¢nej saturacii sekundarnych
protilatok (v mnoZstve 1 pg/jamku) primarnymi protilatka-
mi dochadza pri mnozstve 1,3 pg (hodnota Kp). Pre docie-
lenie Gplnej saturcie sme zvolili 5-ndsobok tejto hodnoty,
teda v nasledujucich experimentoch sme pouzivali 6,5 pg
protilatky na jamku.

Vramci populacie je pre BChE typicka inter-
individudlna variabilita aktivity, ktorej prifiny doposial
nie st zname®. Tato rozdielna aktivita enzymu pravdepo-
dobne vyplyva z r6znej hladiny expresie a roznych kataly-
tickych vlastnosti BChE. Zaroven su katalytické vlastnosti
ako aj mnozstvo BChE v krvi ovplyvnené fyziologickymi
a patologickymi podmienkami v organizme a mnozstvom
pritomnych xenobiotik. Niektoré $tiidie zaroven uvadzaju,
ze na hladinu BChE ma vplyv vek, pohlavie avaha
jedinca’. Na ziklade tychto skutoénosti sme v nasledu-
jacom kroku stanovili optimalny objem plazmy tak, aby
sme predisli nedostatocnej saturacii primarnych protilatok
pri nizkych koncentraciach BChE vo vzorkach. Objem
ludskej plazmy pre ELISA metddu sme urcili zo saturac-
nej krivky, s pouzitim plazmy troch zdravych jedincov.
K saturdcii protilatok enzymom dochédza pri pouziti 2,5 pl
plazmy na jamku. Vzhl'adom na moznt inter-individualnu
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Obr. 1. Titracia primarnych protilitok 11D8 voc¢i Pudskej
butyrylcholinesteraze
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variabilitu BChE bol objem Tludskej plazmy pre dalSie
experimenty zvoleny v nadbytku, a to konkrétne 5 pl plaz-
my na jamku.

Aktivitu zachyteného enzymu sme merali s pouZitim
substratu jodidu butyryltiocholinu. Hydrolyza pozitivne
nabitych substritov je sprevadzand istymi kinetickymi
zvlastnostami. Nadbytok substratu moze viest’ k aktivacii
(napr. pri hydrolyze acetyl-, propionyl- alebo butyryl-
tiocholinu) alebo inhibicii (pri hydrolyze benzoyltiocholi-
nu) BChE'". Vzhladom ktomu, Z¢ nepoznime presné
mnozstvo zachyteného enzymu v nami navrhnutej metode
ELISA, je velmi tazké zvolit' koncentraciu substratu bez
toho, aby sme sa vyhli ovplyvneniu aktivity BChE. A teda
zddévodu moznosti aktivacie alebo inhibicie BChE
pri hydrolyze jodidu butyryltiocholinu sme sledovali vplyv
roznej koncentracie tohto substratu na ukotveny enzym.
Vhodna koncentraciu sme vybrali na zaklade saturacnej
krivky, ato 1 mmol I'" jodid butyryltiocholinu na jamku
(obr. 2).

Stidium enzymovej aktivity BChE ,purifikovanej*
metddou ELISA

Nami optimalizovani metodiku sme vyuzili na sledo-
vanie hydrolyzy substratov BChE. Zvolili sme pritom dva
rozdielne substraty, ktoré nam umoznili sledovat’ typické
spravanie BChE vo faze pred dosiahnutim rovnovéazneho
stavu reakcie (pre-steady-state) a vo faze rovnovazneho
stavu enzymovej hydrolyzy (steady-state).

Steady-state faza enzymovej hydrolyzy

V prvom pripade sme ako substrat pouzili 1 mmol 1"*
jodid butyryltiocholinu a pozorovali ¢i ,,ukotvenie” enzy-
mu nevedie k zmene priebehu hydrolyzy. Hydrolyza tohto
substratu prostrednictvom BChE prebiehala, podobne ako
v pripade ,,vol'ného enzymu*, podl'a modelu Michaelisa
a Mentenovej. Aktivne miesto enzymu pozostava
z katalytickej triddy ato aminokyselin Ser198, His438
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Obr. 2. Titracia vhodnej koncentracie substratu jodidu buty-
rylcholinu pre hydrolyzu kotvenou butyrylcholinesterazou
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Obr. 3. Steady-state faza enzymovej hydrolyzy jodidu
butyryltiocholinu ukotvenou butyrylcholinesterazou

aGlu325 (cit.'"'?). Pri enzymovej hydrolyze dochadza
k prenosu elektronov od kyseliny glutamovej cez imidazo-
lovy kruh histidinu na hydroxylovll skupinu serinu. Serin
tvori so substratom Michaelisov komplex a nasledne Stiepi
esterovil vizbu substratu'’. Podstatnou értou modelu Mi-
chaelisa a Mentenovej je vznik steady-state fazy, teda usta-
leného a rovnovazneho stavu medzi volnou formou enzy-
mu a substratu a komplexom enzym-substrat. Vzorovy
priklad casovej zavislosti tvorby produktu uvadzame na
obr. 3, kde sme pozorovali vznik steady-state fazy, a teda
naviazanie BChE prostrednictvom novych primarnych
protilatok neovplyvnilo jej kinetické vlastnosti a priebeh
enzymovej hydrolyzy.

Pre-steady-state faza enzymovej hydrolyzy

Pri sledovani vplyvu ,,ukotvenia®“ enzymu na jeho
enzymovu aktivitu sme ako druhy substrat pouzili
1 mmol I"! indoxylacetat, u ktorého BChE vykazuje zv1ast-
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Obr. 4. Pre-steady state faza enzymovej hydrolyzy
(hysteretické spravanie butyrylcholinesterazy) pri réznej
koncentracii substratu. a — 1 mmol 1! indoxylacetat, b — 0,5
mmol I 'indoxylacetat, ¢ — 0,3 mmol " indoxylacetat
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ne hysteretické spravanie. Toto spravanie sa vyznacuje
niekol’kominttovou lag fdzou pred dosiahnutim fazy stea-
dy-state'®. Hysteretické spravanie BChE je v désledku
pritomnosti viacerych foriem enzymu, ktoré s navzijom
v rovnovahe, pricomlen jedna znich je Kkatalyticky
aktivna'’. Pri hydrolyze substituovanych benzoylcholinov
je hysteréza komplexnejsia a lag faza je navySe prekryta
tlmenymi oscilaciami'®. Tato kineticka zvlastnost' je
dosledkom existencie r6znych konformaénych izomérov
a/alebo agregatov substratu (miciel)'. Hysteretické spra-
vanie sme pozorovali aj v nasich experimentoch. Na obr. 4
mozno sledovat’ komplexnu hysterézu, ktora v faze pre-
stedy state reprezentuje indukéna lag faza a oscilacie.

Zaver

V predlozenom c¢lanku popisujeme metddu s vyuZzitim
novych vysoko selektivnych a Specifickych protilatok voci
Iudskej BChE, ktoré umoznuju pracu s,,Cistym® protei-
nom. Nami navrhnutd metéda je velmi jednodu-
ché, spolahliva a nemeni spravanie enzymu a priebeh en-
zymovej hydrolyzy. Taktiez tdto metéda poskytuje moz-
nost’ priebezného sledovania aktivity BChE v kapilarnej
krvi (a teda v malych objemoch biologického materilu),
¢o moze mat’ vyuzitie v réznych aspektoch.

Prvym je prinos tejto metddy v objasneni vztahu me-
dzi BChE a mnohymi patologickymi stavmi, vyvinutiu
efektivnejSich diagnostickych a farmakoterapeutickych
postupov. Pomocou sledovania aktivity enzymu moézeme
odhalit’ pripadny deficit BChE a uchranit’ nositelov mu-
tantnych foriem BChE pred predavkovanim a toxickym
ucinkom napr. kyseliny acetylsalicylovej. Sucasne testova-
nie aktivity BChE pred operaénym zakrokom s pouzitim
svalového myorelaxans sukcinylcholinu by obmedzilo
pripady so zastavou dychania u pacientov s nizkou BChE
aktivitou'®. Popisana metoda nachadza vyuzitie aj v po-
I'nohospodarstve. Bezne pouzivané pesticidy inhibuja akti-
vitu BChE a ich malé davky vedu pri vystaveni organizmu
k chronickym ochoreniam. Prave BChE je jediny biomar-
ker pri intoxikacii organofosfatmi'”.

Tato praca vznikla za podpory grantu VEGA
1/0855/15.
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K. Targosova, M. Kucera, and A. Hrabovska
(Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of
Pharmacy, Comenius University, Bratislava): Using of
ELISA Method for Studying Cholinesterase Enzyme
Hydrolysis in Biological Materials

The aim of this project was to design ELISA assay
using new antibodies against human butyrylcholinesterase,
which enable one to work with “pure” enzyme. The
amount of primary antibodies, human plasma and substrate
were determined from the saturation curves. For the detec-
tion, 1 mM butyrylthiocholine substrate in presence of
Ellman’s reagent (0.5 mM DTNB) and 5 mM HEPES,
pH 7.4 or 1 mM indoxylacetate in 0.1mM phosphate buff-
er saline, pH 7.4 were used. This method makes it possible
to study both steady-state and pre-steady-state phases in
butyrylcholinesterase-catalyzed hydrolyzes. In conclusion,
we propose a simple and reliable method to study butyryl-
cholinesterase activity in a small amount of biological
samples, while captured ,,pure” enzyme can be used for
studying the enzyme kinetics and activity changes in se-
lected pathological models.



