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Souhrn
Acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa jsou enzymy citlivé k různým látkám schopných jejich inhibice. Přírodní alkaloid boldin byl v dřívějších pracích zmíněn, jako slibný inhibitor acetylcholinesterasy. V naší práci jsme znovu prozkoumali jeho efekt na obě cholinesterasy a za pomoci molekulárního modelování navrhli možný mechanismus jeho působení, který nebyl v literatuře nalezen.

Abstract
Acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase are enzymes sensitive to various compounds which having ability to inhibit them. Natural alkaloid boldin was mentioned in earlier papers as an inhibitor of acetylcholinesterase. In our work, we reinvestigated this effect to both cholinesterases and suggested possible mechanism of interaction by molecular modeling, which has not been found in the current literature.


1. Úvod
Do skupiny cholinesteras řadíme dva enzymy, acetylcholinesterasu (AChE) a butyrylcholinesterasu (BChE). BChE se vyskytuje v séru a je zahrnuta hlavně v detoxifikačních procesech např. kokainu, heroinu, aspirinu, ale i některých klinicky používaných látek jako např. myorelaxanty v chirurgii. Nicméně fyziologická role BChE zůstává stále neznámá. Na druhou stranu, AChE je velmi dobře známá pro svou roli v centrálním nervovém systému, kde rozkládá acetylcholin, čímž ukončuje neurální přenos informací [1, 2].
Citlivost cholinesteras k širokému spektru látek, jako jsou např. organofosfátové a karbamátové pesticidy (např. parathion, malathion, karbofuran), nervově paralytické látky (např. sarin, soman, VX) či léky na Alzheimerovu nemoc (např. galantamin, donepezil) je dobře známá. Některé z těchto molekul jsou schopny inhibovat cholinesterasy nevratně a pokud nedojde k okamžitému léčebnému zásahu nastává smrt [3].
Jak je vidět z předchozího textu, cholinesterasy jsou inhibovány širokým spektrem látek. Tohoto faktu lze využít při konstrukci biosenzorů pro stanovení těchto látek. V tomto směru bylo připraveno mnoho optických, elektrochemických či jiných biosenzorů založených buď na volném či na vázaném enzymu [4].
Jeden ze směrů výzkumu nových cholinesterasových inhibitorů se zabývá hledáním nových struktur, a to hlavně z přírodních zdrojů. Jedná se především o inhibitory AChE. Boldin (Obr. 1) můžeme uvést jako jednoho ze zástupců. Jedná se o aporfinový alkaloid, který nalezneme v rostlinách z rodu Monimiaceae a Magnoliaceae [5, 6], a který byl v dřívější práci označen jako možný inhibitor AChE [7]. Ačkoliv v literatuře existují studie, kde byly publikovány mechanismy účinku podobných aporfinových derivátů na AChE [8-10], nenašli jsme žádnou zmínku o interakci samotného boldinu s cholinesterasami. Proto jsme provedli experimentální a in silico studii, která měla za úkol zjistit inhibiční konstanty (Ki) boldinu pro oba enzymy a popsat mechanismus interakce na molekulární úrovni.
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Obrázek 1. Struktura alkaloidu boldinu.

2. Experimentální část

2.1. Chemikálie
	Lidská rekombinantní acetylcholinesterasa (exprimováno v buňkách HEK 293, lyofilizát, ≥ 1000 U/mg proteinu), butyrylcholinesterasa z lidského séra (lyofilizát, ≥ 50 U/mg proteinu), boldin, acetylthiocholin chlorid (ATChCl), butyrylthiocholin jodid (BTChI) 5,5´-dithiobis(2-nitrobenzoová) kyselina (DTNB), fosfátový pufr (PBS) pH 7,4 byly dodány od firmy Sigma-Aldrich (St. Louise, MO, USA); ethanol firmou Penta (Praha, Česká republika).
 

2.2. Stanovení enzymové aktivity
	Pro stanovení aktivity obou cholinesteras byla použita Ellmanova spektrofotometrická metoda. Pro stanovení AChE bylo do kyvety pipetováno: 400 µl DTNB (1 mmol/l), 25 µl AChE, 450 µl PBS, 25 µl roztoku boldinu v absolutním ethanolu a reakce byla zahájena přídavkem 100 µl ATChCl (10 mmol/l). Absorbance byla měřena ihned po přídavku substrátu a poté 2 min po reakci při vlnové délce 412 nm. Aktivita BChE byla stanovena následovně: 400 µl DTNB, 25 µl BChE, 450 µl PBS, 25 µl roztoku boldinu v absolutním ethanolu a reakce byla odstartována přídavkem 100 µl BTChI (10 mmol/l). Rozdíl absorbancí byl měřen opět po 2 min inkubace.

2.3. Zpracování naměřených dat
	Enzymová aktivita byla vypočítána z rozdílu absorbancí za použití molárního absorpčního koeficientu pro 5-thio-2-nitrobenzoovou kyselinu ε = 14,150 l × mol-1 × cm-1 [11]. Dixonův graf byl konstruován v Origin (Origin, Northampton, MA, USA) a Ki bylo vypočteno z regresních rovnic pro jednotlivé koncentrace substrátu.

2.4. Molekulární modelování
	Pro molekulární modelování byl použit program UCSF Chimera, verze 1.11.2 (University of California, San Francisco [12]). Z internetové databáze „Protein Data Bank“ (PDB; www.rcsb.org), byly použity krystalové struktury lidské AChE (PDB kód: 3LII [13]) and BChE (PDB kód: 1P0I [14]), vloženy do programu a připraveny pro modelování použitím nástroje Dock Prep. Nástroj AutoDock Vina byl následně použit k samotnému modelování a výpočty byly prováděny on-line na Opal serveru.

3. Výsledky a diskuze 
 
[bookmark: _GoBack]Z naší studie o efektu boldinu na cholinesterasy je vidět, že boldin má schopnost inhibovat oba enzymy. Ze zkonstruovaných Dixonových grafů bylo zjištěno, že boldin inhibuje cholinesterasy nekompetitivním mechanismem a rovněž byly z těchto grafů vypočteny hodnoty Ki. Pro boldin a AChE to je 372,3 µmol/l a pro BChE 321,8 µmol/l. Ki a IC50 jsou v Dixonově grafu úměrné (Obr. 2 and 3). Experimentální výsledky jsou shrnuty v tabulce 1. Inhibiční efekt boldinu na AChE byl již zkoumán a autoři publikovali IC50 rovno 8,5 µmol/l [7]. Jak je patrné, naše výsledky nejsou v souladu s dříve dosaženými výsledky, jelikož jsme našli asi 40x vyšší IC50 pro AChE. Tento rozdíl může být způsoben použitými enzymy; v naší práci bylo použito lidské AChE, zatímco v citované práci není AChE blíže specifikována a autoři se odkazují až na původní práci G. Ellmana, který použil cholinesterasu z kravských erytrocytů [15]. Další rozdíl může být v použitém isomeru boldinu, který se liší v konformaci atom vodíku v pozici 6a, zatímco v naší práci jsme použili (S) isomer, citovaná práce jej neuvádí. Navzdory faktu, že existují dva isomery, naše výsledky naznačují, že zmíněný vodíkový atom nemá na interakci s enzymem vliv. Z uvedených faktů můžeme říci, že boldin je slabý inhibitor cholinesteras s omezeným významem pro další farmakologický výzkum. Z výsledků je rovněž patrné, že IC50 je pro oba enzymy prakticky totožná, což naznačuje inhibici v alfa-anionickém místě enzymu, jelikož beta-anionické místo v BChE chybí [16].

Tabulka 1. Experimentální výsledky získané Ellmanovou metodou.
	Enzym
	Konc. substrátu (mmol/l)
	Směrnice (s × l/mol2)
	Úsek (s/mol)
	Korelační koeficient

	AChE
	0,5
	3,34 × 106
	6,31 × 103
	0,9532

	
	0,25
	3,97 × 106
	11,64 × 103
	0,9985

	
	0,125
	7,13 × 106
	28,95 × 103
	0,9662

	BChE
	0,5
	4,54 × 106
	9,99 × 103
	0,9983

	
	0,25
	5,01 × 106
	14,67 × 103
	0,9924

	
	0,125
	5,79 × 106
	34,14 × 103
	0,9988
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Obrázek 2. Dixonův graf pro AChE a boldin s různou koncentrací substrátu. Chybové úsečky jsou pro n = 3 ± SD.
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Obrázek 3. Dixonův graf pro BChE a boldin s různou koncentrací substrátu. Chybové úsečky jsou pro n = 3 ± SD.
Molekulární interakce boldinu s cholinesterasami nebyla v literatuře nalezena, proto jsme se pokusili mechanismus této interakce navrhnout. Struktura boldinu byla modelována do aktivního místa AChE kolem aminokyselinového residua Trp 86 a v BChE Trp 82 na základě již provedeného modelování podobných struktur. Výsledek modelování ukázal vodíkovou vazbu s aminokyselinou Asp 74 v AChE a hydroxylovou skupinou boldinu v pozici 9, tato interakce byla navíc stabilizována π-π interakcí s Trp 86 a nenasyceného A kruhu v molekule boldinu (Obr. 4). Podobná situace byla v BChE, kde se objevily dvě vodíkové vazby. Jedna mezi hydroxylovou skupinou boldinu v pozici 9 a aminokyselinou Glu 197 a druhá mezi methoxy skupinou v pozici 1 a Thr 120. Aminokyselina Trp 82 a nenasycený D kruh boldinu zajistily π-π stabilizaci (Obr. 5). Naše výsledky společně s již dřív publikovanou prací [8] podporují výše zmíněnou myšlenku o inhibici skrze alfa-anionické místo obou enzymů. Jako další vodítko může posloužit fakt, že alfa-anionické místo je nečastějším místem působení nekompetitivních inhibitorů cholinesteras. Výše uvedená fakta jsou přehledně shrnuta v tabulce 2.
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Obrázek 4. Předpovězená pozice boldinu v alfa-anionickém místě AChE. Barva atomů: bílá = H, červená = O, modrá = N, šedá (v AChE) a zelená (v boldinu) = C. Bílé čáry znázorňují vodíkovou vazbu.
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Obrázek 5. Předpovězená pozice boldinu v alfa-anionickém místě BChE. Barva atomů: bílá = H, červená = O, modrá = N, šedá (v BChE) a zelená (v boldinu) = C. Bílé čáry znázorňují vodíkovou vazbu.
Tabulka 2. Modelování interakce boldinu s cholinesterasami.
	Enzym
	IC50 (µmol/l)
	ΔG (kcal/mol)
	Interakce v alfa-anionickém místě

	AChE
	372,3
	− 7,6 (a. site)
	H-vazba: Asp 74
π-π: Trp 86

	BChE
	321,8
	− 9,7
	H-vazba: Thr 120, Glu 197
π-π: Trp 82




4. Závěr
Byl zkoumán efekt boldinu na AChE a byla nalezena IC50 rovna 372,3 µmol/l v porovnání s předchozí 8,5 µmol/l. Rovněž byl zkoumán efekt na BChE (IC50 321,8 µmol/l), který byl nalezen na stejné úrovni jako v případě AChE. Z výsledků byl zjištěn nekompetitivní mechanismus inhibice a byl navržen mechanismus interakce boldinu s oběma enzymy. Zvážíme-li závěry této studie, boldin se jeví jako slabý cholinesterasový inhibitor, nevhodný pro farmakologický výzkum, jak bylo publikováno dříve. Prezentovaná práce byla publikována v odborném časopise [17].
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