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MysSi s absenciou jednotlivych molekulovych foriem

cholinesteraz

Mice lacking individual molecular forms of cholinesterases

Matej Kucera * Anna Hrabovska
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Sihrn

Acetylcholinesteriza (AChE) a butyrylcholinesteraza
(BChE) tvoria mali rodinu enzymov nazyvanych choli-
nesterdzy. Tieto enzymy sd v organizme bud solubilné,
alebo kotvené prostrednictvom kotviacich proteinov
kolagénu Q (ColQ) a membrinovej kotvy bohatej na
prolin (PRiMA). Poznatky z molekulovej biologie
a genetiky cholinesterdz a ich kotviacich proteinov vied-
li ku priprave mutantnych myS$i s absenciou r6znych
molekulovych foriem cholinesterdz. Do dneSnych dni
bolo  pripravenych viacero mutantnych mysi
s genetickou modifikdciou na drovni génov pre choline-
strazy alebo ich kotviace proteiny. Medzi mysSi
s muticiou v génoch koédujucich cholinesterdzy patria
predovsetkym: mysSi s celkovou absenciou AChE, mySi
s celkovou absenciou BChE, mysi s deléciou exénu 5 a 6
v géne kodujicom AChE a mysi s absenciou AChE vo
svaloch. Medzi mysi s mutdciou v génoch kédujucich
kotviace proteiny cholinesterdz patria: mySi s absenciou
AChE a BChE kotvenej prostrednictvom proteinu ColQ
a mysi s absenciou AChE a BChE kotvenej prostrednic-
tvom proteinu PRiMA. Na zdklade §tddia zmien vyply-
vajucich z absencie cholinesterdz, tieto mutantné zviera-
t4 vyrazne prispeli k obohateniu doterajSich poznatkov
o cholinesterdzach a cholinergickom nervovom systéme.
Klicové slova: absencia cholinesterdz ¢ mutantné mysi
* acetylcholinesterdza ¢ butyrylcholinesterdza

Summary

Acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase
(BChE) represent a small family of enzymes called
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cholinesterases. These enzymes are in the organisms
either soluble or anchored through anchoring proteins
collagen Q (ColQ) and proline-rich membrane anchor
(PRiMA). Knowledge of molecular biology and genetics
of cholinesterase and their anchoring proteins resulted in
the preparation of mutant mice with the absence of
different molecular forms of cholinesterases. So far
a number of mutant mice were prepared with a genetic
modification on the genes encoding cholinesterases or
anchoring proteins. The mice with mutation in the genes
encoding the cholinesterases are: the mice with the
absence of AChE, mice with the absence of BChE, mice
with a deletion of exon 5 and 6 in the AChE gene and
mice with the absence of AChE in muscles. The mice
with a mutation in the genes encoding anchoring proteins
include the mice with the absence of AChE and BChE
anchored by ColQ and mice with the absence of AChE
and BChE anchored by PRiMA. The study of adaptation
changes results from the absence of cholinesterases led
to the enrichment of existing knowledge about
cholinesterases and the cholinergic nervous system.
Key words: absence of cholinesterases ® mutant mice ©
acetylcholinesterase ¢ butyrylcholinesterase

Uvod

U cicavcov sa vyskytuji dva druhy cholinesteraz, ace-
tylcholinesteriza (AChE) a butyrylcholinesterdza
(BChE). Tieto enzymy predominantne $tiepia estery cho-
linu vratane neuromediatora acetylcholinu (ACh). Od
druhej dekady 20. storocia sa cholinesterdzy teSia neuti-
chajicemu zaujmu odbornej verejnosti, o ¢om svedci
z roka na rok narastajice mnoZstvo publikovanej vedec-
kej literatary?. Jednym z mnohych dovodov tohto sttpa-
juceho zdujmu je skutoc¢nost, Ze AChE patri medzi kla-
¢ové enzymy cholinergickej transmisie, kde sa podiela
na degradacii ACh?, zohrava klacovd ulohu
v cholinergickom systéme centralnej nervovej ststavy?®
a jej inhibicia mé4 zdvazné, v mnohych pripadoch aZ
fatdlne nasledky®. Druhym z dovodov je BChE, ktora je
znama uz od roku 1932V, ale do dne$nych dni nepozna-
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me jej fyziologicky substrdt. BChE zohrdva vyznamni
tlohu pri degradicii mnohych xenobiotik” a zmeny jej
hladin sa ¢im dalej tym viac spijajui s roznymi ochore-
niami, ako je napriklad Alzheimerova choroba®, dyslipi-
démia” a mnohé iné. V Tudskom tele sa nachidza az
desat nasobne viac BChE ako AChE®.

AChHE a BChE st rozdielne enzymy kédované dvoma
samostatnymi génmi® '%. Gén kdédujici AChE podlieha
u cicavcov pocas transkripcie alternativnemu zostrihu.
Dochédza tak ku vzniku troch roznych variantov AChE,
ktoré maju rovnaku katalyticka podjednotku, ale odliSny
C-termindlny peptid. Jedna sa o AChE,, AChE,
a AChE_'"". Na rozdiel od AChE, gén kddujici BChE
nepodliecha v priebehu transkripcie alternativnemu
zostrihu. V organizme sa preto vyskytuje iba jeden
variant BChE'?.

Najmenej zastipenym variantom AChE v organizme
je AChE, (z angl. readthrough). Vznikd v pripade absen-
cie alternativneho zostrihu transkripciou Casti intrénu
412, Vyskytuje sa vo forme monomérov'V. Zmeny hladin
AChE, st zvyCajne spdjané so stresom'?, oxidatnym
stresom'® a niektorymi patologickymi stavmi'. Naprik-
lad u pacientov trpiacich cirh6ézou pecene dochiadza
k nédrastu hladin AChE_ v parenchymdlnych bunkich'®.
Pri navodenej apoptéze bol pozorovany az osem ndsob-
ny ndrast hladin AChE,'”. Naopak zniZenie hladin
AChE_ sa vyskytuje u Alzheimerovej choroby'®.

Druhym najmenej zastipenym variatom AChE je
AChE, (z angl. hydrophobic). Ku jej vzniku dochadza
v pripade alternativneho zostrihu na exén 5. Tento exén
koéduje C-termindlny peptid, ktory zabezpecuje spojenie
katalytickej podjednotky s glykofosfatydylinozitolovou
kotvou (GPI)". AChE, sa nachiddza prevazne v ne-
neurondlnom tkanive, ako je napriklad hrubé ¢revo®,
kostnd dreti, tymus, peceni popripade oblicky. V tychto
tkanivich ma najviacsi podiel na celkovej aktivite
AChE?". AChE, kotvend GPI sa nachidza aj
v lipidovych raftoch na sarkoléme buniek kostrovych
svalov??. Okrem tkaniv sa tento variant AChE nachidza
aj na povrchu krvnych buniek. Konkrétne sa jednd
o erytrocyty®? a niektoré kmetiové bunky!'?.

Najviac zastiipeny variant AChE v organizme je
AChE, (z angl tailed). Vznika na zaklade alternativneho
zostrihu exénu 6. Tento ex6n kdduje C-termindlny pep-
tid nazyvany aj T-peptid, ktory umozZiiuje tvorbu Siroke;j
Skaly molekulovych foriem AChE " ** 2. Ako bolo
spomenuté vysSie BChE, nepodlieha alternativnemu
zostrihu, a tym padom existuje vo forme jedného tran-
skripéného variantu. C-termindlny peptid BChE je tak-
mer totozny s C-terminalnym T-peptidom AChE '?.
Z toho dovodu ma BChE rovnaké schopnosti vytvarat
Sirokd Skédlu molekulovych foriem ako AChE  a Casto ju
oznaCujeme ako BChE.. Molekulové formy AChE,
a BChE, sa rozdeluji na homo-oligomérne formy, ktoré
su tvorené iba katalytickymi podjednotkami, a na hete-
ro-oligomérne formy, ktoré si tvorené katalytickymi
podjednotkami a kotviacimi proteinmi. Medzi homo-
oligomérne formy zaradujeme solubilné monoméry,
diméry a tetraméry. Na druhej strane medzi hetero-oli-
gomérne formy zaradujeme asymetrimetckd formu
a tetramér kotveny malym transmembrdnovym protei-
nom'" 229 Asymetrickd forma sa sklada z kotviaceho

proteinu kolagénu Q (ColQ), ktory kotvi jeden, dva ale-
bo tri tetraméry katalytickych podjednotiek. Tato mole-
kulova forma cholinesterdz je predominantnd v kostro-
vom svale?’- 2, Okrem kotvenia cholinesterdaz sa ColQ
podiela aj na zhlukovani acetylcholinovych receptorov
a na reguldcii génovej expresie na synapsiach®®.
V pripade absencie alebo muticie v géne kodujicom
ColQ dochadza k rozvoju niektorych foriem kongenital-
neho myastenického syndromu®?. Druhd hetero-oligo-
mérna forma sa skladd z malého transmembranového
proteinu, ktory sa nazyva aj protein PRiMA (z angl. pro-
line-rich membrane anchor) a jedného tetraméru kataly-
tickych podjednotiek®?. Teramér katalytickych podjed-
notiek byva zloZeny z podjednotiek — bud AChE, alebo
BChE. AvSak v kuracom mozgu bola preukdzana pri-
tomnost tetramérov zloZenych z dvoch katalytickych
podjednotiek AChE a dvoch katalytickych podjednotiek
BChE kotvenych prostrednictvom proteinu PRIMA3.
Cholinesterazy kotvené proteinom PRiMA st predomi-
nantné v nervovej sustave. Okrem kotvenia cholineste-
rdz zohréava protein PRiIMA kla¢ovu ulohu pri bunko-
vom transporte a lokalizacii AChE*». Neddvno bolo
preukazané, Ze protein PRiIMA moZe byt Stiepeny
v-sekretdizovym komplexom konkrétne jeho katalytic-
kou zlozkou presenilin-13.

Hetero-oligomérne formy vznikajt na zéklade hydro-
fobnych interakcii medzi doménou WAT (z angl. tryp-
tophan (W) amphiphilic tetramerization) C-termindlneho
T-peptidu cholinesteraz a doménou PRAD (z anglického
proline-rich attachment domain), ktord sa nachddza na
N-termindlnom konci kotviacich proteinov ColQ
a PRiIMA. Ku vlastnej interakcii dochddza medzi jednou
doménou PRAD a Styrmi doménami WAT?S 37,

Mysi s mutaciou v génoch kodujicich cholinesterazy

AChE-/-

Mysi s absenciou AChE (AChE-/-) boli pripravené
pomocou génovej technoldgie (pre viac informécii vid
publikécie®® 3. V géne kédujicom AChE? (obr. 1A)
bola odstranend oblast dlha 5kb, ktord sa nachadza
medzi intrénom 1 a exénom 5 (obr. 1B). Vymazana
oblast koduje aZ 93% sekvencie AChE vratane kataly-
tickej domény enzymu®®. U tychto mySsi sa nevyskytu-
je Ziadna detegovatelnd aktivita AChE v sére ani
v tkanivach*V. Je prekvapujice, Ze hladiny BChE nie st
u AChE—/- myS$i zmenené, a to aj napriek tomu, Ze
BChE participuje na hydrolyze ACh. V mozgu
AChE-/— mysi je 75-83 % extracelularneho ACh
hydrolyzovaného BChE. Tento enzym je teda klticovy
z hladiska existencie, respektive prezivania AChE—/—
mysi*> 4), Tomu nasvedCuje aj skuto¢nost, 7e napriek
snahdm viacerych vyskumnych timov sa do dneSnych
dni nepodarilo pripravit ,,dvojité” mutanty, ktorym by
chybala AChE aj BChE. V pripade absencie AChE je aj
napriek pritomnosti BChE zna¢ne obmedzena degrada-
cia ACh, a tym paddom dochddza k enormnému narastu
jeho hladin v tkanivach. Napriklad v hipokampe je
mozné detegovat az 60-ndsobne vysSie hladiny ACh
ako u divokého kmertia*®. Takéto vysoké hladiny ACh
v tkanivich st zodpovedné za vyrazné zmeny vo feno-
type AChE—/— my§i*Y.
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Obr. 1. Delécia ¢asti génu kédujiiceho AChE (A (divoky kmeri) vs. B (AChE-/-)), ktord viedla k priprave mysi s absenciou vset-
kych molekulovych foriem AChE (C (divoky kmeri) vs. D (AChE-/-))% 3540

Tesne po narodeni st AChE—/— myS$i na nerozoznanie
od divokého kmenia, av§ak uZ po par diloch sa u nich
zaCinaju objavovat zmeny vo fenotype. Mladatd maju
spomaleny rast reprezentovany oneskorenym zvySova-
nim hmotnosti*?. Bez $pecidlnej starostlivosti umierajt
niektoré jedince eSte pred dosiahnutim dospelosti. Naj-
vyS§Siu umrtnost AChE-/— mysi je moZzné zaznamenat
medzi 13. az 21. dilom po narodeni. Kimenie AChE—/—
myS§i tekutou a na tuky bohatou potravou vedie
k vyraznému prediZeniu ich Zivota a jedince sa doZivaji
viac ako jeden rok*. Okrem mensSieho vzrastu je mozné
na prvy pohlad pozorovat tras pocas pohybu aj v pokoji,
atypické drzanie tela a abnormélnu chodzu*?. Vyrazna
slabost kostrovych svalov*¥, ktora je u tychto mysi takis-
to pritomnd, je s najvicSou pravdepodobnostou zaprici-
nend zmenami na drovni nervovo-svalovej platnicky.
Zakoncenie motorického neur6nu na nervovo-svalovej
platnicke je fragmentované na niekolko Ccasti, ktoré
obklopuju postsynaptické nervové vlakno. Schwannové
bunky, ktoré su za normélnych okolnosti lokalizované na
povrchu motorického neurénu, zasahuji do synaptickej
Strbiny. Okrem toho dochddza na nervovo-svalovej plat-
nicke aj k zniZeniu poctu nikotinovych receptorov
(NR)*». Podobné zniZenie po¢tu NR na nervovo-svalo-
vej platnicke je mozné pozorovat aj v pripade aplikicie
inhibitorov cholinesterdz — organofosfitov*®. Vsetky tie-
to pozorovania je mozné pripisat vysokym hladinim
ACh. BChE, ktora sa nachddza na nervovo-svalovej plat-
nic¢ke aspoti ¢iastocne hydrolyzuje ACh, a tym chrani NR
pred nadmernou stimuldciou*”. Napriek tomu BChE
plnohodnotne nezastupuje AChE, nakolko jej hladiny na
nervovo-svalovej platni¢ke s relativne nizke*®.

V AChE—/- mySiach je mozné okrem nervovo-svalo-
vej platnicky pozorovat vyrazné zmeny aj na Grovni cen-
tralnej nervovej sustavy. Chybanie AChE nespodsobuje

Ziadne zjavné histologické zmeny neurondlnych ani glio-
vych buniek, ¢ pritomnost patologickych Struktar*-V.
Aviak ako uz bolo spomenuté vy$Sie AChE—/— mysSi
maju v mozgu aZ 60-nasobne vy$Sie hladiny ACh ako
mysi divokého kmetia*?. Takéto extrémne vysoké hladi-
ny ACh bezpodmienecne vedu k adaptacnym zmenam,
ktoré umoziuja prezivanie AChE—/— my$i. Najvyraznej-
Sie zmeny je moZné pozorovat na irovni muskarinovych
receptorov (MR). V hipokampe, Casti mozgu spdjanou
s pamitou a priestorovou orientdciou, dochadza
k 50-80% poklesu hladin MR, M,R a M R na povrchu
buniek®?. Podobne ako v hipokampe, aj v striate a v kor-
texe (M,R) dochadza k poklesu poctu MR>* 9. NiZie
hladiny MR boli preukdzané aj funkénymi farmakolo-
gickymi experimentmi. Dokazom poklesu hladin MR je
zniZenie prahu na vznik kf€ov po aplikdcii pilokarpinu
(M,R), zniZenie salivicie (pravdepodobne M,R), analge-
tickej odpovede (pravdepodobne M,R a M,R) a trasu
(pravdepodobne M,R) po aplikécii oxotremorinu®. Pri
podrobnejSom vyskume bolo zistené, Ze k spominanému
poklesu MR dochiddza iba na povrchu neurénov?.
Naopak v intracelularnom prostredi (endoplazmatické
retikulum, Golgiho aparét) dochddza ku kumulacii MR.
ZvySenie degradicie ACh prostrednictvom exogénnej
AChHE alebo blokovanie MR md za nasledok zvySenie
hladin MR na povrchu neurénov a zniZenie hladin intra-
celularnych MR,

Okrem vyS$Sie spominaného zniZenia hladin MR
v mozgu bol v mozgovom kmeni AChE—/— mysi preuka-
zany aj pokles hladin NR>®. Popri zmenéch na trovni
cholinergickych MR alebo cholinergickych NR nastdva-
ju pri chybani AChE adapta¢né zmeny aj v inych recep-
torovych systémoch, ako je napriklad dopaminergicky>”
alebo adrenergicky®®. V striate AChE—/— my§i je moZné
pozorovat ovela vyraznej$i pokles dopaminergickych
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receptorov ako cholinergickych MR alebo NR¥. Kym
hladiny MR st v porovnani s divokym kmetfiom zniZené
0 54-83 %%, D1 podtyp dopaminergickych receptorov
sa vyznacuje 95% poklesom a D2 podtyp dopaminergic-
kych receptorov poklesom az na hranicu detekcie®”.

Pri absencii AChE dochddza k poklesu hladin recep-
torov nielen na nervovo-svalovej platnicke a v central-
nej nervovej sustave, ale aj v inych tkanivach. Naprik-
lad v pltcach je moZzné pozorovat az o 50 % niZsie
hladiny MR ako u myS$i divokého kmetia. Popritom
dochddza v plticach AChE—/— mysi aj k poklesu hladin
adrenergickych receptorov. Konkrétne sa jednd o o,
a B-receptory. Stucasne s poklesom hladin spominanych
adrenergickych receptorov nastiva aj zmena ich vza-
jomného pomeru™. Dramatické adaptatné zmeny
v hladinach cholinergickych receptorov (MR a NR)
a takisto aj inych receptorovych systémov (dopaminer-
gicky a adrenergicky) sa zdaju byt klucové z hladiska
prezivania AChE—/— my§i.

AChE-/-— mysSi sa liSia od mySsi divokého kmeia aj
vo vyvine termoreguldcie, ktord je u tychto mutantov
oneskorend. Pocas rastu a dospievania musia byt preto
AChE—/— mySi chované na vyhrievacej platni. Rozdiely
v telesnej teplote medzi AChE—/— mySami a mySami
divokého kmenia moZno pozorovat aj v dospelosti. Kym
priemernd telesnd teplota mySi divokého kmena je
37,1 °C, u myS$i s absenciou AChE dosahuje iba
36,5 °C*. Poruchu termoregulicie u AChE—/— mysi
potvrdzuje zistenie, Ze aplikdcia ¢i uZ agonistu MR oxo-
tremorinu alebo inibitora AChE donepezilu im nes-
posobuje pokles telesnej teploty ako u mysi divokého
kmeiia* 3. Farmakologické experimenty na PRiIMA—/—
a Del E5+6—/— mySiach preukdzali, Ze hypotermia navo-
dena oxotremorinom ma svoj povod v mozgu, a naopak
hypotermia navodend donepezilom ma svoj povod na

divoky kmen

A katalycka podjednotka
L

gén kodujici BChE

C-peptid

periférii. Z toho vyplyva, Ze v pripade absencie AChE
dochadza k poruche termoregulicie nielen v centrdlnej
nervovej sustave, ale aj na periférii® >?. Niektori autori
pripisuju poruchu termoreguldcie downreguldcii NR vo
vegetativnych ganglidch sympatiku*®.

Zaujimavé je, Ze AChE—/— mySi pri naruSeni ich pro-
stredia vydavaju charakteristické pisklavé zvuky*. Rov-
nakymi zvukmi sa prejavuji aj mutantné myS$i Del E
5+6—/— a ColQ-/- popisané nizsie* °*. Podobné zvuky
mozno pozorovat aj u mysi divokého kmeia, avSak len
pri extrémnych stresovych podmienkach®.

Aplikdcia selektivneho inhibitora BChE bambuterolu
nespdsobuje mySiam divokého kmetia Ziadne zndmky
toxicity, av§ak u AChE—/— mySi vyvoldva rovnakd davka
bambuterolu véZne priznaky cholinergickej intoxika-
cie®. Tento toxicky efekt bambuterolu je u mutantnych
myS$i pripisovany inhibicii BChE v periférnych tkani-
vach®®. To naznacuje, Ze BChE participuje na degradacii
ACh v AChE—/- mySiach a Ciasto¢ne u nich nahradza
funkciu AChE* %0,

BChE—/-

Mutantné mysi s absenciou BChE (BChE—/-) boli pri-
pravené vymazanim casti exoénu 1, intrénu 1 a velkej
Casti exénu 2 v géne kédujicom BChE. Vymazanie vel-
kej Casti ex6nu 2 bolo pouzité pri priprave BChE-/—
mySi z toho dovodu, Ze tento exdn koduje az 84 % mySa-
cej BChE vratane signdlneho peptidu a 478 z celkového
poctu 574 aminokyselin proteinu (obr. 2)%V. BChE~/—
mysi nemaju podla oakavania v tkanivach ani v plazme
Ziadnu detegovatelnt aktivitu BChE®? a nedochadza
u nich ani ku kompenza¢nému zvySeniu hladin AChE®.
Na prvy pohlad nie je moZné rozpoznat BChE—/— mysi
od mysi divokého kmeinia. Na rozdiel od AChE—/— mysi
sa nevyznacuju Ziadnymi poruchami rastu®?, abnormal-

BChE-/-
B katalycka podjednotka C-peptid
r — 1 ™
o I ol
| | o O

gén kodujici BChE

Obr:. 2. Delécia ¢asti génu kédujiiceho BChE (A (divoky kmeri) vs. B (BChE-/-)), ktord viedla ku priprave mysi s absenciou BChE

(C (divoky kmeri) vs. D (BChE-/-))1* 6V
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nym drZanim tela ani svalovou slabosfou. Ich telesna
teplota je priblizne zhodna s teplotou tela mysi divokého
kmetia. Srdcova frekvencia, tlak krvi a ani dychanie nie
st v porovnani s divokym kmefiom zmenené. Li et al.®¥
urobili Siroku $kalu fyziologickych experimentov, no
v Ziadnom zo sledovanych parametrov sa BChE—/— mysi
neli§ili od mysi divokého kmetia®?. Zaujimavé vsak je
pozorovanie, Ze skonzumovanie rovnakej davky krmiva
so zvySenym obsahom tukov (11 %, oproti 5 % v beZnej
strave) sposobuje u BChE—/— mysi, rychlejsie zvySova-
nie hmotnosti ako u my$i divokého kmena. V kone¢nom
dosledku takéto mysi dosahuji az o 30 % vysSiu telesnd
hmotnost ako BChE—/— my§i, ktoré si kfmené normél-
nou stravou®”. Takéto rychle zvySovanie telesnej hmot-
nosti u BChE—/— mysi pravdepodobne stivisi s tlohou
BChE pri metabolizme lipidov®®. V siilade s touto
mySlienkou je aj fakt, Ze aktivita BChE v sére pozitivne
koreluje s BMI pacientov, hladinami LDL cholesterolu,
celkového cholesterolu a triglyceridmi®®. Zmeny hladi-
ny, respektive aktivity BChE su spdjané s dyslipidé-
miou’- %7,

Skutocnost, Ze popri AChE sa aj BChE podiela na
degradicii ACh potvrdzuju experimenty nielen
s AChE—/— mySami** 3%, ale aj experimenty s BChE—/—
mySami. Zatial, ¢o aplikdcia selektivneho inhibitora
AChE (donepezil alebo huperzin A) spdsobuje u mysi
divokého kmena len mierne cholinergické priznaky, ako
je napriklad salivicia alebo lakrimdcia, tak u BChE—/—
mysi sposobuji rovnaké davky takéhoto inhibitora smrt
sprevadzani masivnymi ki¢ami®?. V Iudskej populicii
sa vyskytuja jedinci, ktori maji mutéciu v géne koduju-
com BChE. Takito jedinci moZu mat zniZené hladiny,
alebo zniZenud aktivitu tohto enzymu. Z toho dovodu je
podla autorov Stidie nutnd opatrnost pri aplikacii spomi-
nanych selektivnych inhibitorov AChE pri terapii
Alzheimerovej choroby®> ®®. Asi najzndmej$im pripa-
dom spdjanym s nizkou aktivitou BChE je apnoe, ktoré
nastdva po aplikdcii sukcinylcholinu. Za beZznych okol-
nosti je toto depolarizujice periférne myorelaxans velmi
rychlo metabolizované BChE na neucinné metabolity.
V pripade nizkej aktivity BChE nastiva dlhotrvajica
blokéada prenosu nervovych vzruchov do branice®. Rov-
nako aj kokain patri medzi latky, ktoré su prednostne
metabolizované BChE, a inhibicia BChE vedie k narastu
jeho toxicity™. V pripade absencie BChE dochadza
k vyraznym akttnym aj chronickym u¢inkom po jeho
podavani. Medzi akutne prejavy patri abnormélne
dychanie charakterizované vyraznymi pauzami medzi
jednotlivymi naddychmi, pri¢om tieto niddychy si velmi
hlboké. Medzi chronické prejavy patri hepatotoxicita
a srdcovd perivaskularna fibréza. U my$i divokého kme-
fa sa spominané akitne a ani chronické prejavy nevy-
skytuju’?. Niektorymi autormi bolo navrhnuté pouZit
BChE—/— mySi ako model Iudskej deficiencie BChE.
Pomocou nich by bolo mozné predvidat neZiaduce
a toxické acinky novych lieciv u pacientov, ktorym chy-
ba BChE®. AvSak napriek tomu, Z¢ BChE-/— mysi
nemaju Ziadnu aktivitu BChE v tkanivich, moZeme
u nich pozorovat nizku aktivitu hydrolyzy butyryltiocho-
linu (substrat pre BChE), ktord je spdsobend aktivitou
karboxyesterazy®». Vzhladom k tomu, Ze u mysi sa
nachadzaju relativne vysoké hladiny karboxyesterazy,

ktord u Tudi chyba, bol pripraveny mutantny kmen
s absenciou BChE a karboxyesterdzy. Takyto dvojity
mutant sa podla autorov Studie javi ako vhodnej$i model
pre Stadium ludskej deficiencie BChE ako samotné
BChE—~/— mysi™.

ACHE Del E5-/-, Del E6-/-, Del E5+6-/-

Ako bolo spomenuté vyssie, gén kodujici AChE? je
tvoreny Siestimi exénmi pricom exény 2—4 koéduja kata-
lytickd doménu a ex6ny 5 a 6 podliehaju alternativnemu
zostrihu'. V pripade alternativneho zostrihu na exén 5
vzniki AChE,'"” a alternativnym zostrihom na exon 6
AChE_'". Tieto poznatky viedli ku priprave troch roz-
nych typov mutantnych mysi, v ktorych je deléciou sek-
vencie na C-konci ovplyvnena schopnost vzijomnych
interakcii medzi katalytickymi podjednotkami ako aj
schopnost interakcie s kotviacimi molekulami.

Del E5—/— mysi boli pripravené vymazanim exénu 50
v géne kdédujucom AChE”. Maji normélnu velkost tela
a nevyznacuju sa trasom pocas pohybu®, ako je tomu
u AChE—/— mysi®. Celkova expresia AChE v mozgu a vo
svaloch je u tychto mySi ovplyvnend iba minimélne. Je to
sposobené tym, Ze v tychto tkanivich AChE vznika pre-
dovSetkym alternativnym zostrihom na exén 6 (AChE,).
Na rozdiel od toho sa na erytrocytoch a krvnych dostic¢-
kach nachadza AChE,; tvorend alternativnym zostrihom
na exon 5. Tym padom Del E5—/— mySi podla ocakavania
neobsahuju na povrchu erytrocytov a krvnych dosticiek
Ziadnu aktivitu AChE® 7. Okrem toho u nich dochidza
aj k 60% poklesu aktivity AChE v sére®.

Del E6-/— mysi boli pripravené vymazanim exénu 6974
v géne kodujicom AChE?. Tieto mysi si vyrazne mensie
ako mys$i divokého kmeiia a podobne ako AChE—/— mysi
sa vyznaCuji trasom pocas pohybu. Z dovodu, Ze
v kostrovych svaloch a v mozgu vznikd AChE na zaklade
aternativneho zostrihu na exén 6, dochadza u Del E6—/—
mysi k silnému poklesu aktivity AChE v mozgu (93 %)
a kostrovych svaloch (72 %). Prekvapujuce ale je, Ze
pokles aktivity AChE nastdva aj na erytrocytoch (60 %)
a krvnych dostickach (80 %), kde AChE vznika alternativ-
nym zostrihom exénu 5 (AChE,). Napriek 80% poklesu
aktivity na povrchu krvnych dosti¢iek dochadza
v porovnani s divokym kmenom k dvojnasobnému zvySe-
niu hladin AChE v ich intraceluldarnom prostredi®® 7.

Stcasné odstranenie exénov 5 a 6 u Del E5+6—/—
mySsi, ma za nasledok absenciu vSetkych foriem AChE
s vynimkou solubilnych monomérov (obr. 3). Podobne
ako Del E6-/— my§i sa aj tento mutantny genotyp vyzna-
¢uje vyraznymi zmenami vo fenotype v porovnani
s divokym kmetiom™. Tieto zmeny si v mnohych
parametroch podobné alebo zhodné s AChE—/— mysSa-
mi*** %) Napriklad Del E5+6—/— my§i st ovela mensie
ako mySi divokého kmeta a vyznacuji sa aj trasom
pocas pohybu’. Svalova sila je u tychto mysi vyrazne
redukovand. To sa prejavuje najmi zniZenou silou ticho-
pu*». V porovnani s mySami divokého kmena sa neudr-
Zia na horizontdlne natiahnutom tenkom drote ani na
kovovej mriezke v pozicii dolu hlavou a nedokdZu sa ani
vertikdlne $plhat. Okrem svalovej sily je u Del E5+6—/—
myS$i obmedzené aj balansovanie a koordinicia pohy-
bov®?, Narusend funkciu kostrového svalstva potvrdzuji
aj experimenty na izolovanej hemidiafragme. V pripade
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Obr. 3. Delécia exénov 5 a 6 v géne kédujicom AChE (A (divoky kmeri) vs. B (Del E5+6—/-)), ktord viedla ku priprave mysi
s absenciou AChE, a AChE, (C (divoky kmeri) vs. D (Del E5+6-/-))" 57

stimulacie frénického nervu, ktory inervuje branicu,
dochddza u Del ES+6—/— mySsi k vyvinutiu mensej sily
kontrakcie, zaSklbom, tetanickym kontrakcidm
a tetanickym ochabnutiam v porovnani s divokym kme-
fiom™. Zmeny na urovni kostrovych svalov ztcastiuja-
cich sa na dychani dokazuja aj fyziologické experimen-
ty in vivo. Tie preukazali, Zze Del ES+6—/— mySi majt
v porovnani s mySami divokého kmena skriateny cas
tok”. Podrobnej$ia analyza nervo-svalovej platnicky
u tychto mysi preukédzala podobné zmeny, aké boli pozo-
rované u AChE—/— my§i**". U Del E5+6—/— mys$i nebo-
la na nervovo-svalovej platnicke zaznamenand Ziadna
expresia AChE. Okrem toho u nich dochddza ku zmene
lokalizacie NR, ktord umozZiiuje jednoduchsi tnik ACh
z priestoru nervovo-svalovej platnicky”.

U Del E5+6—/— mysi je aktivita AChE v mozgu
podobna ako u AChE—/— my$i* %, DetailnejSie skima-
nie preukdzalo, Ze Del E5+6—/— mySi obsahuju v striate
iba 2-3 % aktivity AChE v porovnani s divokym kme-
fom. Této aktivita je lokalizovand intraceluldrne, prevaz-
ne v endoplazmatickom retikule. Absencia AChE ma za
nasledok 200-300-n4sobne vyssie hladiny ACh v striate,
¢o v kone¢nom dosledku vedie k adaptatnym zmenidm
na drovni MR+, Podobne ako ako v pripade AChE—/—
mySsi** 3 dochadza na povrchu neurénov k poklesu hla-
din M,R. Vo vnitrobunkovom prostredi neurénov sa
naopak hladiny MR zvysené*®.

Na rozdiel od AChE—/— mysi je telesnd teplota Del
E5+6—/— jedincov porovnatelna s divokym kmeiiom? >
0. Okrem toho sa tieto mutantné mysi vyznacuji podob-
nymi zvukovymi prejavmi ako AChE—/— mySi. Zaujima-
vé je, Ze napriek absencii AChE v tkanivach sérum Del
E5+6—/— myS$i obsahuje takmer dvojndsobnd aktivitu
AChE ako sérum mysi divokého kmeia .

Del i1RR-/-

V priebehu vyvoja kostrovych svalov dochadza ku
zmendm transkripcie velkého poctu rdoznych proteinov,
vratane AChE”” . Na regulacii expresie mRNA AChE
v kostrovych svaloch sa podiela aj regulacna oblast ktora
sa nachadza v intréne 1 v géne kédujucom AChE™. Pod-
robny vyskum preukazal, Ze tito regulacna oblast ma vel-
kost 255 bp. Vymazanim tejto regulacnej oblasti v introne
1 v géne kodujucom AChE boli pripravené mysi
s absenciou AChE v kostrovych svaloch (Del ilRR—/-)
(obr. 4)’. V porovnani s ColQ-/— mySami maji Del
ilRR—/— mysSi plne zachované hladiny BChE na nervovo-
svalovej platni¢ke’. Na druhej strane im na nervovo-sva-
lovej platnicke chyba aj AChE kotvend proteinom
PRiIMA3. S absenciou AChE v kostrovych svaloch stivi-
sia aj zmeny vo fenotype, ktoré si podobné AChE—/—
mysiam, Del E5+6—/— mySiam a ColQ—/— mySiam?" 4
60.73. 79 Del ilRR—/— mySi sa vyznaCuji trasom pocas
pohybu, svalovou slabostou a menSim vzrastom ako mysi
divokého kmertia’. Okrem toho sa slabost svalov partici-
inspirany prietok, oslabeni odpoved na hyperkapniu
a hypoxiu v porovnani s jedincami divokého kmetia’.
PoSkodenie kostrovych svalov je rovnako ako u AChE—/—
mySi, Del E5+6—/— my$i a ColQ—/— myS$i moZné pozoro-
vat aj na mikroskopickej Grovni*” #7479, Popri kostro-
vych svaloch, kde je aktivita AChE na drovni 04 %
divokého kmena dochddza k poklesu aktivity aj
v orgdnoch, ako st napriklad plica (28 % aktivity AChE
divokého kmeria), ¢i srdce (35 % aktivity AChE divoké-
ho kmeiia), alebo trachea (24 % aktivity AChE divokého
kmeftia)’®. V nervovom tkanive, ako je napriklad mozog
alebo miecha, nedochddza u Del ilRR—/— mysi
k ovplyvneniu aktivity AChE’, Tak isto u tychto mysi
nie je zmenend aktivita AChE vo vnuatornych orgénoch,
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Obr. 4. Delécia regulacnej oblasti v intréne 1 v géne kédujiicom AChE (A (divoky kmeri) vs. B (Del i1RR-/-)), ktord viedla ku pri-
prave my$i s absenciou AChE vo svaloch a erytrocytoch (C (divoky kmeri) vs. D1, D2 (Del i1RR-/-))

*Iné tkanivd (D2) — napriklad mozog alebo miecha' ™

hladkych svaloch ani slinnych Zlazach. Je to sposobené
tym, Ze regulacnd oblast v intréne 1 ovplyviiuje expresiu
AChE iba v niektorych tkanivach (napr. srdce, pltca, kos-
trovy sval). Prekvapujico Del i1RR—/— mySi nemaju
ziadnu aktivitu AChE na krvnych dostickéach, zatial ¢o na
erytrocytoch alebo v sére je aktivita AChE v porovnani
s divokym kmefiom nezmenend™: .

Mysi s mutaciou v génoch kédujucich kotviace
proteiny

ColQ-/-

Mysi s absenciou molekulovych foriem cholinesteriz
kotvenych ColQ (ColQ-/-) boli pripravené vymazanim
sekvencie kédujiicej doménu PRAD v géne pre ColQ*.

Ako bolo spomenuté v tivode, doména PRAD je kltcova
pre vznik hydrofébnych interakcii medzi kotviacim pro-
teinom ColQ a Styrmi katalytickymi podjednotkami cho-
linesteraz®®. Z toho dovodu mé odstranenie domény
PRAD za nésledok vysSie spominand absenciu AChE
a BChE kotvenej prostrednictvom ColQ (obr. 5). Vzhla-
dom k tomu, Ze cholinesterdzy kotvené pomocou ColQ
st predominantné v kostrovych svaloch®®, ColQ-/— mysi
nemaji na nervovo-svalovej platnicke takmer Ziadnu
cholinesterazovu aktivitu. Tie cholinesterdzy, ktoré osta-
vaji v kostrovom svale pritomné aj napriek delécii ColQ,
maju svoj povod v motorickom neuréne a st kotvené
prostrednictvom proteinu PRIMA®,

ColQ—/— mysi sa vyznacuju podobnymi, vyraznymi
zmenami vo fenotype ako AChE-/— mysi*®, Del
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Obr. 5. Delécia sekvencie v géne Col@Q kédujiicej doménu PRAD (A (divoky kmeri) vs. B (Col@-/-)), ktord viedla ku priprave mysi
s absenciou AChE , a BChE, kotvenej pomocou Col@ (C (divoky kmeri) vs. D (Col@-/-))'2729

E5+6—/— mysi popripade Del E6—/— mysi® 7.
V porovnani s my$ami divokého kmena rasti pomalSie,
st ovela menSie a vyznacuju sa trasom pocas pohybu?”.
Na rozdiel od AChE-/— mysi*> st schopné samostatne
prijimat potravu. Vyznacuju sa rovnakymi zvukovymi
prejavmi®”, aké je mozné pozorovat u AChE—/— mysi*>
a Del E5+6—/— mysi®,

NajvyraznejSie rozdiely oproti mySiam divokého
kmena sa nachadzajd na nervovo-svalovej platni¢ke?”.
Absencia cholinesterdz tu prekvapujiico spdsobuje
zvySené uvoliiovanie ACh z motorického neurénu, ¢o
popri absencii jeho degradicie méd za nasledok eSte
vyraznejSie zvySenie hladin tohto neuromediédtora®’.
Vysoké hladiny ACh nésledne sposobuju poSkodenie
az 60 % nervovo-svalovych platniiek, ktoré st bud
fragmentované, alebo vykazuju zndmky nedostato¢né-
ho vyvoja. Na subcelularnej Grovni je moZné pozoro-
vat degeneracné zmeny vykazujice znaky subsynap-
tickej nekrézy. Okrem toho si Schwanove bunky
vsunuté do synaptickej $trbiny, ¢o podla autorov $tidie
pravdepodobne chrani postsynaptickil svalova bunku
pred vysokymi koncentriciami ACh?”. Popri anato-
mickych adapta¢nych zmendch je moZné pozorovat aj
zmeny na drovni NR. Konkrétne zhluky NR zaberaji
v ColQ deficientnych svaloch omnoho menSiu plochu
ako v pripade svalu divokého kmena®?. Napriek men-
Sej ploche st NR v tychto zhlukoch hustejSie usporia-
dané®”,

Kongenitidlny myastenicky syndrom je ochorenie, pri
ktorom sa vyskytuju mutacie niektorych proteinov parti-
cipujticich na prenose vzruchov z motorického neurénu
na kostrovy sval. Tieto mutécie spdsobuji patologicku
slabost a tnavu kostrovych svalovV. Jedna z foriem
kongenitidlneho myastenického syndréomu sa vyznacuje
absenciou AChE na nervovo-svalovej platnicke. Je spo-

sobend mutéciou Casti génu ColQ, ktord koduje doménu
PRAD. Tym padom, rovnako ako u ColQ—/— mys$i, nedo-
chéddza ani u pacientov trpiacich touto formou kongeni-
tdlneho myastenického syndromu k interakcidm medzi
doménou PRAD ColQ a C-termindlnym T-peptidom
cholinesteraz®* 3. Vzhladom na tato podobnost sliZia
ColQ—/— mysi na hladanie novych postupov pri terapii
kongenitalneho myastenického syndromu®>.

PRiMA—/-

Mysi s absenciou cholinesterdz kotvenych pomocou
proteinu PRIMA (PRiMA—-/-) boli pripravené pomocou
rovnakého principu ako ColQ—/— mysi?”. V géne kddu-
jucom protein PRiMA bola vymazana sekvencia koduji-
ca doménu PRAD. To néasledne zamedzi interakcii kot-
viaceho proteinu PRiMA s katalytickymi podjednotkami
cholinesteraz (obr. 6)*¥. KedZe cholinesterdzy kotvené
prostrednictvom PRiMA st predominantné v nervovej
sistave’”, PRIMA—/— myS$i nemaji v mozgu takmer
Ziadnu cholinesterdzovu aktivitu. V striate PRIMA—/—
myS$i sa nachadzaji iba 2-3 % aktivity cholinesteraz
divokého kmeiia. NavySe tato aktivita je lokalizovana iba
intraceluldrne, konkrétne v endoplazmatickom retiku-
le3*.

Napriek absencii cholinesteraz v mozgu sa PRIMA—/—
mySi prekvapujico vobec neliSia od mySi divokého kme-
fia** 79, AChE—/— my§i a Del E 5+6—/— my§i, ktorym rov-
nako ako PRiIMA—/— myS$iam chyba AChE v mozgu, sa
uZ na prvy pohlad vyznacuji vyraznymi zmenami vo
fenotype — ako napriklad mensi vzrast, tras poc¢as pohy-
bu alebo slabost kostrovych svaloy3* 44 45 60.73.74) " Nga
zéklade fenotypu PRIMA—/— mySi v§ak moZno predpo-
kladat, Ze tieto zmeny vo fenotype st pravdepodobne
sposobené absenciou AChE na periférii, respektive
v kostrovych svaloch. Vzhladom k tomu, Ze



60 Ces. slov. Farm. 2016; 65, 52-63
divoky kmern PRiMA-/-
A B
—— F
H H AD H gén kédujici PRIMA —H-D .‘ gén kédujici PRIMA
C D
AChE
ORI
q &9
AChE;
BChE

Obr. 6. Delécia sekvencie v géne PRIMA kédujiicej doménu PRAD (A (divoky kmeri) vs. B (PRiMA-/-)), ktord viedla ku priprave
mysi s absenciou AChE,, a BChE,, kotvenej pomocou PRIMA (C (divoky kmeri) vs. D (PRiMA~-/-))1 3239

v kostrovych svaloch je AChE kotvend predominantne
prostrednictvom proteinu ColQ, PRiMA—/— mySi nema-
ju zmenené hladiny AChE v kostrovom svale™ 5,

V pripade absencie AChE aj BChE u PRIMA—/~ mysi je
mozné v striate pozorovat 200-300-ndsobne vysSie hladiny
ACh*. Je prekvapujice, Ze takéto extrémne vysoké hladiny
ACh spdsobuji u PRIMA—/— mysi len minimdlne zmeny
v behaviordlnych Stidiach oproti mySiam divokého kmeiia. Nie
je u nich ovplyvnena priestorova pamét ani pohybova aktivita,
avSak skimanie motorickych funkcii pomocou rotarod testu
a CatWalk testu preukdzalo, Ze PRIMA—/— myS$i maji
v porovnani s mySami divokého kmefia mierne oslabené koor-
dina¢né schopnosti*>®. Ako bolo spomenuté vysSie, za beznych
okolnosti je nemozné odliSit od seba tieto dva genotypy
(PRIMA—/— a mysi divokého kmena)*. Tento stav je
s najvicSou pravdepodobnostou spdsobeny adaptatnymi zme-
nami na Grovni receptorov v centrdlnej nervovej sustave® 3,
Podrobny vyskum preukdzal, Ze podobne ako v pripade
AChE—~/- my#i tak aj u PRIMA—/— mysi dochddza v mozgu k
vyraznému, miestami azZ 60% tbytku MR. Okrem zniZenia hla-
din samotnych MR je moZné pozorovat aj pokles ich funk¢nos-
ti*?. Takéto adaptacné zniZenie mnoZstva MR prebieha pocas
prvych 30 dni Zivota PRIMA—/— my3i®®. Na rozdiel od AChE~/~
mys$P°* 3 nedochddza v mozgu PRIMA—/~ mysi k vyraznym
zmenam v hladinich NR ani dopaminergickych receptorov®, &o
moZe vyplyvat z rdzneho genetického pozadia mutantnych kme-
fov mysi.

Stret zaujmov: Ziadny.
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