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Uvod

Inhibice enzymu acetylcholinesterasy (AChE; EC
3.1.1.7) a butyrylcholinesterasy (BChE; EC 3.1.1.8) je
v soucasnosti povazovana za hlavni mechanismus toxické-
ho ucinku organofosfatovych inhibitort.. Inhibice téchto
enzyml ma za nasledek zmény v mnoha dulezitych téles-
nych funkcich'?. Znalost aktualniho stavu aktivity choli-
nesteras v organismu je klicova pro véasnou diagnozu
intoxikace organofosforovymi inhibitory (OFI) a také pro
sledovani ucinnosti podané terapie, hlavné pak reaktivato-
ri AChE®. Nejéastéji je pro toto stanoveni vyuzivana ery-
trocytarni AChE, jelikoz je dobfe dostupna a mira jeji
inhibice velmi dobie koresponduje se zavaznosti otravy”.

Existuje mnoho metodik, jez byly pro stanoveni akti-
vity cholinesteras vyvinuty, mezi nejcastéji pouzivané jsou
fazeny metody elektrometrické?, titraéni®, kolorimetrické®,
méfeni zmény pH s vyuzitim indikatoru’, spektrofotomet-
rické®’, fluorimetrické'’, radiometrické'!, polalrograﬂcké12
a enzymové'". Vyse uvedené metody viak nemohou byt
zavedeny do rutinni praxe z mnoha divodu, zvlasté pak
narocné upravy vzorku, dlouhé doby méfeni nebo nedo-
state&né specificity enzymu k substratu'.

Velmi citliva a pro bézné vyuziti vhodna metoda byla
popsana Ellmanem'®. Tato kolorimetrickd metoda je dnes
zavedena do praxe k hodnoceni zdravotniho stavu lidi,
kteti bézné prichazi do styku s organofosforovymi inhibi-
tory (pracovnici v pramyslu a zemédélstvi)'®'".

Princip této metody je zalozen na hydrolyze thiocho-
linu (acetylthiocholinu pro AChE, butyrylthiocholinu pro
BChE). Po enzymové hydrolyze je uvolnéna prislusna
kyselina a thiocholin. Thiocholin obsahujici ve své mole-
kule skupinu SH je detegovan pomoci 5,5’-dithiobis-2-
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-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) tim, Ze po reakci s thio-
cholinem dochézi k uvolnéni 5-merkapto-2-nitrobenového
aniontu (TNB") (obr. 1, 2 a 3). Tento anion je pak detego-
van spektrofotometricky pifi vlnové délce 412 nm. Tato
metoda je v dobré korelaci s ostatnimi vySe uvedenymi
postupy4’14.

Ackoliv je Ellmanova metoda rychla, jednoducha
alevnd, ma také své nevyhody. Velmi zésadni pfi méteni
aktivit cholinesteras v krvi je interference s hemo-
globinem. Absorpéni maximum barevného indikatoru
TNB™  (5-merkapto-2-nitrobenzoatového aniontu) je
412 nm. Pfi této vlnové délce vsak absorbuje zareni také
vkrvi ptitomny hemoglobin'®. Pokud chceme vylougit
takto vzniklou chybu, je potfeba krevni vzorek hodné
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fedit. Dal$im problémem je pak reakce Ellmanova Cinidla
(DTNB) s pomalu reagujicimi sulfhydrylovymi skupinami
v roztoku, jez mohou ovlivnit vysledky mé&feni'.

Tyto nedostatky vedly k mnoha modifikacim pivodni
Ellmanovy metody. Ve snaze o sniZeni interference
s hemoglobinem byly na nékterych svétovych pracovistich
pouzity k mé&feni odligné vinové délky®, dvoupaprskové
spektrofotometry nebo jiné chromogenni disulfidy, napf.
4.4’-dithiopyridin®*%. Jinou moznosti, jak zlepsit stano-
veni AChE v krvi, je pouziti selektivnich inhibitortt BChE,
jako jsou quinidin ((2-ethenyl-4-azabicyklo(2,2,2)oct-5-
-yl)-(6-methoxyquinolin-4-yl)-methanol)® nebo  feno-
thiazinové derivaty**?.

Dalsi moznosti je sledovani zmény aktivity BChE,
které se pouzivdi v b&né medicing®® a klinické
toxikologii*’***. Tyto diagnézy intoxikace OFI pomoci
BChE je pouzivana v praxi pti automatickém stanovovani
aktivity cholinesteras v klinické chemii. Stale se vSak
objevuji dohady, zda zména aktivity BChE dokaze presné
indikovat také zménu aktivity synaptické AChE*.

Cilem této prace je sledovat zmény aktivit
cholinesteras v krvi a plasmé. Urcit zmény aktivit téchto
enzymi po intoxikaci dvou organofosforovych inhibitort
(cyklosarin a tabun) a zaroven sledovat terapeuticky efekt
reaktivatori. V této studii je hodnocena reaktivacni
ucinnost dvou reaktivatort — v terapii bézné uzivaného
obidoximu (1,3-bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)2-oxa-
propandichlorid) a nové ptipraveného oximu K 203 ((E)-1-
-(4-karbamoylpyridinium)-4-(4-hydroxyiminomethylpyridi-
nium)-but-2-en dibromid).

7 wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Organofosforové inhibitory tabun a cyklosarin o Cis-
toté ~ 98 % byly ziskany z institutu VTUO Brno (Ceska
republika) a skladovany ve sklenénych ampulich po
0,3 ml. Roztoky inhibitorti pouzitych ve studii byly ptipra-
veny tésné pred pouzitim. Oximy obidoxim a K 203 byly
pfipraveny na Katedie toxikologie, Fakulty vojenského
zdravotnictvi (Hradec Kralové, Ceska republika)’’. Ostatni
chemikalie Cistoty p.a. byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich (Praha, Ceska republika).

Zvirata

Samci potkani kmene Wistar o véaze 180-200g
(BioTest; Konarovice, Ceska republika). Zvitata byla udr-
zovana v klimatizované mistnosti (stala teplota 22 + 2 °C,
vlhkost 50 + 10 %, svételny cyklus 12 h svétlo/tma), kr-
mena byla standardni peletovou dietou a vodou ad libitum.
Experiment byl pod dohledem Etické komise Fakulty
vojenského zdravotnictvi, Hradec Kralové.
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Experiment in vivo

Atropin v terapeutické davee (21 mgkg™) byl im.
aplikovan v kombinaci s reaktivatorem (obidoxim, K 203)
5 min pted intoxikaci. Otravné latky v davkach odpovida-
jicich 1 LDsg byly aplikovany do svalu pravého zadniho
stehna zvifete. Kontrolni skupiné byl podan atropin
v terapeutické ddvce a za 5 min byl i.m. aplikovan fyziolo-
gicky roztok.

Zvitata byla usmrcena dekapitaci 30 min po intoxika-
ci otravnymi latkami, jako anestézie byl pouzit CO,. Po
dekapitaci byla odebrana hrdelni krev do zkumavek se
standardnim mnozstvim heparinu. Aktivita AChE byla
stanovena ihned po odbéru krve. Krev byla nejprve hemo-
lyzovéana v 0,02 M Tris-pufru (pH 7,6) v poméru 1:20
(krev/pufr) po dobu 5 min.

Stanoveni enzymové aktivity AChE

Aktivita AChE byla stanovovana v nesrazlivé krvi
v den odbéru vzorkl. Krev byla nejprve hemolyzovana
pfidanim 0,02 M Tris-pufru o pH 7,6 v poméru 1:20. He-
molyza je kompletni po uplynuti 4minutového intervalu od
pridani pufru. Méfeni aktivity enzymu AChE uvolnéného
z povrchu a vnitiniho obsahu erytrocyti pak probihal na-
sledovné: do kyvety byl pipetovan roztok DTNB (5,5’-di-
thiobis-2-nitrobenzoovd kyselina) v 0,1 M  Tris-pufru
opH 7,6 (1,7 ml), pak byla pridana hemolyzovana krev
(0,1 ml) a reakce byla odstartovdna pfidanim substratu
specifického pro AChE, ATCh (0,2 ml). Aktivita enzymu
byla méfena pii 37 °C.

Pro stanoveni aktivity AChE byla vyuzita standardni
spektrofotometricka metoda dle Ellmana", byla modifiko-
vana vinova délka na 436 nm tak, aby nedochazelo k vy-
raznym interferencim s hemoglobinem. Pro stanoveni ab-
sorbance byl pouzit Spektrofotometr Helios Alpha
(Elektron Corporation, Oxford, Velka Britanie). Vysledky
byly vyhodnoceny v jednotkach pkat ml™".

Stanoveni enzymové aktivity BChE

Cast nesrazlivé plné krve byla v den odbéru odstieds-
na za stalé teploty 15 °C a pii 3000 otackach/min po dobu
10 min. Plasma byla odebrana do mikrozkumavek a ucho-
vavana pri teplot¢ —80 °C (pfi této teploté je zaruceno
zachovani stalé aktivity enzymi po dobu né€kolika mésicit)
az do dne, kdy byla ve vzorcich stanovovéana aktivita
BChE. Pted stanovovanim BChE v plasmé je vhodné usta-
lit aktivitu enzymu pfes noc pii teploté¢ +4 °C (lednice)
a 2 h pfi teploté laboratorni.

Do kyvety byl pipetovan roztok DTNB v 0,1 M Tris-
pufru o pH 7,6 (1,7 ml), pak byla ptidana plasma (0,1 ml)
a reakce byla odstartovana pridanim substratu specifické-
ho pro BChE, BTCh (0,2 ml). Aktivita enzymu byla méte-
na pii 37 °C.

Pro stanoveni aktivity BChE byla vyuZita taktéZ stan-
dardni  spektrofotometrickdi metoda dle Ellmana'’
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s modifikovanou vinovou délkou. Vysledky byly vyhod-
noceny v jednotkach pkat ml™".

Kalibrace

Ptred vlastni kalibraci je pfipravena cysteinové kalib-
racni fada. Zékladni roztok cysteinu je fedén vzdy
v poméru 1 : 1 (koncentrovanéjsi roztok cysteinu : destilo-
vana voda). Takto vznikne fada o ¢tyfech riznych koncen-
tracich, pficemz zékladni roztok je 0,2 uM.

Pro kalibraci se do kyvety misto hemolyzatu krve
nebo plasmy pipetuje stejny objem (0,1 ml) roztoku cystei-
nu z piipravené kalibra¢ni tady. Pfida se roztok DTNB
(1,7 ml) v pufru a reakce se odstartuje ptidanim 0,2 ml
pfislusného substratu (ATCh, BTCh). Absorbance vzorku
se mefi pti 436 nm. Kalibrace se méfi proti slepému vzor-
ku, v ném je hemolyzat nebo plasma (cystein) nahrazena
destilovanou vodou.

Statistické hodnoceni

Pocet zvifat ve skupiné byl 6. Aktivity enzymu
v krevnim hemolyzatu byly vyjadieny jako primér a smeé-
rodatné odchylka, pro zjiSténi statisticky vyznamné zmény
mezi jednotlivymi skupinami byl pouZit t-test.

Vysledky a diskuse

Z vysledku vyplyva, Ze ob€ nervové paralytické latky
zpusobily vyrazny pokles aktivit cholinesteras, po podani
1 LDsg cyklosarinu byl zaznamenan pokles aktivity AChE
na 34 % a BChE na 23 % vzhledem k ptvodni aktivité
(obr. 4 az 7). Po podani stejné davky tabunu doslo také
k vyraznému sniZeni aktivit, a to na 38 % u AChE a 17 %
u BChE (obr. 5 a 7).

P1i intoxikaci cyklosarinem doslo po podani reaktiva-
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Obr. 4. Zména aktivit AChE v krvi po podani 1 LDs, cyklosa-
rinu (GF), terapie byla podana 1 min pfed intoxikaci, krev byla
odebrana 30 min po intoxikaci; A — atropin, GF — cyklosarin,
K203 — syntetizovany oxim K203, Obid — obidoxim
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Obr. 5. Zména aktivit AChE v krvi po podani 1 LDs, tabunu
(GA), terapie byla podana 1 min pred intoxikaci, krev byla ode-
brana 30 min po intoxikaci; A — atropin, GF — cyklosarin, K203 —
syntetizovany oxim K203, Obid — obidoxim
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Obr. 6. Zména aktivit BChE v plasmé po podani 1 LDs, cyklo-
sarinu (GF), terapie byla podana 1 min pfed intoxikaci, krev
byla odebrana 30 min po intoxikaci; A — atropin, GF — cyklosa-
rin, K203 — syntetizovany oxim K203, Obid — obidoxim

torti k zlepSeni klinického stavu. ZvySeni aktivity AChE
nebylo po podani jednotlivych oximl srovnatelné (obr. 4),
lepsi vysledek vykazal obidoxim, ktery reaktivoval enzym
na hodnotu 74 % vzhledem k aktivit¢ AChE kontrolni
skupiny. Pfi sledovani zmén v aktivit¢ BChE byl také za-
znamenan podobny prubéh reaktivace. Zde prokazal vy-
razné¢ lepSi reaktivacni ucinnost také obidoxim, doSlo
k uplné reaktivaci BChE. Po podani nové¢ syntetizovaného
oximu K203 bylo zaznamenano dvojnasobné navyseni
aktivity oproti skuping, jiz nebyla podana terapie (obr. 6).

Reaktivace enzymu AChE byla lepsi po intoxikaci
tabunem. Zde doslo k naristu aktivity AChE po podani
reaktivatoru K 203 i obidoximu az na puvodni hodnoty
vzhledem ke skuping, jeZ nebyla intoxikovéna (obr. 5).
Naproti tomu lepsi reaktivace BChE v plasmé byla zazna-
menéna po podani obidoximu (obr. 7).

Jak jiz bylo uvedeno v vodu, nejvétsi nevyhodou
stanoveni aktivit cholinesteras vkrvi je interference
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Obr. 7. Zména aktivit BChE v plasmé po podani 1 LDs, tabu-
nu, terapie byla poddna 1 min pred intoxikaci, krev byla odebra-
na 30 min po intoxikaci; A — atropin, GF — cyklosarin, K203 —
syntetizovany oxim K203, Obid — obidoxim

s hemoglobinem, jehoz absorpéni maximum se shoduje se
vznikajicim barevnym indikdtorem. Tuto interferenci jsme
v experimentu omezili dvéma zpisoby, a to: pfipravou
hemolyzétu plné krve, kde byla krev fedéna 1 : 20 a zaro-
ven byla upravena vlnova délka stanoveni na 436 nm. Pfi
této vlnové délce je absorbance hemoglobinu sniZena asi
na 1/4 hodnoty absorbance pii vlnové délce 412 nm
(cit.").

AChE se nachdzi nejen v matrix erytrocytll, ale je
také zabudovana do jejich bunéné membrany. Pro sta-
noveni pfesné aktivity AChE a snizeni interferenci
s plasmatickou BChE je nutné promyt erytrocyty pufrem.
Pro wvyplach je vhodné pouzit pufr, jeZ neni
k erytrocytarnim bunikam agresivni (pii hemolyze by doslo
k uvolnéni AChE do vyplachovaciho pufru) a ma vyvaze-
nou osmolalitu, z tohoto divodu neni mozné k vyplachu
zbytkové plasmy pouzit 0,1 M Tris pufr o pH 7,6, ktery se
pouziva pfi samotném stanoveni. Mnohem vyhodnéjsi je
pouziti 0,1 M fosfitového pufru o fyziologickém pH
(pH 7,6). Dalsi mozZnosti, jak snizit interferenci s BChE, je
vyuziti selektivnich inhibitori BChE (ethopropazin), které
maji minimalni vliv na hodnotu aktivity stanovované
AChE”.

Pro lepsi uvolnéni AChE z erytrocyti je pridavano
minimalni mnozstvi tenzidu Tritonu X-100, ktery zlepsuje
hemolyzu krevnich bunék. Pro hemolyzu pouzivame roz-
toky o velmi nizkych koncentracich Tritonu (0,01 %),
protoZe vy$si koncentrace ovlivni vysledek méfeni'*.

Udrzeni stabilniho pH po dobu méfeni aktivit choli-
nesteras je velmi dilezité, protoze enzymova hydrolyza
substrati (ATCh, nebo BTCh) pouzivanych pii tomto sta-
noveni je zavisla na pH. Pii pH 7,6-7,8 je dosazeno opti-
ma pro enzymové §tépeni acetyl- a butyrylthiocholinu®*.

Dalsi moznou komplikaci pfi stanoveni aktivit choli-
nesteras v t€lnich tkanich a krvi je reakce DTNB s bézné
v tkanich ptitomnym glutathionem a dal§imi latkami obsa-
hujicimi skupinu SH (cit."”). Tyto latky reaguji s DTNB
stejnym mechanismem jako substrat zménény cholineste-
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rasou a vykazuji pak chybn¢ pozitivni vysledek. Tato reak-
ce je pii méteni tkani nevyhnutelnd. Takto vzniklou chybu
je mozné vyloucit preinkubaci méfenych vzorkli po dobu
asi 5 min. V tomto intervalu dojde k reakci DTNB se vSe-
mi témito latkami a ty pak jiz neovliviiuji nasledny odecet
aktivit cholinesteras.

Zavér

Sledovani zmén aktivit cholinesteras v biologickych
vzorcich prokazalo reaktivaci inhibovanych enzymi po
podani reaktivatori (obidoxim, K203). Reaktivace byla
potvrzena u obou latek v plasmé i krvi. Reaktivace AChE
inhibované tabunem v plné krvi byla lepsi po podani nové
vyvinutého reaktivatoru K 203, jenz byl vyvinut jako moz-
né terapeutikum prave pro piipad intoxikace timto inhibi-
torem. Obidoxim vykazal hor$i reaktivacni schopnost vici
této nervove paralytické latce.

Uvedena prace byla vypracovana diky podpore grantu
Ministerstva obrany (Ceskd republika) FVZMO0000501.
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J. Zdarova-Karasova, K. Ku&a, D. Jun, and
J. Bajgar (Department of Toxicology, Faculty of Military
Health Service, Defence University, Brno): Using the
Ellman Method for In Vivo Testing of Cholinesterase
Activity

The changes in cholinesterase activity in tissues were
evaluated and compared with the reactivation potential of
reactivators. As reactivators, (E)-1-(4-carbamoylpyridi-
nium-1-yl)-4-{4-[(hydroxyimino)methyl]pyridinium-1-yl}
but-2-ene dibromide (K203) and common 1,3-bis{4-
[(hydroxyimino)methyl]pyridinium-1-yl}-2-oxapropane
dichloride (obidoxime) were used. The reactivation of
both oximes was monitored in blood and blood plasma.
The reactivation of tabun-inhibited acetylcholinesterase
(AChE) was higher using the newly synthesized K203.
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