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Souhrn 
U preparátu koňské butyrylcholinesterázy byla stanovena Michaelisova konstanta in vitro se substrátem 

butyrylthiocholin jodid pro dvě koncentrační rozmezí koncentrace substrátu potvrzující aktivaci enzymu sub-
strátem (Km 59,7 µM a Kss 1,02 mM) a pI50  pro sarin (7,06 nM). Po i. p. podání laboratorním potkanům byly 
stanoveny aktivity cholinesteráz v krvi, které přetrvávají až do 72 hodin po aplikaci.  
 
Klí čová slova: Preparát; Koňská butyrylcholinesteráza; Charakterizace; Potkan. 

 
 

Characterization of Preparation of Equine Serum Butyrylcholinesterase in vitro 
and Its Blood Levels in Rats 

 
Summary 

Michaelis constant in two concentration ranges of substrate (Km 59.7 µM   and Kss 1.02 mM) evidencing  
activation of the enzyme by substrate and pI50 (7.06 nM) value for preparation of equine butyrylcholin-
esterase were determined in vitro. Activities of cholinesterases in the blood of rats were determined following 
i. p. administration lasting 72 hours after the administration. 
 
Key words: Preparation; Equine butyrylcholinesterase; Characterization; Rat. 

 
Úvod 

 
Hrozba použití chemických zbraní (CHZ) přes 

existenci Úmluvy o zákazu vývoje, výroby, hroma-
dění zásob a použití chemických zbraní a o jejich 
zničení (dále Úmluva) nezmizela a je stále aktuální 
(9). Je tomu tak proto, že přes určité restrikce pro 
státy, které nejsou členy Úmluvy, není možno vy-
loučit eventualitu, že CHZ by tyto mohly vyrábět a 
skladovat, event. použít, a takové země tedy budou 
představovat potenciální vlastníky CHZ a nebezpe-
čí pro členské státy Úmluvy. Z téhož důvodu pak 
vůbec nelze vyloučit zneužití těchto látek v lokál-
ních konfliktech, teroristy apod. Zejména poslední 
možnost byla potvrzena v Japonsku – 27. června 
1994 v městě Matsumoto a 20. března 1995 v To-
kiju. V obou případech šlo o teroristické použití ner-
vově paralytické látky (NPL) sarinu (3, 16). 

Mezi nejdůležitější reprezentanty NPL se řadí 
zmíněný sarin, soman, VX-látka a další (3, 14). Pro 
efektivní léčbu i profylaxi intoxikací NPL (dříve bo-
jové organofosfáty) je nutno znát nejen mechanismus 
účinku, ale i možnosti terapie a profylaxe, aby jejich 
účinky byly minimalizovány, a to zejména pro akut-
ní intoxikace způsobené letálními dávkami NPL. 

Z hlediska profylaxe je možné použít odmoření 

před penetrací a při penetraci NPL do organismu 
(nejedná se o medicínskou záležitost, je uvedeno jen 
pro úplnost). Farmakologická profylaxe otrav NPL 
je založena na několika principech. Jedním je podá-
vání reverzibilních inhibitorů cholinesteráz (přede-
vším pyridostigmin), kdy reverzibilně inhibovaná 
(karbamylovaná) acetylcholinesteráza (AChE, EC 
3.1.1.7), rezistentní vůči NPL, je spontánně dekar-
bamylována a dekarbamylovaný enzym slouží jako 
zdroj normální AChE (2, 3, 4, 14). Profylaktická 
účinnost je limitována dávkou reverzibilního inhi-
bitoru – při vyšších dávkách je sice dosaženo vyšší 
profylaktické účinnosti, ovšem za cenu výrazněj-
ších vedlejších účinků. U přípravku zavedeného 
v AČR (PANPAL, s vyšší dávkou pyridostigminu) 
je tento problém částečně řešen přidáním dvou 
anticholinergik, která eliminují účinek vyšší dávky 
pyridostigminu, avšak účinnost zejména proti so-
manu a tabunu není optimální. Druhým přístupem 
je podávání běžně používaných antidot, jakási „léč-
ba v předstihu“, vyžadující ale dostatečně vysokou 
a časově delší hladinu těchto léčiv v krvi (2, 3, 4). 
Tento problém byl v AČR řešen zavedením nové-
ho profylaktického antidota TRANSANT, obsahu- 
jícího reaktivátor HI-6 pro transdermální podání. 
Podávání jiných farmak jako profylaktik je ve stadiu  
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Obr. 1: Schematické znázornění základních dějů, které v organismu probíhají po podání organofosfátů (OF) a možná místa profy-
laktických zásahů (kurzíva) 

 
 

výzkumu, v současné době bez perspektivy zave-
dení do praxe vzhledem k nepřesvědčivým výsled-
kům (2). Poslední možností je „vychytání" NPL 
v krvi ještě před dosažením místa zásahu, realizo-
vané podáním látek s vysokou afinitou k NPL, tj. 
preparátů cholinesteráz (scavengery). Tento přístup 
začal být intenzivně zkoumán v USA a výsledky 
jsou velmi perspektivní (1, 6, 7, 8, 11, 15, 19, 20, 
21, 23, 24, 25, 27). Navíc tyto preparáty působí 
ještě před místem zásahu NPL, tj. v transportním 
systému (v krvi), a tím se eliminují jejich toxické 
účinky v cílových orgánech na minimum. Pro ilus-
traci je uvedeno schéma (obr. 1), které zjednodu-
šeně sumarizuje uvedené přístupy (podle cit. 4). 

 
 

Materiál a metodika 
 

Zvířata 
Byly použity samice laboratorních potkanů kme-

ne Wistar (BioTest, Konárovice, ČR) o hmotnosti 
180–250 g. Zvířata byla před pokusem 1 týden akli-
matizována ve viváriu katedry toxikologie (klima-
tizováno, světelný režim 7.00–19.00 hodin) a kr-
mena standardní laboratorní peletovou dietou s pří-
sunem vody ad libidum. Experimenty byly schvá-
leny Etickými komisemi Fakulty vojenského zdra-
votnictví UO a Lékařské fakulty UK v Hradci Krá-
lové v souladu s vyhláškou 207/2004 Sb., o ochraně, 
chovu a využití pokusných zvířat. Personál mani-
pulující se zvířaty byl předem proškolen a získal 
osvědčení o způsobilosti pracovat s laboratorními 
zvířaty podle § 17 odst. 1 zákona č. 207/2004 Sb.  

Chemikálie 
Sarin čistoty 98 % byl získán od VOZ 072 Ze-

mianské Kostolany (SR). Koňská butyrylcholineste-
ráza (BuChE, EC 3.1.1.8) označená jako EqBuChE 
(20 000 mU/ml) byla darem dr. Bhupendra Doctora 
z Walter Reed Army Institute of Research, Was-
hington, USA v rámci spolupráce s katedrou toxiko-
logie FVZ UO. Ostatní chemikálie analytické čisto-
ty byly dodány firmami Lachema Brno, ČR a Sig-
ma Aldrich, Německo. 

 
Pozn.: Spolupráce vznikla v květnu 1997 na základě 

osobních diskusí s dr. B. Doctorem (mj. nositelem ceny 
presidenta Clintona z roku 1997), kdy Vojenská lékař-
ská akademie J. E. Purkyně v Hradci Králové (dnešní 
FVZ UO) jako první (a doposud stále jako jediná) insti-
tuce ze zemí bývalého východního bloku organizovala 
mezinárodní konferenci m-CB Medical Treatment Sym-
posium (26.–30. května 1997, Hradec Králové, ČR).  

 
Stanovení enzymatických konstant in vitro 

U stanovení Michaelisovy konstanty bylo použito 
preparátu EqBuChE, jehož aktivita byla sledována 
při různých koncentracích substrátu butyrylthiocho-
lin jodidu (BTCh). Inhibiční konstanta pI50 byla sta-
novena při různých koncentracích sarinu po inkuba-
ci s preparátem EqBuChE (30 min). 

 
Hladiny EqBuChE in vivo 

Dvanácti skupinám zvířat po pěti jedincích byla 
i. p. podána EqBuChE v dávce 250 U/kg. V časových 
intervalech 20, 40, 90, 120, 150 min, 4, 8, 10, 12, 
24, 48 a 72 h po aplikaci EqBuChE byli potkani 
usmrceni podstřižením a. carotis a odebrána krev. 
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V celé krvi byla stanovena aktivita ChE, v erytro-
cytech pak aktivita AChE a v plazmě byla stano-
vena aktivita BuChE.  

 
Stanovení aktivity cholinesteráz 

Aktivita plazmové BuChE byla stanovena Ell-
manovou metodou (10) se substrátem BuTCh. Akti-
vita cholinesteráz v krvi a AChE v erytrocytech by-
la stanovena stejnou metodou (10), avšak se sub-
strátem acetylthiocholin jodid. Jako chromogen byla 
použita 5,5´ bis-2-nitrobenzoová kyselina. Principem 
metody je spektrofotometrické stanovení SH-sku-
piny thiocholinu uvolněného enzymatickou hydro-
lýzou ze substrátu. 

 
Statistické hodnocení 

Proložení přímek u stanovení enzymatických 
konstant in vitro bylo provedeno metodou nejmen-
ších čtverců podle příslušných programů, jinak by-
ly výsledky hodnoceny běžnými metodami (prů-
měr, směrodatná odchylka). 

 
 

Výsledky 
 

Charakteristika preparátu EqBuChe 
Preparát dodané EqBuChE byl charakterizován 

jednak konstantami Km, Vmax a také hodnotou pI50. 
Vzhledem k tomu, že ke stanovení aktivity plaz-
matické BuChE se jako substrát používá BTCh, byl 
tento substrát použit i při stanovení konstant Km a 
Vmax. Konstanta Km vyjadřuje koncentraci substrá-
tu, při níž je dosaženo poloviny maximální reakční 
rychlosti Vmax, tj. rychlosti, kdy je enzym substrá-
tem nasycen. Konstanty byly stanoveny při široké 
škále koncentrací substrátu (0,01–10 mM) – kons-
tanta Km popisuje štěpení BTCh při koncentraci 
0,01–0,1 mM, konstanta Kss při koncentraci BTCh 
1–10 mM. Měření byla prováděna při hodnotě pH 
7,6, které se blíží optimu pH pro BuChE (při tomto 
pH je zachována nejméně 90% aktivita plazma-
tické ChE a spontánní hydrolýza je zanedbatelná). 
Hodnota pI50 je záporný dekadický logaritmus kon-
centrace sarinu, jež vyvolala 50% inhibici EqBuChE. 
Na obr. 2 je grafické znázornění výsledků v obou- 
stranně reciproké transformaci rovnice Michaelise 
a Mentenové podle Lineweavera–Burka. 

 
v0 = Vmax [S] / Km + [S]     rovnice Michaelise a Mentenové 

1/v0 = Km/ Vmax · 1/[S] + 1/Vmax      Lineweaver–Burkova 
                                                                  transformace 

Z Lineweaverovy–Burkovy transformace byly 
stanoveny hodnoty kinetických konstant, které jsou 
uvedeny v tabulce 1. 

Obr. 2: Lineweaverova–Burkova transformace rovnice Michae-
lise a Mentenové pro EqBuChE a substrát butyrylthiocholin jodid 

 
Tabulka 1 

 
Kinetické konstanty EqBuChE stanovené v TRIS pufru, 

pH 7,6 pro substrát butyrylthiocholin jodid při 20 °C 
 

 Km KSS Vmax1 Vmax2 pI50 

 µM mM µmol/min/ml µmol/min/ml nM 

EqBuChE 59,7 1,02 5,2 11,9 7,06 

Vmax1 stanovena při koncentraci substrátu 0,01–0,1 mM 
Vmax2 stanovena při koncentraci substrátu 1–10 mM 

 
Kinetika EqBuChE po intraperitoneálním podání 
u potkana 

Po i. p. podání EqBuChE v dávce 250 U/kg byla 
u potkanů měřena aktivita ChE v krvi v 8 časových 
intervalech až do 72 h. V odebrané krvi byla stano-
vena aktivita ChE v celé krvi, aktivita AChE v ery-
trocytech a aktivita BuChE v plazmě. Průběh aktivity 
ChE je dokumentován na obr. 3. 

Za 72 h po i. p. podání u potkana byla aktivita 
BuChE v plazmě i aktivita ChE v plné krvi zvýše-
na nejméně o 23 % nad původní hodnotu stanove-
nou na začátku experimentu.  

 
 

Diskuse 
 
Dodaná EqBuChE byla charakterizována kine-

tickými konstantami se substrátem BTCh, který byl 
pak použit i pro stanovení aktivity BuChE v plazmě 
potkanů zahrnutých do experimentu. Je známo, že 
Lineweaverova–Burkova transformace pro hydro- 
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Obr. 3: Aktivita cholinesteráz v krvi potkana po i. p. aplikaci EqBuChE v dávce 250 U/kg 

 
lýzu BTCh BuChE není lineární v koncentračním 
rozmezí 0,01–40 mM. Tato nelinearita je přisuzová-
na substrátové aktivaci při koncentracích BTCh nad 
0,4 mM (13, 18). Konstanta Km popisuje hydrolýzu 
BTCh při nízké koncentraci substrátu (0,01–0,1 mM), 
konstanta Kss při vysoké koncentraci substrátu (1 až 
10 mM). Analogicky při stejných koncentracích by-
ly stanoveny i konstanty Vmax1 a Vmax2. Obě namě-
řené konstanty Km (59,7 µM) a Kss (1,02 mM) jsou 
v dobré shodě s již publikovanými údaji Xie et al. 
(Km = 60 ± 8 µM; Kss = 1,0 ± 0,2 mM) (28). Pro 
kinetické konstanty rychlosti reakce Vmax1 a Vmax2 

obecně platí, že pokud je poměr Vmax2 a Vmax1 vyšší 
než 1, jedná se o aktivaci enzymu substrátem, po-
kud je roven 1, je oboustranně reciproká transfor-
mace lineární, a pokud je nižší než 1 dochází k in-
hibici enzymu substrátem. Také tato charakteristika 
EqBuChE byla v našem experimentu v souladu s hod-
notami uváděnými v literatuře (28) a potvrzuje akti-
vaci EqBuChE substrátem BTCh. Hodnota pI50 pro 
EqBuChE inhibovanou sarinem není v dostupné li-
teratuře publikována. Srovnání s údaji uváděnými 
v literatuře pro BuChE izolovanou z jiného druhu 
je komplikované vzhledem k mezidruhovým rozdí-
lům v citlivosti k jednotlivým NPL a také rozdíl-
nou reaktivitou ChE s organofosfáty podle orgánu, 
ze kterého byla ChE izolována (17). 

Aplikace ChE jako scavangerů při otravách NPL 
je možná pouze parenterální cestou. Nejčastěji se ex-

perimentálním zvířatům ChE aplikují i. m. (19, 20), 
i. v. (20, 21) nebo i. p. (22, 23). V těchto studiích 
bylo prokázáno, že způsob aplikace sice ovlivňuje 
čas dosažení maximální koncentrace enzymu v plaz-
mě, střední doba pobytu látky v cirkulaci (mean re-
sidence time, MRT) však zůstává neovlivněna a 
konstantní hladina enzymu přetrvává po dobu 3 až 
20 hodin. Tyto studie také potvrdily, že nezávisle 
na způsobu aplikace se do cirkulace dostává 50 až 
90 % podané dávky enzymu. Důležitou úlohu pro 
MRT v cirkulaci má počet glykosylačních míst v mo-
lekule enzymu: např. tetramer fetální hovězí AChE 
má 6–7krát delší MRT v cirkulaci než monomerní 
forma. Výhodou nativní EqBuChE i nativní lidské 
(HuBuChE) cholinesterázy proti nativní AChE je 
právě vyšší počet glykosylačních míst v molekule 
(12). V dosud publikovaných studiích zabývajících 
se profylaktickou účinností BuChE při otravách NPL 
byl vždy zjišťován pouze nárůst aktivity BuChE 
v plazmě (1, 15, 19). V naší studii jsme však chtěli 
také zhodnotit, jaký vliv bude mít exogenně apliko-
vaná EqBuChE na aktivitu celkové ChE v celé krvi 
a také na aktivitu AChE v erytrocytech. Aktivita AChE 
v erytrocytech zůstala po i. p. aplikaci EqBuChE 
podle našeho očekávání po celou dobu sledování 
(72 h) nezměněna. V celé krvi došlo k nárůstu ChE 
až na 223 % původní hodnoty, v plazmě se zvýšila 
aktivita BuChE až na 596 % původní aktivity. Ten-
to poměr nárůstu aktivit velmi dobře koresponduje 

0

100

200

300

400

500

600

700

0 10 20 30 40 50 60 70 80

čas po aplikaci EqBuChE (h)

ak
tiv

ita
 C

hE
 (

%
)

AChE aktivita v
erytrocytech

BuChE aktivita v
plazmě

ChE aktivita v celé
krvi

ChE:
Tmax = 5,1 h  
T1/2absorpce  = 1,38 h
T1/2eliminace  = 13,8 h

BuChE :
Tmax = 4,8 h  
T1/2absorpce  = 1,38 h
T1/2eliminace  = 11,5 h

0

100

200

300

400

500

600

700

0 10 20 30 40 50 60 70 80

čas po aplikaci EqBuChE (h)

ak
tiv

ita
 C

hE
 (

%
)

AChE aktivita v
erytrocytech

BuChE aktivita v
plazmě

ChE aktivita v celé
krvi

ChE:
Tmax = 5,1 h  
T1/2absorpce  = 1,38 h
T1/2eliminace  = 13,8 h

BuChE :
Tmax = 4,8 h  
T1/2absorpce  = 1,38 h
T1/2eliminace  = 11,5 h



 
 
 
 
 

VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY                                        ROČNÍK LXXVI, 2007, č. 6 
 
 

240

s podílem AChE a BuChE na aktivitě ChE v celé 
krvi, který je u potkana 7:3 (3). Čas dosažení maxi- 
mální aktivity BuChE po i. p. aplikaci EqBuChE 
u potkana byl zatím v literatuře publikován pouze 
v jedné studii (11), kde byla samicím potkana apli-
kována EqBuChE v dávce 5000 U/potkan a maxi-
málního zvýšení aktivity bylo dosaženo za 4 hodiny. 
I v našem experimentu byl zjištěn tmax EqBuChE 
po i. p. podání v podobném čase – 4,8 h. Z dalších 
dostupných údajů lze zjistit tmax pro i. m. aplikaci 
HuBuChE potkanům – 9 h a myším – 13 h (19), a 
tmax pro i. p. aplikaci HuBuChE myším – 14 h, 
morčatům – 30 h a potkanům – 2–3 h (5, 22, 23). 

V posledně zmiňované studii jsou srovnávány 
kinetické parametry HuBuChE po i. m. a i. p. podá-
ní a z tohoto porovnání vyplývá, že u myší je tmax 
po i. p. aplikaci téměř 2krát kratší, zatímco u mor-
čat jsou tmax po i. p. i i. m. podání srovnatelné. 
Obdobné srovnání i. p. a i. m. aplikace exogenních 
ChE pro potkany bohužel není publikováno. Vzhle-
dem k tomu, že pro dlouhotrvající protektivní úči-
nek před možnou expozicí NPL by musely být 
ChE podávány opakovaně, byla sledována i jejich 
farmakokinetika po opakovaném podání (23). Vý-
sledky této studie naznačují, že při aplikaci myší 
BuChE myším a BuChE makaka makakům se po 
opakovaném podání neměnila MRT enzymu v cir-
kulaci, ani nebyly detekovány žádné protilátkové 
reakce. Naopak po druhém podání HuBuChE myším 
se MRT enzymu v plazmě výrazně zkrátila (ze 48 
na 26 hodin). Vzniklé protilátky totiž způsobí při 
opakovaném podání exogenní BuChE její velmi 
rychlou eliminaci z cirkulace, což omezuje použití 
heterologního enzymu pouze na jednu dávku. Navíc 
bylo prokázáno, že podání EqBuChE chrání před 
inhibicí i AChE mozkovou (26). Tyto výsledky tedy 
prokazují, že homologní BuChE je efektivním a bez-
pečným prostředkem k profylaxi otrav NPL.  
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