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Souhrn

U preparatu kaéské butyrylcholinesterazy byla stanovena Michaetiskonstanta in vitro se substratem
butyrylthiocholin jodid pro d& koncentrani rozmezi koncentrace substratu potvrzujici aktieazymu sub-
stratem (K,59,7uM a Kss1,02 mM) a pd pro sarin (7,06 nM). Po i. p. podani laboratornimtkanim byly

stanoveny aktivity cholinesteraz v krvi, kterétpsavaji az do 72 hodin po aplikaci.
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Characterization of Preparation of Equine Serum Buyrylcholinesterasein vitro
and Its Blood Levels in Rats

Summary

Michaelis constant in two concentration ranges uistrate (k, 59.7 uM and K 1.02 mM) evidencing
activation of the enzyme by substrate ang (1.06 nM) value for preparation of equine butyhgdin-
esterase were determined in vitro. Activities ajliciesterases in the blood of rats were determiloddwing
i. p. administration lasting 72 hours after the adistration.

Key words: Preparation; Equine butyrylcholinesterase; Charietiton; Rat.

Uvod

Hrozba pouziti chemickych zbrani (CHZjep
existenci Umluvy o zakazu vyvoje, vyroby, hroma-
déni zasob a pouZziti chemickych zbrani a o jejich
zni¢eni (dale Umluva) nezmizela a je stale aktualni
(9). Je tomu tak proto, Zegs utité restrikce pro
staty, které nejsotleny Umluvy, neni mozno vy-
lougit eventualitu, ze CHZ by tyto mohly vyréta
skladovat, event. pouzit, a takové 2etedy budou
piedstavovat potencialni vlastniky CHZ a nebezpe-
&i pro ¢lenské staty Umluvy. Z téhozidodu pak
viibec nelze vylotit zneuziti &chto latek v lokal-
nich konfliktech, teroristy apod. Zejména posledni
moznost byla potvrzena v Japonsku — @3tvna
1994 v ngstt Matsumoto a 20.fezna 1995 v To-
kiju. V obou gipadech Slo o teroristické pouziti ner-
vové paralytické latky (NPL) sarinu (3, 16).

Mezi nejdilezitéjSi reprezentanty NPL s&adi
zmirény sarin, soman, VX-latka a dalsi (3, 14). Pro
efektivni I&bu i profylaxi intoxikaci NPL (&ve bo-

pred penetraci atppenetraci NPL do organismu
(nejedna se o medicinskou zalezitost, je uvedano je
pro Uplnost). Farmakologicka profylaxe otrav NPL
je zaloZzena nagholika principech. Jednim je poda-
vani reverzibilnich inhibitar cholinesteraz (@de-
vSim pyridostigmin), kdy reverzibitninhibovana
(karbamylovana) acetylcholinesteraza (AChE, EC
3.1.1.7), rezistentnitki NPL, je spontan& dekar-
bamylovana a dekarbamylovany enzym slouzi jako
zdroj normalni AChE (2, 3, 4, 14). Profylakticka
(einnost je limitovana déavkou reverzibilniho inhi-
bitoru — @i vySSich davkach je sice dosazeno vysSi
profylaktické &innosti, ovSem za cenu vyragn
Sich vedlejSich dinkd. U peipravku zavedeného
v ACR (PANPAL, s vy3si davkou pyridostigminu)
je tento probléme¢asténe feSen pidanim dvou
anticholinergik, ktera eliminujidinek vy3si davky
pyridostigminu, avSak dinnost zejména proti so-
manu a tabunu neni optimalni. Druhyiispupem

je podavani &ne¢ pouzivanych antidot, jakasi gdé

ba v gedstihu®, vyZadujici ale dost&m® vysokou

jové organofosfaty) je nutno znat nejen mechanismus a ¢aso¥ delSi hladinudchto I&iv v krvi (2, 3, 4).

(¢inku, ale i moznosti terapie a profylaxe, aby jejic
(einky byly minimalizovény, a to zejména pro akut-
ni intoxikace zpsobené letalnimi davkami NPL.

Z hlediska profylaxe je moZné pouzit odimoi

Tento problém byl v &R feSen zavedenim nové-
ho profylaktického antidota TRANSANT, obsahu-
jiciho reaktivator HI-6 pro transdermalni podani.
Podavani jinych farmak jako profylaktik je ve stadi
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Obr. 1: Schematické znazemi zakladnich &z, které v organismu probihaji po podani organofos{f®F) a mozna mista profy-

laktickych zasad (kurziva

vyzkumu, v sotiasné dob bez perspektivy zave-
deni do praxe vzhledem k rfepwdcéivym vysled-
kam (2). Posledni moznosti je ,vychytani" NPL
v krvi jeS€ pred dosazenim mista zasahu, realizo-
vané podanim latek s vysokou afinitou k NPL, tj.
preparai cholinesteraz (scavengery). Tentéspup
za&al byt intenzivee zkouman v USA a vysledky
jsou velmi perspektivni (1, 6, 7, 8, 11, 15, 19, 20
21, 23, 24, 25, 27). Navic tyto preparatiyspbi
jeS€ pred mistem zasahu NPL, tj. v transportnim
systému (v krvi), a tim se eliminuji jejich toxické
(einky v cilovych orgdnech na minimum. Pro ilus-
traci je uvedeno schéma (obr. 1), které zjednodu-
Ser¢ sumarizuje uvedené&igtupy (podle cit. 4).

Material a metodika

Zvirata

Byly pouzity samice laboratornich potkekme-
ne Wistar (BioTest, Konérovic@iR) 0 hmotnosti
180-250 g. Zvata byla ped pokusem 1 tyden akli-
matizovana ve vivariu katedry toxikologie (klima-
tizovano, s¥telny rezim 7.00-19.00 hodin) a kr-
mena standardni laboratorni peletovou dietoti-s p
sunem vody ad libidum. Experimenty byly schva-
leny Etickymi komisemi Fakulty vojenského zdra-
votnictvi UO a Lék#ské fakulty UK v Hradci Kra-
lové v souladu s vyhlaSkou 207/2004 Sb., o ochran
chovu a vyuziti pokusnych zat. Personal mani-
pulujici se zuiaty byl pedem proSkolen a ziskal
oswdéeni o zfisobilosti pracovat s laboratornimi
zviraty podle § 17 odst. 1 zdkota207/2004 Sb.

Chemikalie

Saring¢istoty 98 % byl ziskan od VOZ 072 Ze-
mianské Kostolany (SR). Keka butyrylcholineste-
raza (BuChE, EC 3.1.1.8) ozfema jako EqQBUChE
(20 000 mU/ml) byla darem dr. Bhupendra Doctora
z Walter Reed Army Institute of Research, Was-
hington, USA v radmci spolupréace s katedrou toxiko-
logie FVZ UO. Ostatni chemikalie analytickisto-
ty byly dodany firmami Lachema Brn@R a Sig-
ma Aldrich, NSmecko.

Pozn.: Spoluprace vznikla v &nu 1997 na zaklad
osobnich diskusi s dr. B. Doctorem (mj. nositelemnyc
presidenta Clintona z roku 1997), kdy Vojenska téka
ska akademie J. E. Purkywr Hradci Kralové (dnesni
FVZ UO) jako prvni (a doposud stale jako jedindtiin
tuce ze zemi byvalého vychodniho bloku organizovala
mezinarodni konferenci m-CB Medical Treatment Sym-
posium (26.—30. kitna 1997, Hradec Kralov€R).

Stanoveni enzymatickych konstant in vitro

U stanoveni Michaelisovy konstanty bylo pouZzito
preparatu EqQBUChE, jehoz aktivita byla sledovana
pti riznych koncentracich substratu butyrylthiocho-
lin jodidu (BTCh). Inhibéni konstanta gj byla sta-
novena i riznych koncentracich sarinu po inkuba-
ci s preparatem EqBUChE (30 min).

Hladiny EQBUChE in vivo

Dvanacti skupinam zidt po gti jedincich byla
i. p. podana EQBUChE v davce 250 U/kg:agovych
intervalech 20, 40, 90, 120, 150 min, 4, 8, 10, 12,
24, 48 a 72 h po aplikaci EQBUChE byli potkani
usmrceni podgzenim a. carotis a odebrana krev.
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V celé krvi byla stanovena aktivita ChE, v erytro- Z Lineweaverovy—Burkovy transformace byly
cytech pak aktivita AChE a v plaZnbyla stano- stanoveny hodnoty kinetickych konstant, které jsou
vena aktivita BUuChE. uvedeny v tabulce 1.
Stanoveni aktivity cholinesteraz 1400

Aktivita plazmové BuChE byla stanovena Ell- 200 "
manovou metodou (10) se substratem BuTCh. Akti- - Lo
vita cholinesteraz v krvi a AChE v erytrocytech by- B
la stanovena stejnou metodou (10), av3ak se sub-| = ™ el
stratem acetylthiocholin jodid. Jako chromogen byla &0 ,/‘
pouzita 5,5  bis-2-nitrobenzoova kyselina. Prinaipe w0 fﬂ
metody je spektrofotometrické stanoveni SH-sku- 0 Y
piny thiocholinu uvolgného enzymatickou hydro- 0/
lyzou ze substratu. o 200 0w G000 00 10000 120000

v[s]

Statistické hodnoceni
ProloZzeni pimek u stanoveni enzymatickych Obr. 2: Lineweaverova—Burkova transformace rovitiehae-

konstant in vitro bylo provedeno metodou nejmen- lise a Mentenové pro EqBUChE a substrat butyrydthidin jodid

Sichétverar podle gislusnych prograin jinak by-

ly vysledky hodnoceny &nymi metodami (pir- Tabulka 1

mer, snerodatna odchylka). Kinetické konstanty EQBUChE stanovené v TRIS pufru,

pH 7,6 pro substrat butyrylthiocholin jodid p¥i 20 °C

Vysledky Km | Kss

Vmaxl Vmaxz p|50

Charakteristika preparatu EqBuChe uM | mM | wmol/min/ml| pmol/min/mi) nM

Preparat dodané EqBUChE byl charakterizovan | EqBuChE| 59,7| 1,02 5,2 11,9 7,04
jednak konstantami V'K Vimax@ take h(?dnojto_u B V maxt Stanovenaip koncentraci substratu 0,01-0,1 mM
VZh_Ied?m k tomu,_ze ke Starlovenlvf’;lk,tIVI'[y plaz- v, ., stanovenaipkoncentraci substratu 1-10 mM
matické BUChE se jako substrat pouziva BTCh, byl

tento substrat pouzit ifpstanoveni konstant Ka Kinetika EQBUChE po intraperitonealnim podani
Vmax Konstanta I vyjadtuje koncentraci substra-  y potkana

tu, pi niZ je dosazeno poloviny maximalini réak Po i. p. podani EqBUChE v davce 250 U/kg byla
rychlosti Vimay tj. rychlosti, kdy je enzym substra-  y potkarii mstena aktivita ChE v krvi v 8asovych
tem nasycen. Konstanty byly stanoverty Jiroké intervalech aZ do 72 h. V odebrané krvi byla stano-

Skale koncentraci substratu (0,01-10 mM) — kons- vena aktivita ChE v celé krvi, aktivita AChE v ery-
tanta K, popisuje Stpeni BTCh pi koncentraci  trocytech a aktivita BUChE v plazmPribéh aktivity
0,01-0,1 mM, konstantaskpii koncentraci BTCh ChE je dokumentovan na obr. 3.

1-10 mM. Meteni byla provagha @i hodnot pH Za 72 h po i. p. podani u potkana byla aktivita
7,6, které se blizi optimu pH pro BuChEifomto BUChE v plazm i aktivita ChE v pIné krvi zvy3e-

pH je zachovana nejmé&rB0% aktivita plazma-  na nejmén o 23 % nad fvodni hodnotu stanove-
tické ChE a spontanni hydrolyza je zanedbatelna). nou na zaatku experimentu.

Hodnota pio je zaporny dekadicky logaritmus kon-
centrace sarinu, jez vyvolala 50% inhibici EQBUChE.

Na obr. 2 je grafické znazafmi vysledki v obou- Diskuse

stranré reciproké transformaci rovnice Michaelise

a Mentenove podle Lineweavera—Burka. Dodana EqBUChE byla charakterizovana kine-
tickymi konstantami se substratem BTCh, ktery byl

Vo = Vinax[S]/ Kin + [S] rovnice Michaelise a Mentenové  pak pouzit i pro stanoveni aktivity BUChE v plazm

N = K/ Vinax + 1[S] + 1Noax Lineweaver—Burkova potkami zahrnutych do experimentu. Je znamo, ze
transformace Lineweaverova—Burkova transformace pro hydro-
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Obr. 3: Aktivita cholinesteraz v krvi potkana ppi.aplikaci EQBUChE v davce 250 U/kg

lyzu BTCh BUChE neni linearni v konceritném
rozmezi 0,01-40 mM. Tato nelinearita jéspzova-
na substratové aktivactigkoncentracich BTCh nad
0,4 mM (13, 18). KonstantaKpopisuje hydrolyzu
BTCh g nizké koncentraci substratu (0,01-0,1 mM),
konstanta Ik pii vysoké koncentraci substratu (1 az
10 mM). Analogicky pi stejnych koncentracich by-
ly stanoveny i konstanty Mx: @ Vimaxe O nang-
fené konstanty K (59,7uM) a Kss (1,02 mM) jsou
v dobré shoé s jiz publikovanymi udaji Xie et al.
(Km= 60 + 8uM; Kss= 1,0 £ 0,2 mM) (28). Pro
kinetické konstanty rychlosti reakce,¥: @ Vinaxz
obecr plati, Ze pokud je pon Vimaxe @ Vinax1 VY SSi
nez 1, jednd se o aktivaci enzymu substratem, po-
kud je roven 1, je oboustrafimeciproka transfor-
mace linearni, a pokud je nizSi nez 1 dochazi k in-
hibici enzymu substratem. Také tato charakteristika
EgBUChE byla v naSem experimentu v souladu s hod-
notami uvadnymi v literatde (28) a potvrzuje akti-
vaci EqQBUChE substratem BTCh. Hodnotg, pro
EgBuUChE inhibovanou sarinem neni v dostupné li-
teratde publikovana. Srovnani s Udaji u¢agimi
v literatue pro BUChE izolovanou z jiného druhu
je komplikované vzhledem k mezidruhovym rozdi-
lam v citlivosti k jednotlivym NPL a také rozdil-
nou reaktivitou ChE s organofosfaty podle organu,
ze kterého byla ChE izolovana (17).

Aplikace ChE jako scavangepii otravach NPL
je mozna pouze parenteraini cestouchlsji se ex-

perimentalnim zvatim ChE aplikuji i. m. (19, 20),

i. v. (20, 21) nebo i. p. (22, 23). ¥adhto studiich
bylo prokdzano, Ze fgob aplikace sice ovliwje
¢as dosazeni maximalni koncentrace enzymu v plaz-
mé, stedni doba pobytu latky v cirkulaci (mean re-
sidence time, MRT) vSakugtava neovlivina a
konstantni hladina enzymugirvava po dobu 3 az
20 hodin. Tyto studie také potvrdily, Ze nezavisle
na zpisobu aplikace se do cirkulace dostava 50 az
90 % podané davky enzymuilBzitou tlohu pro
MRT v cirkulaci ma péet glykosyl&nich mist v mo-
lekule enzymu: nap tetramer fetalni haszi AChE
ma 6—7krat delSi MRT v cirkulaci nez monomerni
forma. Vyhodou nativni EQBUChE i nativni lidské
(HuBUChE) cholinesterazy proti nativni AChE je
praw vyssi pdet glykosyl&nich mist v molekule
(12). V dosud publikovanych studiich zabyvajicich
se profylaktickou &innosti BUChE § otravach NPL
byl vZzdy zji¥ovan pouze naést aktivity BUChE

v plazng (1, 15, 19). V nasi studii jsme vSak &ht
také zhodnotit, jaky vliv bude mit exogenapliko-
vana EqBUChE na aktivitu celkové ChE v celé krvi
a také na aktivitu AChE v erytrocytech. Aktivita AE

v erytrocytech #stala po i. p. aplikaci EQBuChE
podle naSeho &kavani po celou dobu sledovani
(72 h) nezminéna. V celé krvi doSlo k nastu ChE

az na 223 %vodni hodnoty, v plazense zvysila
aktivita BUChE aZ na 596 %ipodni aktivity. Ten-

to pon®r naristu aktivit velmi dobe koresponduje
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s podilem AChE a BuChE na akt&i€ChE v celé
krvi, ktery je u potkana 7:3 (3§:as dosazeni maxi-
malni aktivity BUChE po i. p. aplikaci EQBUChE
u potkana byl zatim v literate publikovan pouze

v jedné studii (11), kde byla samicim potkana apli-
kovana EqBUChE v davce 5000 U/potkan a maxi-
malniho zvySeni aktivity bylo dosazeno za 4 hodiny.
| v naSem experimentu byl zj#&t t,.« EQBUChE
po i. p. podani v podobnédase — 4,8 h. Z dalSich
dostupnych uddj Ize zjistit tnax pro i. m. aplikaci
HuBuUChE potkatim — 9 h a mySim — 13 h (19), a
tmax Pro i. p. aplikaci HUBUChE mySim — 14 h,
mortatim — 30 h a potkaim — 2—-3 h (5, 22, 23).

V posled# zminované studii jsou srovnavany

kinetické parametry HUBUChE po i. m. a i. p. poda-
ni a z tohoto porovnani vyplyva, ze u mysi jet

po i. p. aplikaci tér 2kréat kratSi, zatimco u mor-
¢at jsou tax PO i. p. i i. m. podani srovnatelné.
Obdobné srovnani i. p. a i. m. aplikace exogennich
ChE pro potkany bohuzel neni publikovano. Vzhle-
dem k tomu, Ze pro dlouhotrvajici protektivrii-u
nek ged moZnou expozici NPL by musely byt
ChE podavany opakov&nbyla sledovana i jejich
farmakokinetika po opakovaném podani (23). Vy-
sledky této studie naztaji, Ze i aplikaci mysi
BuChE mysim a BuChE makaka makak se po
opakovaném podani némila MRT enzymu v cir-
kulaci, ani nebyly detekovany Zadné protilatkové
reakce. Naopak po druhém podani HuBUChE mysim
se MRT enzymu v plazénvyrazreé zkrétila (ze 48

na 26 hodin). Vzniklé protilatky totiz #Zgobi i
opakovaném podani exogenni BUChE jeji velmi
rychlou eliminaci z cirkulace, coZz omezuje pouziti
heterologniho enzymu pouze na jednu davku. Navic
bylo prokdzéno, Ze podani EQBUChE chréfddp
inhibici i AChE mozkovou (26). Tyto vysledky tedy
prokazuiji, Ze homologni BUChE je efektivhim a bez-
pecnym prostedkem k profylaxi otrav NPL.
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