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Souhrn

Biochemické vyhodnoceni aktivity acetylcholinestgija dilezitym faktorem p vybéru a hodnoceni latek
modulujici jeji aktivitu, jako jsou oximoveé reakldiory. Uskalim v satasnosti pouZivané Ellmanovy metody
pro stanoveni aktivity cholinesteras je samovoledkce mezi Ellmanovyedmidlem a oximovym reaktiva-
torem. V této praci je pouZzit a popsan alternatigimiomogenni substrat indoxylacetat umgici vyhodnotit
Ucinnost reaktivace acetylcholinesterasy bez znatielieéference in vitro. Metoda byla (B¢ overena pro
pét standardnich oximovych reaktivafofHI-6, methoxim, trimedoxim, obidoxim, 2-PAMY+4drganofosfa-
tové inhibitory: paraoxon-methyl, sarin a tabun.

Kli ¢éova slova:Organofosfatovy insekticid; Nervéyparalyticka latka; Acetylcholinesterasa; Reaktivabodoxylacetéat.

Testing of a Referential Method Based on Indoxyladate as a Acetylcholinesterase Substrate
for Identification of Reactivation Efficacy

Summary

Biochemical evaluation of acetylcholinesterase\tgtis an important factor for selection and eatlan
of drugs, such as oxime reactivators, which moe@utatetylcholinesterase activity. A spontaneousti@ac
between an Ellman reagent and an oxime reactiviattte main disadvantage of currently availablentgh’s
method used for identification of cholinesterasgvig. In this study, an alternative chromogenbstnate
indoxylacetate is used. It is suitable for evalomatof acetylcholinesterase reactivation efficacthait oxime
interference in vitro. The method was successidgmined for five standard oxime reactivators (HI-6
methoxime, trimedoxime, obidoxime, and 2-PAM) dmeet organophosphate inhibitors: paraoxon-methyl,
sarin and tabun.

Key words: Organophosphate insecticide; Nerve agent; Acetyilcbsterase; Reactivator; Indoxylacetate.

Uvod pasobeni inhibitok AChE je zaloZena na farma-
kologickém navraceni aktivity AChE pomoci tzv.
Mechanismus toxickéhoipobeni gkterych to- oximovych reaktivatar (1, 2).
xickych latek, jako jsou organofosfatové a karbama- Cilem gchto experimerit je vytvait kontrolni
tové pesticidy, nervavparalytické latky a &které metodu pro ufeni reaktivani &innosti novych i
prirodni toxické latky, jako je n@pskupina pyre- stavajicich oximovych reaktivatior Tato snaha je

throidd, je zaloZzen na inhibicitdeZitého enzymu motivovana obtiZzemi ip biochemickém vyhodno-

v lidském ¢tle: acetylcholinesterase (AChE). Vyz- covani @innosti reaktivace zidvodu interakce oxi-
nam AChE spéiva v ukortovani genosu signalu movych reaktivatar s pouzivanym chromogenem
cholinergni neurotransmisi v centralni a perifeer: Ellmanovym¢inidlem (7). Pro Gely testovani byla
voveé soustay hydrolyzou neurotransmiteru acetyl- vybrana spektrofotometrickd metoda zaloZzena na
cholinu (5). Zarov# se cholinergni neurotransmise alternativnim substratu acetylcholinesterasy intdoxy
podili na regulaci imunitniho systému tzv. choli- acetatu. Tato metoda byla vybrana pro testovani
nergni protiza&tlivou drahou (9). Intoxikace orga-  standardnich oximovych reaktivatorobidoximu,
nofosfatovymi, resp. karbamatovymi inhibitoryizp trimedoximu, HI-6, methoximu a 2-PAM v kon-
sobuje nadirné drazdni acetylcholinovych recep-  centracich 10-10° mol/l. Pro jednotlivé reakti-
tora (8). Intoxikace je pak typicky manifestovana vatory a jejich finalni koncentrace je brana jako
nikotinovymi, muskarinovymi nebo centralninii{p vystupni hodnota reaktivai (&innost (procento re-
znaky otravy (3). Saiasna snaha pota toxické aktivace).
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Metody

Chemikalie a vybaveni

Acetylcholinesterasa z elektrického édoindo-
xylacetat, paraoxon-methyl a standardni reaktiyator
asoxim (HI-6), methoxim, trimedoxim, obidoxim a
2-PAM byly zakoupeny od pobky Sigma-Aldrich
(CR). Sarin a tabun byly ziskany od tehdejsiho Vo-
jenského technického Gstavu ochra@gFR). Jako
zakladni pufr byl pouzit standardni fosfatem pufro-
vany fyziologicky roztok (PBS). AChE byla roz-
suspendovana v PBS na finalni aktivitu 1 U/ul (tj.
16,7 nkat/ul), rsfeno Ellmanovou metodou. Viastni
meieni bylo realizovano v standardnim spektrofoto-
metru se spojitym laghim vinové délky za pouZiti
jednordzovych PS kyvet s maximalnim objemem
2ml.

Usparadani meieni
M¢éteni probiha ve standardnich kyvetach. Do stan-
dardni kyvety bylo postugrpridano:

1. 25 ulroztoku AChE,

2. 0,85 ml PBS,

3. 25 pl roztoku paraoxonu, sarinu nebo
tabunu, pipadré PBS;
roztok je inkubovanip laboratorni teplat
30 (sarin, tabun), resp. 60 (paraoxon) minut;
100 pl 25 mM in-doxylacetatu a 50 pl roz-
toku testovaného oximového reaktivatoru;
absorbance je zttena i 670 nm.

Jako blank byl pouZit roztok obsahuijici v3e, jak
je vySe uvedeno, se zénou roztoku AChE za PBS.
Vinova délka od&u maximalni absorbance byla
optimalizovana v ramci vlastnich experimignpi
této vinové délce vznikajici indigombdykazuje
nejvyssi absorbanci. DalSi lokalni absmipmaxi-
mum @i 540 nm bylo pouZzivano jako kontrolni. Po-
uzita koncentrace paraoxonu, sarinu a tabunu byla
vypoctena z kalibrénich Kivek jako takova, ktera
poskytla 95% inhibici daného roztoku AChE. Pro
zpracovani experimentalnich dat byl pouZzit software
Origin 8 (OriginLab, Northampton, MA, USA).

Vypadet reaktivace

Reaktivace byla vyptena na zaklad méteni
absorbance poskytnuté intaktnim enzymem, enzy-
mem plrg inhibovanym a enzymem inhibovanym a
nasleds reaktivovanym:

R(%) = (uj x100
A=A

kde A; je absorbance naiifend i 670 nm enzy-
mem po reaktivaci oximovym reaktivatoresy, je
absorbance rea&ki snesi s plr¢ inhibovanou AChE

a A je absorbance poskytnuta enzymem ve vzorku
s inhibitorem i reaktivatorem nahrazenym PBS.

Vysledky

Pro jednotlivé inhibitory, oximové reaktivatory
a koncentrace oximovych reaktivaidoyly narg-
feny hodnoty procentni reaktivace. Vlastni experi-
mentalni data jsou uvedena tabulce 1. Hodnoty pro-
cent reaktivace se pohybovaly v rozmezi -4,1 az
60,6. Zaporné hodnoty procent reaktivace nebyly
statisticky signifikantni (ANOVA s Scheffe testem,
P > 0,05) a nebylo moZné rozhodnout, zda se jedna-
lo o chybu n&feni,¢i uplatreni jinych mechanisin

Tabulka 1
Uréeni (&innosti reaktivace (procento reaktivace R)

pro jednotlivé oximové reaktivatory a jejich finalni
koncentrace (smérodatné& odchylka pro n = 4)

coxim tabun sarin paraoxor
(mol/1)
10* | 254+1,3 483+2,8 20,3+1,0
obidoxim 10°° 8,4+08| 41+02| 08%0,1
10 2,4+05| 29+03| -0,4+0,5
10* | 349+1,7 553+2,9 30,5+2,1
trimedoxim | 10°° 8,1+0,7 3,6+08| 17,6 +1,1
10 41+04| 01+£02| 31+09
10* | 12,8+0,8 6,5+0,4| 8,6+0,6
HI-6 10° 47+02| -1,2+0,8 7,4+07
108 01+03| -41+13 7,0+04
10 | 48,1+2,9 335+1,7 309+2/4
methoxim 10° | 25,1+14 10,6+0,§ 13,7+0,9
108 43+05| 2,9+03| 10,3+1,1
10* | 24,7+1,2 60,6 +3,3 34,0%1,7
2-PAM 10° | 7,8+0,4| 135+0,711,7+0,9
10° | 3,9+08| -1,2+0,3 1,9+0,8
Diskuse

Pro jednotlivé standardni oximové reaktivatory
a fi vybrané koncentrace byly zifeny hodnoty
procenta reaktivace pro sarin, tabun a paraoxon.
Koncentrace oximového reaktivatoru™iénol/l
je zajimava pedevsim z experimentalniho hlediska
pro odhad skterych parametrin vitro. Pro tera-
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peutické vyuZziti neniiflis vhodna z dvodu uplat-
néni nezadoucich vedlejSichipnaki pii in vivo
podani. Koncentrace TOmol/l je vhodrjsi pro
pouZitiin vivoa experimentalni vyp&dni hodnota
pro tuto koncentraci je tedy vysSiii Roncentraci
rektivatoru 10° mol/l se ukazal jako nejlepsi pro
navrat aktivity sarinem inhibované AChE 2-PAM
pro tabun methoxim a pro paraoxon trimedoxim.
Uginnost reaktivace pro koncentraci oximového re-
aktivatoru 10° mol/l byla velmi nizka pro viechny
testované reaktivatory afipzadné z testovanych
kombinaci nefesahla 10 %.

V této studii byl jako substrat AChE poufZit in-
doxylacetat. Jeho pouziti nenill@ bézné, na dru-
hou stranu &které analytické prace jiz v minulosti
poukazaly na jeho pouzitelnogi golorimetrickych
studiich (4). Vyhodou pouziti indoxylacetatu byla
nulova interakce mezi vlastnim indoxylacetatem a
oximovymi reaktivatory. B pouZiti standardni Ell-
manovy metody pro vyhodnoceni reaktima(in-
nosti dochazi k spontanni reakci mezi Ellmanovym
¢inidlem (5,5"- dithiobis (2-nitrobenzoovéa kyselipa)
a testovanym oximovym reaktivatorem. Tato tzv.
oximolyza zvySuje experimenta@remgienou hod-
notu reaktivace (7). Pro potleni dopadu oximoly-
tického rozkladu Ellmanovéinidla na stanovenou
meéfenou absorbanci jeéeba prova® samostatna
mefeni a vliv oximolyzy odé&tat od namenych
experimentalnich dat.iPpouZiti indoxylacetatu ne-
bylo Zadné oximolytické gsobeni zaznamenano a
roztok obsahujici indoxylacetat a oximovy reakti-
vator, @ip. organofosfatovy inhibitor, vykazuje bez
pridani AChE nezrinénou hodnotu absorbance po
dobu rgékolika hodin.

Pro Uplnost jefeba zminit fakt, Ze indoxylace-
tat zde byl vyuzit pron vitro studii zandtenou na
hodnoceni aktivity jednohgistého enzymu v i
tomnosti potencialnich é&. Pti in vivo testech Ize
ocekavat interferenci jinych hydrolas. Négad Po-
povic-Uroic a spol. (6) navrhli test zaloZzeny na-ro
dilné schopnosti hydrolyzovat indoxylacetat jednot-
livymi bakterialnimi rodyCampylobacterHelico-
bacteraWolinella Tatoin vivointerference vsak ne-
piedstavuje omezeni metody grovitro prescree-
ning potencialnich tév.

Zaver
Byla testovana fotometricka metoda pro odhad

reaktivani €innosti oximovych reaktivatdrzalo-
Zena na indoxylacetatu jako substratu a zdiroleo-

mogenu. Tato metoda byla&ena na §ti standard-
nich oximovych reaktivatorech prti koncentrace

a ti organofosfatové inhibitory. Zgaou Fednosti
této metody je, na rozdil od standardni Ellmanovy
metody, stabilita indoxylacetatu ¥ifpmnosti oxi-
mového reaktivatoru. Tato metodd@ie slouZit ja-

ko refererni k now vyvijenym metodikam a auto-
matickym, resp. poloautomatickym analyzétar

Autofi dékuji MO CR za projekt OVUOFVZ200801.
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