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Abstrakt

Biochemicka reakce urcena k detekci pfitomnosti nervové paralytickych organofosforovych
latek je zaloZena na inhibici cholinovych esteraz. Je reakci skupinovou. Z chromogennich
modifikaci je nejcastéji vyuzivanou pravé Ellmanova reakce, pomoci niz je detekovan vznik
prislusného thiolu, ktery se projevi barevnou zménou. V praci byl studovan vliv biogennich iontd
jako mozna cesta k odliSeni zastupcl nervoveé paralytickych latek typu ,V“. Jejich poufZiti je vSak
omezeno uzitim ve stadiu pred dealkylaci enzym-inhibitorového komplexu.

Klicovd slova: acetylcholinesterdza, biochemickd metoda, Ellmanovo Cinidlo, nervové paralytické
latky, kovy alkalickych zemin

Abstract

Biochemical method is appointed for detection of organophosphorus nerve agents presence.
It is based on choline esterases inhibition. It is group reaction. From chromogenic modifications
is usually used Ellman’s reaction, which is constituted for detection of developed thiol, which
is presented by color change. Influence of metal ions were studied in this work as possible way
how to differentiate members of nerve agents “V” type. Their use is limited by application
before dealkylation of enzyme-inhibitor complex.

Key words: acetylcholinesterase,biochemical method, Ellman’s reagent, nerve agents, alkaline
earth metal ions

1. UVOD

V padesatych letech byl na nékolika mistech studovan novy typ nervové paralytickych latek,
které pozdéji dostaly kddové oznaceni V. Do vyzbroje armdady USA a Velké Britanie byla
zavedena latka S-[(2-diisopropylamino)ethyl]-O-ethyl-methylfosfonothiodt, s kddovym
oznacéenim VX. Jeji struktura byla oficidlné publikovana az v roce 1973. [1,2]

Sovétsky svaz také vyvinul chemickou sloucenin ze série ,,V*, nazyvanou ,sovétska latka V“. Tato

latka se uvadi jako Vx nebo Vx. Jeji ruské kédové oznaceni je R-33 a jednad se fakticky o izomer.
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Spolu s latkou A-232 se stala jednou z latek projektu ,Novi¢ok” v programu binarni chemické
munice, se kterym zacal Sovétsky svaz v osmdesatych letech. Latka R-33 byla, aZ do roku 1991,
oznacovana jako totoZzna s americkou latkou VX. Skute¢ny chemicky nazev slouceniny je S-[(2-
diethylamino)ethyl]-O-isobutyl-methylfosfonothioat. [3]

VX a R-33 maji extrémné vysokou toxicitu, ktera je vyssi nez u sloucenin série ,,G". Jsou vhodné
k dlouhodobé kontaminaci terénu. Jsou to latky lipofilni a snadno prochazi pokozkou. Obtizné
je také léceni intoxikaci. V organismu pusobi jako ireverzibilni inhibitory acetylcholinesterazy
(AChE), enzymu, ktery se vyznamné podili na cholinergnim pfenosu nervového vzruchu
v nervovém systému. Jeho inhibici nedochazi k eliminaci neurotransmiteru, acetylcholinu,
a dochazi tak k jeho akumulaci v synaptické mezerfe a nadmérnému drazdéni receptord, které
vyvolava fyziologické projevy. [4]

Biochemické metody detekce a analyzy vyuZivaji jako svUj zdklad pravé znalost mechanismu
pUsobeni v organismu. Pro stanoveni aktivity acetylcholinesterdzy je i z historického hlediska
velmi Casto vyuZivana tzv. Ellmanova metoda. Ellmanovo cinidlo (kyselina 5,5 -dithiobis(2-
nitrobenzoova)) je specifické pro stanoveni thioll. [5] Proto byl pfi jeji modifikaci na stanoveni
produktl katalyticky fizené hydrolyzy upraven i plvodni substrat acetylcholin (butyrylcholin)
tak, aby ve své struktufe obsahoval vazanou siru, tedy na acetylthiocholin nebo
butyrylthiocholin. [6] Principem metody je tudiz hydrolyza acetyl- (butyryl-) thiocholinu za
uvolnéni prislusné kyseliny a thiocholinu. Vznikly thiocholin Ize detekovat pomoci Ellmanova
Cinidla. V literatufe Ize nalézt dva mozné reakéni mechanismy, které jsou zndzornény na
obrazcich 1. a 2. [7,8] Stépeni substratu je indikovdno vznikem redukované formy tohoto
Cinidla, které je zZluté. Tim je umozZnéna spektrofotometricka detekce pfi 412 nm.

Obrdzek 1: NavrZeny pribéh Ellmanovy reakce 1.
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Obrdzek 2: NavrZeny pribéh Ellmanovy reakce 2.
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Cholinesterdazova metoda je velmi citlivd a z toho dlvodu ¢asto vyuzivana v fadé aplikaci.
Jednou z nich je i Biosenzor pro detekci a rozliseni inhibitord cholinesterdz Detehit. Jedna se
o plastovy strip skladajici se ze zony s bavinénou textilii simobilizovanou a stabilizovanou
acetylcholinesterdzou a detekéniho papiru se substratem acetylthiocholin jodidem
a chromogennim Ellmanovym cinidlem. AChE je imobilizovana jako stabilni enzymova chiméra
s polysacharidem celuldézou. Enzym zlstdva v tuhé fazi a jeho pouziti je tedy polyvalentni.
Vyhodou je mozZnost odstranéni prebytku cCinidel, kterd plsobi na enzym prostym vymytim
textilie vodou. [9]

Tento prostredek byl pouzit pro studium vlivu iontd na acetylcholinesterdzu inhibovanou
nervové paralytickymi latkami série V, tedy latkou VX a jejim ruskym analogem R-33. Strukturni
vzorce téchto latek je uveden na obrazcich 3. a 4.

Obrdzek 3: Chemicka struktura latky VX.

|| O—Et _
H3C—P< _-C3H7
§—CHy—CH,—N__
-C3Hy

Obrazek 3: Chemicka struktura latky R-33.
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Bylo prokdzano, Ze ionty ovliviiuji enzymatickou aktivitu acetylcholinesterdzy. Ta je zvysena
alkalickymi kovy, jako jsou Na* a K* a ionty kovd alkalickych zemin Ca%* a Mg?*. Aktivace pomoci
kovd alkalickych zemin je vyznamnéjsi. [10] V praci [11] jsou vSak Na* ionty uvadény jako
inaktivatory enzymu.

Ovlivnéni aktivity acetylcholinesterdzy je vysvétlovano tfemi zplsoby:

1. Vlivem iontové sily podle teorie Bronsted-Bjerrum a Debye-HUckela.
2. Konformacénimi zménami, které jsou vysledkem obsazeni perifernich mist ionty kovu.
3. Specifickou vazbou kovového iontu na anionické misto aktivniho centra enzymu.

Monovalentni ionty (Na* a K*) pUsobi diky zvyseni iontové sily. Teorie Bronsted-Bjerrum a
Debye-Hiickela popisuje reakci mezi dvéma nabitymi ¢asticemi. Podle ni je rychlostni konstanta
reakce mezi dvémi nabitymi casticemi zavisla na iontové sile. Aktivita AChE je zavisla na
nejpomalejSim kroku pfi hydrolyze substratu (acetylcholinu). Timto limitnim krokem je
deacetylace. Vtomto pripadé je deacetylace AChE reakci mezi negativnim hydroxylovym
iontem a pozitivné polarizovanou karbonylovou skupinou, kterd je obklopena Sesti negativné
nabitymi karboxylovymi skupinami, které hydroxylovy iont ovliviiuji (ackoli ne tolik jako celkovy
naboj aktivniho mista). Aktivitu acetylcholinesterazy zvySuji monovalentni ionty v souladu
steorii tim, Ze sniZuji rozsah elektrického pole karboxyldatovych skupin, které snizuji
elektrostatickou repulzi mezi témito skupinami a hydroxylovou skupinou. Platnost této teorie
je véak omezenad a u vysokych iontovych sil selhava.

U dvojmocnych iontd je mechanismus pravdépodobné jiny. U vapenatych a hofecnatych iontd
bylo zjisténo, Ze neutralizuji negativni naboje aktivhiho mista tvorbou komplexu
s karboxylovymi skupinami. To vede k lepsSimu pFistupu negativné nabitych hydroxylovych iont(
k mistu deacetylace. U nizkych iontovych sil mdze byt jejich vliv vysvétlen elektrostatickym
efektem. [12]

Publikace [13] uvadi, Ze je aktivace acetylcholinesterdzy zplsobend pravé obsazenim
perifernich mist enzymu kovovymi ionty Mg?*, Ca%*, Mn?* a Na®. Plati to pro roztoky s nizkou
iontovou silou. Inaktivace AChE byla pozorovana pro ionty Zn?*, Cd?*, Hg?*, Ni**,Cu®* a Pb?* bez
zavislosti na iontové sile roztoku.

Mg?*, Ca®* ionty jsou vétsinou povazovany za aktivatory enzymu. [10,11]

Vzhledem k fadé publikaci, které se zabyvaji vlivem iontd na AChE, bylo provedeno nékolik
experimentl za Ucelem ovérit jejich vliv na enzym inhibovany nervové paralytickou latkou.

2. EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Chemikalie

V experimentu byly pouzity nervové paralytické latky S-[(2-diisopropylamino)ethyl]-O-ethyl-
methylfosfonothiodt (VX) a S-[(2-diethylamino)ethyl]-O-isobutyl-methylfosfonothiodt (R-33).
Cistota latky VX byla 87,51 % a latky R-33 86,77 %. Deklarovana &istota byla ovéfena GC-MS.
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Latky byly skladovany ve sklenénych ampulich o objemu 2 ml. Obé Iatky byly syntetizovany ve
Vojenském vyzkumném Ustavu, a.s., Brno.

Chlorid vapenaty, bezvody, granulovany (CAS 10043-52-4) byl ziskan od firmy Lachner. Cistota
96 %. Chlorid hofecnaty (CAS 7786-30-3) od firmy Sigma. Jeho Cistota byla 98 %.

Textilie s imobilizovanou AChE [EC 3.1.1.7] byla doddna spole¢nosti ORITEST spol. s r.o., Praha.
Jako nosi¢ pro AChE je pouzita tkanina z Cisté prirodni baviny. Indikacni papir s acetylthiocholin
jodidem a kyselinou 5,5 -dithiobis(2-nitrobenzoovou) (CAS 69-78-3) byl zakoupen od stejného
dodavatele. Textilie i indikacni papir byly skladovany v chladu pfi — 4 °C.

2.2 Popis metody

Ke stanoveni vlivu iontl na AChE inhibovanou NPL série ,V“ byla pouzZita Ellmanova
kolorimetrickd metoda. Pribéh reakce je indikovan vznikem Zlutého zabarveni, jako dlsledek
vzniku redukované formy Ellmanova cinidla. Intenzita zabarveni je pfimo Umérnd aktivité
enzymu.

Vyuzita byla modifikovana aplikace metody na bavinénou textilii — Detektor nervové
paralytickych latek Detehit. Polotovar detekéni textilie simobilizovanym enzymem byl
aktivovan ve vodnych roztocich iontd po dobu 10 nebo 30 minut. Byly pouzity 1 M a nasycené
roztoky iontd. Textilie byla po stanovené expozici iontim vynata z roztoku a oplachnuta
destilovanou vodou. Nasledné byla vloZzena do vodného roztoku nervové paralytické latky o
koncentraci 2,098 . 10°mol/l po dobu 2 minut. Po uplynuti této doby byla textilie opét vytazena
z roztoku a oplachnuta destilovanou vodou. Poté byl na textilii na dobu 1 minuty pfitisknut
indikacni papir s obsahem substrdtu a chromogenniho cinidla. Po uplynuti této doby byla
reakéni textilie vioZzena do nosice pristroje.

Intenzita zabarveni bavinéné textilie byla promérovana na spektrometru Ultra Scan XE, firmy
Hunter Lab, Reston VA, USA,. Méfeni bylo provadéno pfi 430 nm. Méreni bylo zapocato ve
20 sekundé a ukoncéeno ve 2 minuté po odstranéni indika¢niho papiru. Tato doba prekracuje
dobu nutnou k pribéhu biochemické reakce, coz se projevilo stalym probarvenim textilie.

Experimenty byly provadény za béZnych laboratornich podminek.

3. VYSLEDKY A DISKUZE

Byly provedeny experimenty ke zjisténi Ucinku iontl alkalickych zemin na AChE inhibovanou
latkami VX nebo R-33. Vyuzity byly Ca’* a Mg?" ionty. Bylo zji$téno, Ze Uc¢inkem téchto
dvoumocnych iontl dochazi k prohloubeni inhibice vybranymi nervové paralytickymi latkami.
Vysledky pro AChE inhibovanou latkou VX jsou prezentovany v Tabulce 1 a pro AChE
inhibovanou latkou R-33 v Tabulce 2. Pokud by byl vliv iontu na aktivaci enzymu zpUlsoben
vazbou na alosterickd mista pobliz aktivniho centra enzymu, dochazi pravdépodobné k takovym
konformacnim zménam, které vedou k usnadnéni pristupu nervové paralytické latky do
prostoru aktivniho centra.
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V pfipadé vazby iontl na anionicka centra a nasledné neutralizaci negativnich nabojd aktivniho
mista, ¢imZ by se usnadnil pfistup hydroxylovych iontd s naslednou deacetylaci, jak je to
prezentovano napt. v publikaci [12], je nepravdépodobné. K deacetylaci nedochazi. Nebyl
pouZit nativni substrat, ale inhibitor, ktery aktivni centrum fosfonyluje. Pokud by dochdzelo
k vazbé na anionicka mista, znamenalo by to zmény, které podporuji vazbu inhibitoru v aktivnim
centru.

Elektrostaticky efekt, ktery je popisovan pravé u roztokd s nizkou iontovou silou, Ize vzhledem
k podminkdam experimentu vyloucit. Vysledky vlivu iontd uvedené v publikacich uvedenych
v pfedchozim textu tohoto pfispévku pracuji vétSinou s roztoky s nizkou iontovou silou.

Dalsi vliv inhibitoru, a tedy dalsi snizené aktivity enzymu, je po pfedchozi stanovené 2 minutové
expozici mozné vyloucit. Prebytek je z textilie vymyt destilovanou vodou. Navic bylo
monitorovani vzniku barevnych produktl enzymaticky fizené reakce provadéno témér ihned
po vlastni inhibici.

Z tabulek je patrny vyraznéjsi inhibi¢ni ucinek pozorovany ve varianté s vapenatymi ionty. Ten
je prohlubovan s dobou pUsobeni. Stejny Ucinek byl pozorovan i pro horecnaté ionty a to
v pfipadech obou nervové paralytickych latek. To koresponduje s vysledky naméfenymi na
pracovisti, kdy bylo zjisténo, Ze vapenaté ionty maji pro tento enzymaticky model mirné
deaktivujici ucinek, zatimco vliv hofecnatych iontd byl pozitivni, tedy doslo k aktivaci AChE.
Tento vliv je pravdépodobné ovlivnén i pouZitymi koncentracemi, které vysoce prekracuji ty
fyziologické.

Pfi porovnani pfipadu, kdy je bran v dvahu vliv inhibitoru, bylo zjiSténo, Ze inhibice zplsobena
ruskou latkou R-33 je vyraznéjsi. Aktivita enzymu byla ve vSech pfipadech sniZzena o vice nez
100 %.

Tabulka 1: Vliv ptusobeni iont( kovu alkalickych zemin na AChE inhibovanou ldtkou VX.

Doba 10 min
pusobeni
lont 1M Rovnice p¥mky Korelaéni Nasyceny Rovnice p¥imky Korelaéni
koeficient R? roztok koeficient
R2
y =-0,019x + y =-0,0468x +
Ca%* - 87,46 100.08 0,9432 -79,82 100,27 0,9477
2 y =-0,0548x + y =-0,046x +
Mg -26,96 100.95 0,9976 - 80,04 100.02 0,9784
Doba 30 min
pUsoben{
N y =-0,036x + y =-0,0221x +
Ca -115,10 100,39 0,9569 - 120,39 100,17 0,9214
y =-0,0548x + y =-0,056x +
Mg?* - 107,95 100,95 0,9976 - 107,49 100.6 0,9813
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Tabulka 2: Vliv ptusobeni ionti kovu alkalickych zemin na AChE inhibovanou ldtkou R33.

Doba 10 min
pusobeni
lont 1M Rovnice primky Korela¢ni Nasyceny Rovnice pfimky Korelaéni
koeficient R? roztok koeficient
RZ
y =-0,042x + y =-0,0431x +
Ca? - 108,39 100.86 0,9671 -111,248 100.72 0,9652
y =-0,0335x + y =-0,0373x +
Mg?* - 104,22 100,95 0,9777 - 108,27 100.6 0,9643
Doba 30 min
pusobeni
2 y =-0,076x + y =-0,0751x +
Ca? -148,0 10039 0,9469 - 148,39 10017 0,9424
5 y =-0,0548x + y =-0,0674x +
Mg?* -129,97 100.75 0,9876 - 136,26 100.6 0,9753
4. ZAVER

Pouziti dvoumocnych iontl alkalickych zemin nevedlo ke sniZeni Ucinku silnych inhibitord AChE,
vtomto pfipadé nervové paralytickych latek série V, americké latky VX S-[(2-
diisopropylamino)ethyl]-O-ethyl-methylfosfonothiodtu a jejiho isomeru R-33, tedy S-[(2-
diethylamino)ethyl]-O-isobutyl-methylfosfonothiodtu. Bylo moZné ocekdvat, Ze aktivita
enzymu bude po expozici nervové paralytickou latkou snizena. Otazkou byl vliv hofecnatych a
vapenatych iontl. Jak ovlivni celou biochemickou reakci, kdyZ je prezentovan jejich aktivacni
ucinek. Naopak, inhibi¢ni ucinek byl prohlouben. Je zfejmé, Ze tyto ionty ovliviuji funkci enzymu
nejen pro zvyseni jeho reaktivity viéi substratu, ale zaroven i kompetitivnimu inhibitoru. Vyssi
inhibi¢ni Ucinnost byla pozorovana u ACHE exponované latkou R-33. To by mohlo byt praktické
pro rozliSeni mezi jednotlivymi inhibitory na zakladé biochemické reakce.

Podékovani

Vyzkum byl provadén v rdmci DZRO Ustavu OPZHN Vyzkum metod a technologii ochrany pted
ucinky zbrani hromadného ni¢eni a prlimyslovych nebezpecnych latek.
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