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Abstrakt

Pro rychlé a orientacni stanoveni organofosforovych latek se bézné vyuziva inhibi¢ni cholinesterazové reakce. Vystupem tohoto stanoveni je informace, zda v testovaném vzorku
je obsazeno vyznamné mnoistvi latek, které blokuji cholinesterazovou reakci, ale jiz ziskana informace neposkytuje dalsi upresnéni, zda se jednd o organofosforové slouceniny, karbamaty
nebo jiné Zivocisné popripadé rostlinné latky zpdsobujicich inhibici enzymu. Pokud bychom chtéli informaci rozsitit o vyse uvedenou specifikaci analyzované latky, je nutné do analytického
systému vlozZit rekogniéni element, ktery nam pomuze selektovat cilovy analyt. V tomto pfipadé jako selektivni prvek slouzZi jaterni karboxylesteraza ze Sus Scrofa. V ramci uvedené prace
je studovan mechanismus ucinku organofosforovych latek na vySe uvedeny enzym, s ohledem na naslednou detekci pfitomnosti OP latek pomoci acetylcholinesterdzové reakce.
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Uvod

Karboxylesterazy (CE) spolu s cholinesterazami (ChE) patfi do rodiny /B hydrolaz. Tyto
enzymy maji v aktivnim centru katalytickou triddu His-Ser-Glu/Asp, ktera je zodpovédna
za Stépeni esterové vazby. Karboxylesterazy obdobné jako cholinesterazy jsou schopny
v rGzné mite interagovat s organofosforovymi latkami, karbamaty a jinymi pesticidy. Rada
autorl v ramci popisu funkce karboxylesterdz se zaméfuje na mechanismus plsobeni
téchto latek a na pontencidl téchto enzymi jako biomarkerl otravy témito latkami.
Moznost karboxylesteraz jako moiného rekogni¢niho elementu pro jinou reakci nebyla
studovéna.

Tabulka 1 Srovnani hodnot ICg, [nM] enzym( ACHE a CE pfi inkubaci inhibitoru s enzymem
po dobu 5, 10 a 20 minut.

Enzym AChE Electrophorus electricus CE Sus scrofa

Inkubace [min] 5 10 20 5 10 20
GB 220+ 40 100 £ 30 608 1600 + 198 710 %110 300 * 40
GD 50+4 304 9+1 170+ 10 80+8 303
GF 9,7+70 58+0,1 1,8+0,5 20+2 10+2 58+0,4
VX 80+20 50 +10 30+70 1130 +320 400+ 70 280 +40
A-234 46+0,1 3,005 1,804 2502 130 £ 50 50+6
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Srovnani plsobeni inhibitort na karboxylesterazu a acetylcholinesterazu

Vedle komercéné dostupné a jiz vySe zminéné karboxylesterazy, jako analyticky element
byla vybrana acetylcholinesteraza (AChE) z elektrického uhore, ktera je dobrfe dostupna a
muzZe poslouzit jako velmi stabilni a praxi ovéfeny srovnavaci zaklad. Pro oba enzymy byla
individudIlné vyvinuta metoda detekce enzymové aktivity, jenz byla nasledné vyuzita
pro inhibi¢ni méreni. K monitorovani aktivity CE byl pouzit 4-nitrofenylbutyrat. Hydrolyzou
tohoto esteru se uvolnioval 4-nitrofenyl, ktery v zasaditém prostredi prechazel na stabilni
Zlutou enolovou formu (A = 405 nm). Pro detekci aktivity AChE bylo vyuZito modifikované
Ellmanovy reakce. Nésledné byly tyto metody vyuZity k monitorovéni plsobeni vybranych
inhibitord. V tomto pfipadé se jednalo o nervové paralytické latky (NPL) sarin (GB), soman
(GD), cyklosin (GF), latku VX a latku A-234. Vedle okamZitého Ucinku inhibitor( byl také
sledovan vyvoj inhibi¢niho pldsobeni téchto latek v ¢ase (inkubace inhibitoru s enzymem 5,
10 a 20 minut). Jako zékladni srovnavaci parametr jednotlivych méfeni byla vyuZita
hodnota ICs,, kterd byla ziskdna matematickou extrapolaci ze sigmoidni kalibraéni kfivky.
Hodnoty ICq, pro jednotlivé inhibitory v ¢ase 5, 10 a 20 min jsou uvedeny v Tabulce 1.

Srovnani ¢asu inkubace inhibitoru s enzymem

k posunu kfivky smérem k vy3§im hodnotam, hodnota ICs, pro dany systém se zvysi.

Ziskané hodnoty ICs, pro jednotlivé enzymy poukazuji na vyssi citlivost AChE vici inhibitorim oproti CE (viz Tabulka 1). Rozdil mezi hodnotami je pfiblizné v rozsahu jednoho fadu
ve prospéch AChE v ramci srovnani stejnych inkubaénich ¢asd. Vyuziti CE jako rekogni¢niho elementu ma smysl pouze v pfipadé, kdy citlivost daného enzymu bude srovnatelna nebo i vyssi
v porovnani s AChE. V tomto ohledu pfipadd v tvahu kombinace rGznych inkubacnich €asti CE s 5 minutovou inkubaci AChE. Vzajemné vyneseni hodnot ICs, pro 5 min. inkubaci AChE a 5, 10
a 20 min. inkubace CE je vyjadfeno na Obrdzku 1A - 1C. Jak je patrné z vysledkd vhodnou kombinaci inkubacnich €ast Ize posunout body charakterizujici jednotlivé inhibitory, kdy interakce
inhibitoru s CE nema vliv na nasledujici inhibi¢ni reakci inhibitoru s AChE, k diagondle (¢arkovana ¢ara), popf. pod diagonalu, cozZ predstavuje situaci, kdy dana kombinace enzym pfi stavajici
kombinaci inkuba¢nich ¢asti bude poskytovat relevantni zménu signélu. Tato zména se projevi na poklesu miry inhibice AChE, kterd je monitorovana. P¥i méfeni kalibraéni zavislosti dochazi

4 e t, =5 min. L7 B e + =10 min. ’ e - t, =20 min. 7 Obrdzek 1A — 1C Srovnani inhibicnich
CE 4 £
L7 ’ L7 vlastnosti AChE a CE vyjadfenych pomoci
p
3 avx " e 3] ’ 3] ’ logaritmickych hodnot ICs, pro jednotlivé
[ , - wGs ,” T d inhibit
® 5 ’ ® 5 WX, ®F o inhibitory.
g5 AT e 8 s / 25 1A Srovnani hodnot ICs, pro 5 min.
3 E ’ a E =A-234 e £ L7
= £ 7 , =< 2 ug = £ 7 inkubaci inhibitoru jak s CE, tak i AChE.
i = , k 3 , ¥ iR wA234 - .
22 ’ - , 2.9 7 wGD 1B Srovnani hodnot ICs, pro 10 min.
nGF/ = B0 7
52 ’ G .7 g g ’ inkubaci inhibitoru s CE a 5 min. inkubaci
x 14 , x 1 MGF a 14 ,
’ , s WGF s AChE.
p p
P ¢ =5min. L7 =S min L7 t, =5 min. 1C Srovnani hodnot IC;, pro 20 min.
0 T T T 0 T T T 0 T T T inkubaci inhibitoru s CE a 5 min. inkubaci
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
log ICs (inhibitor) log IC,, (inhibitor) log IC,_ (inhibitor) s AChE.
Acetylcholinesteraza Acetylcholinesteraza Acetylcholinesteraza
I CE + EeAChE i H ihi A +
A234 o b+ poncre Identifikace inhibitoru systémem CE + AChE
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VX je dodat do systému dostate¢né mnozstvi rekogniéniho prvku (CE), tak aby jeho kapacita prekracovala kapacitu AChE.
> Pro tento experiment bylo rozhodnuto vyuzit 10-ti nasobné mnoistvi CE oproti AChE. Z predchoziho vyhodnoceni
S GF (viz Obrdzek 1A — 1C) byla pouzita kombinace 20 min. inkubace inhibitoru s CE s nasledujici 5 min inkubaci s AChE. Vedle
E pouziti rekogni¢niho systému CE + AChE je dllezité také monitorovat Gcinek inhibitoru pouze na AChE. K tomuto tcelu byla CE
£ 6o nahrazena stejnym mnoZstvim inertniho proteinu (BSA). Ziskané vysledky jsou zahrnuty v Obrdzku 2. Soudasti je také zobrazeni
hodnot ICg, ziskanych standardizovanou metodou (5 min. inkubace inhibitoru s AChE). Z vysledkd na Obrdzku 2 je patrné,
cB Ze hodnoty IC5, pro kombinaci BSA + AChE jsou v souladu s hodnotami ziskanymi standardizovanou metodou. PouZiti CE
jako rozliSovaciho prvku vedlo k separaci latek typu G, pficemZ tento systém nejlépe rozpozna latku GF. Uréeni neznamého
0 1 2 3 4 5 vzorku poté mize vychazet ze zavedeni poméru hodnot ICs, pro jednotlivé inhibitory R(IC5o) = ICs, (CE + AChE) / ICs, (BSA +
log ICSD(inhibitor) AChE) viz Tabulka 2.

Obrdzek 2 Srovnani logaritmickych hodnot ICy, ziskanych
v systému obsahujicim

Tabulka 2 Pfehled hodnot

méfenim kalibracnich zavislosti R(ICso) vybranych NPL.

pouze IAChE (¢ervend), BSA + AChE (zelend) a CE + AChE Inhibitor R(ICs,)
(modrad).
GB 2,64
GD 3,67
Podékovani GF 45,33
Tato préce vznikla za podpory DZRO Protect I (2022-2029), VX 1,00
Ustavu OPZHN, Univerzity obrany. A-234 1,18

Zavér

VySe uvedeny ndvrh detekce bojovych latek rozsifuje mozZnosti identifikace jednotlivych
pomoci bioanalytické metody, pficemZz wvyuzZiti jinych typd enzym
jako biorekogni¢niho elementu mimikuje pouziti specifickych sorbentl. Mira afinity

inhibitora

inhibitoru zavisi pouze na schopnosti vazby do aktivniho mista. Celkovd odpovéd' systému
zavisi na kapacité rekogni¢niho prvku (v tomto pfipadé CE) a dostate¢né dlouhé inkubaéni
dobé s inhibitorem. Zavedeni poméru R(ICg,) pak umoZiiuje tuto metodu vyuZit pro
identifikaci latky v neznamém vzorku.




