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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmakologie a toxikologie
Kandidat: Mgr. Zuzana Madérycova
Konzultant: PharmDr. Marie VoprSalova, CSc.

Konzultant specialista: ~ PharmDr. Jana Zd’arova Karasova, Ph.D.

Nazev rigordzni prace: ~ Hodnoceni aktivit krevnich cholinesterdz ve stiedoevropské

populaci

Tato studie se zamétfuje na stanoveni primérnych hodnot aktivit acetylcholinesterazy
(AChE, EC 3.1.1.7) a butyrylcholinesterazy (BChE, EC 3.1.1.8) ve vzorcich plné krve a
plazmy od zdravych darci (n = 387). Spektrofotometrické stanoveni aktivit krevnich
cholinesteraz bylo zalozeno na Ellmanové reakci, jejiz prabéh byl piizpisoben
charakteru biologického materialu (Worek et al. 1999). U reprezentativniho vzorku
populace byl pozorovan vliv pohlavi, v€ku a koufeni na aktivitu krevnich cholinesteraz.
U naméfenych dat byly zohlednény faktory ovliviujici vysledek méteni, kterymi jsou
koncentrace hemoglobinu (Hb) v pfipad¢ stanoveni aktivit AChE a teplota prostiedi v
dobé meéteni. Statistick€é zpracovani dat umoznilo ziskat komplexni informace o

hodnotach aktivit krevnich cholinesteraz ve zdravé populaci.

Vysledky této studie jsou jistym piinosem v oblasti diagnostiky otrav organofosfaty.
Srovnani aktivity AChE u intoxikovaného jedince s primérnou hodnotou AChE ve
zdravé populaci umoznuje rychlé posouzeni zdravotniho stavu jedince a v€asnou
intervenci. Dopliujici informace o intoxikaci poskytuje znalost aktivity BChE, jevici se
jako vhodny marker miry zotaveni po intoxikaci organofosfaty. Data ziskand touto
studii nachazi vyuziti 1 v oblasti mediciny, jelikoz pokles aktivit cholinesterdz je

charakteristickym rysem mnohych onemocnéni.






Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of: Pharmacology and Toxicology
Candidate: Mgr. Zuzana Madérycova
Consultant: PharmDr. Marie VoprSalova, CSc.

Specialized consultant: ~ PharmDr. Jana Zd’arova Karasova, Ph.D.

Title of Thesis: Rating of blood cholinesterase activities in the population of

Central Europe

This study i1s focused on the assessment of the average value of acetylcholinesterase
(AChE, EC 3.1.1.7) and butyrylcholinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) activity in blood and
plasma samples of healthy donors (n = 387). Spectrophotometric determination of blood
cholinesterase activities was based on the Ellman’s reaction, the reaction course of
which was adjusted according to the character of the biological material (Worek et al.
1999). The impact of sex, age and smoking on blood cholinesterase activities was
observed in a representative sample of the target population. Data were related to
factors affecting the result of the measurement such as haemoglobin (Hb) concentration
in the case of AChE activity assessment and environment temperature during the
measurement. Statistical data evaluation provided complex information about blood

cholinesterase activities in the healthy population.

Results of this work contribute considerably to diagnostics of organophosphate
poisoning. Comparison of AChE activity in a poisoned individual with the average
value of AChE activity in a healthy population enables a quick health state assessment
and early intervention. BChE seems to be an appropriate marker of the recovery rate
after organophosphate intoxication thus BChE activity provides additional information
about intoxication. Data gained in this study have a use also for medicine owing to the
fact that a decrease in blood cholinesterase activities is a characteristic feature of some

diseases.
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1 ZKkratky

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesteraza

ALT alanintransamindza

AST aspartataminotransferaza

ASCh acetylthiocholin

BChE butyrylcholinesteraza

BSCh butyrylthiocholin

CarbE karboxylesteraza

DTNB 5,5 -dithio-bis-(2-nitrobenzoova) kyselina
EDMPA N, N-dimethyl-O-ethylaminohydrogenfosfore¢na kyselina
EMPA O-ethyl-methylfosfonova kyselina

GA tabun

GABA kyselina gamma-aminomaselna

GB sarin

GD soman

GF cyklosarin

Hb hemoglobin

1m. intramuskularni

IMPA O-isopropyl-methylfosfonova kyselina
IMS intermedialni syndrom

L.p. intraperitonealni

LVv. intraven6zni



7-MEOTA  7-methoxytakrin

MPA methylfosfonova kyselina

NMDA N-methyl-D-aspartat

NTE neuropathy target esterase

NPL nervove paralytické latky

OPIDN organofosfaty-indukovand pozdni neuropatie
OPIND organofosfaty-indukované neuropsychiatrickd porucha
PBS fostatovy pufr se solemi

PMPA O-pinacolyl-methylfosfonova kyselina

p.o. peroralni

p.c. perkutanni

s.C. subkutanni

SEM standard error of the mean, stfedni chyba priméru

sig. signifikance



2 Uvod

Siroké uplatnéni organofosfitovych sloudenin a relativné snadné dostupnost se poji
s rizikem nahodnych, profesnich ¢i umyslnych otrav. K profesnim intoxikacim dochézi
nejcasteji v zemeédeElstvi pi1 masivnim vyuziti organofosfatovych pesticida ¢i insekticida
a dale také v oblasti leteckého primyslu. Tzv. aerotoxicky syndrom, popsany u
leteckych posadek, je nasledek chronické expozice nizkym davkam organofosfati
unikajicich z hydraulickych kapalin ¢i leteckych mazacich olejti pfi praci motoru, ktery
se podili na prohfivani vzduchu v kabiné letadla (Carletti ef al. 2011). Vyrazny pokles
v uzivani organofosfatti jako oftalmologik v humanni medicin€ ¢i jako antiparazitik ve
veterinarni medicin€ je reakci na jejich neptiznivy pomér piinosu a rizika (Lamka and
Duchéacek 1998). Zneuziti organofostati jako bojovych chemickych zbrani predstavuje
v soucasnosti redlnou hrozbu. Relativné nedavné Gtoky se sarinem v Japonsku (1994 a
1995) ¢i v Syrii (2013), vyvolaly nejen snahu o potlaceni téchto ¢ind, ale také intenzivni

vyzkum v oblasti profylaxe, 1éCby a diagnostiky otrav témito latkami.

AChE a BChE patii do podtiidy esterdz, které katalyzuji Stépeni esterové vazby u fady
endogennich 1 exogennich latek. Expozice organofosfatiim vede k ireverzibilni inhibici
cholinesterazy a zplisobuje pokles jeji enzymatické aktivity. PfidruZzené klinické projevy
se odviji od tize intoxikace. Optimalnim ukazatelem miry poSkozeni organismu pfti
otravé organofosfaty je aktivita muskularni a neurondlni AChE, kterd je vSak
z praktického hlediska nedostupnd. Diky strukturdlni a funkéni podobnosti je
erytrocytarni AChE povazovana za jejich vhodnou alternativu (Eyer and Worek 2000).

Znalost fyziologické hodnoty erytrocytarni AChE pted expozici organofosfaty, ¢i
vSeobecna znalost primérnych hodnot AChE ve zdravé populaci, umoziiuje potvrdit
otravu organofosfaty, posoudit jeji klinickou zavaznost a zhodnotit vystupy vcasné
terapeutické intervence. V oblasti mediciny poskytuje aktivita erytrocytdrni AChE
informaci o integrit¢ membrany erytrocyt; pokles hodnot je charakteristicky pro
pernicidzni anémii, paroxysmalni no¢ni hemoglobinurii ¢i ABO inkompatibilitu
(Rackonczay 1988). Stanoveni krevni AChE miZe byt pfinosné také v oblasti
diagnostiky Alzheimerovy choroby. Bylo prokazano, Ze vyssi aktivita krevni AChE
koreluje s pozitivnim nalezem [-amyloidniho plaku u pacienti s Alzheimerovou
chorobou (Alkalay ef al. 2013). Hodnoty aktivity erytrocytarni AChE je moZzné pouzit
pro titraci inhibitord AChE v terapii Alzheimerovy choroby (Eyer and Worek 2000).



Pokles aktivity BChE neni indikdtorem zavaznosti otrav organofosfaty, jak je tomu
v piipadé AChE. Z Sir§iho pohledu je vSak aktivita BChE citlivym markerem intoxikace
v disledku preferenéni inhibice BChE nékterymi organofosfaty ¢i karbamaty
(Eddleston et al. 2008). Hodnota plazmatické BChE v Case je ukazatelem eliminace
organofosforovych inhibitorii z organismu a odrazi tak postupné zotaveni organismu po
prodélané intoxikaci (Cannard 2006, Eddleston et al. 2008). Aktivita plazmatické BChE
odrazi také tadu patofyziologickych zmény v organismu. Poukazuje na probihajici
zanét, nutricni stav organismu, dostupnost aminokyselin jako substratu a/nebo
poskozeni proteosyntézy. ZvySena aktivita byla pozorovéana u obezity, diabetu 1. a 2.
typu, hypertriglyceridemie, hypercholesterolemie, hyperthyroidismu ¢i uremie. Snizena
aktivita BChE naznacuje mozné hepatocelularni poskozeni, cirhdzu, jaterni metastazy Ci

akutni jaterni selhani (Santarpia ef al. 2013).

Podle nejnovéjSich poznatki mediciny jsou sniZzené aktivity krevnich cholinesteraz
odpovédi organismu na traumatické poskozeni mozku, které samy o sobé posSkozeni
prohlubuji. Krevni cholinesterazy se tak mohou uplatiiovat jako prognostické markery

mortality u tohoto typu poranéni (Zhang et al. 2015).



3 Teoreticka Cast

Nervové paralytické latky (NPL) jsou diky své jednoduché vyrobé a extrémné vysoké
novych pesticidli popsal vroce 1935 némecky chemik Gerhard Schrader vysokou
toxicitu N,N-dimethylamidofosforylfluoridu, ktery se stal pfedlohou pro syntézu prvni
NPL, tabunu. Schraderiiv objev se stal zakladem pro tajny vojensky vyzkum ve snaze
Toho bylo dosazeno vroce 1939, kdy byl syntetizovan sarin, fluorovany derivat
kyseliny fosfinové, pojmenovany na pocest svych objeviteli Schradera, Ambrose,
Rittera a Lindeho (Coleman 2005, Bajgar 2011). V roce 1944, objevil nositel Nobelovy
valky bylo vyrobeno az 30 000 tun tabunu a 10 tun sarinu, avSak tyto zbrané nebyly
nacistickym Némeckem nikdy vyuzity (Tucker 2006, Bajgar 2011).

3.1 Charakteristika nervové paralytickych latek

NPL jsou pii vysoké Cistoté prakticky bezbarvé a bez zapachu. To znemoziuje jejich
senzorickou detekci a zvySuje jejich nebezpecnost. Severoatlantickd aliance (NATO)
¢leni NPL na G-latky a V-latky, podle jejich struktury, fyzikalné-chemickych vlastnosti
a statu pivodu (Sidell 1997).

Skupinu G-latek tvofi sarin (GB), soman (GD), tabun (GA) a cyklosarin (GF). Jedna se
o derivaty kyseliny fosfinové s navazanou nitrilovou skupinou (tabun) nebo fluoridovou
skupinou (sarin, soman, cyklosarin). G-latky jsou viskozni kapaliny vykazujici vysokou
tenzi par a vysokou tékavost, coz predurCuje jejich inhala¢ni toxicitu. Koncentrace
v ovzdusi dosahujici 0,03-0,08 mg.I" ptedstavuje stfedni letdlni koncentraci vedouci po
minutové expozici k amrti 50 % exponovanych, nechranénych osob. V terénu si

zachovéavaji toxické u€inky po dobu 12—24 hodin. (Patocka 2004).

Skupina V-latek je reprezentovana latkou VX a latkou VR. Strukturné se jednd o
fosfonylované slouceniny thiocholinu, postradajici elektronegativni nitrilovou nebo
halogenidovou skupinu. Tato skute¢nost podminiuje kromé nizké hydrofility molekuly i
extrémné nizkou tékavost zabezpecujici plnou resorpci z nechranéné pokozky a zaroven

vysokou odolnost vii¢i enzymatické 1 neenzymatické hydrolyze. V-latky, pfi srovnani



s G-latkami, vykazuji zvySenou toxicitu pifi plsobeni pfes kizi (Halamek 2011).
V terénu jsou velmi perzistentni, svou toxicitu v terénu vykazuji tydny aZz mésice

(Patocka 2004). Chemické struktury zastupcti NPL shrnuje Obr. 1.
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Obr. 1 Chemické struktury nervové paralytickych latek

Modifikovano z: Pohanka (2011).

3.2 Toxikodynamika nervové paralytickych latek

3.2.1 Mechanismus uéinku

Centralni a periferni nervova soustava jsou hlavnim mistem zasahu NPL. Dominujici
mechanismus U€inku spo¢ivd v inhibici neuronilni AChE. Tento enzym je
koncentrovadn zejména v pregangliovych zakonCenich parasympatiku a sympatiku,
postgangliovych zakoncenich parasympatiku, sympatiku inervujiciho potni zlazy a také
v axonalnich zakoncenich somatickych motorickych vlaken (Brody ef al. 1995). Za
fyziologickych podminek hydrolyzuje AChE neuromediator acetylcholin (ACh)
v synaptické S$térbiné a/nebo nervosvalové ploténce, ¢imz dochazi k ukonceni
synaptického prenosu. Tim je zaji§téna moznost opakované interakce ACh

s nikotinovymi ¢i muskarinovymi receptory a nasledny pfevod vzruchu.

Interakce NPL s AChE vede v zavislosti na struktuie organofosfatu k fosforylaci nebo

200

fosfonylaci hydroxylové skupiny serinu (Ser™) v aktivnim centru enzymu. Spontanni

hydrolyza aduktu, vedouci ke vzniku volného reaktivovaného enzymu a oxidované¢ho



organofosfatu, probiha velmi pomalu. Pokud nedoslo k spontdnni ¢i oximy-indukované
reaktivaci enzymu, muze navazany organofosfat podléhat dealkylaci (tzv. starnuti
enzymu, aging), ¢imZ se kompletné¢ znemoziuje reaktivace enzymu (Feldman 1999,
Taylor 1996). Plsobeni organofosfatu v aktivnim misté enzymu popisuje Obr. 2.
Inhibice AChE ma za nasledek akumulaci ACh v synaptické Stérbin€é a/nebo
nervosvalové ploténce, nadmérnou stimulaci a desenzitizaci nikotinovych a/nebo

muskarinovych receptort s naslednou klinickou symptomatologii.

Organofosfaty vykazuji také toxicitu nezdvislou na inhibici AChE. Pfi expozici
organofosfaty byla popsana pifima interakce s muskarinovymi, nikotinovymi,
serotoninovymi, N-methyl-D-aspartaitovymi (NMDA) receptory, snizend denzita
cholinergnich  receptori, porusenda funkce GABA-ergniho, noradrenergniho,
dopaminergniho systému evokujici zvySené uvolnéni glutamatu. Mimo to dochézi i
k zdsahu do energetického metabolismu. Funkénimi duasledky téchto zmén jsou
napiiklad zvySena excitotoxicita, neurotoxicita, blokada oxidativniho metabolismu

s acidozou, ¢imz se dale prohlubuje toxicky efekt organofosfati (Voicu et al. 2010).
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Obr. 2 Reakce organofosfatu s hydroxylovou skupinou serinu v aktivnim misté enzymu

Reverzibilni reakce vedouci ke vzniku komplexu enzym-substrat (k., k.;) dava vzniku fosfonylovanému
aduktu (ky), ktery mtze podléhat spontanni reaktivaci (k;) ¢i nevratné dealkylaci (k4). Souhrnny proces
popisujici vznik inhibovaného enzymu je oznacen k;. Pfevzato z: Richardson, Worden and Makhaeva

(2009) a Richardson (1992).



3.2.2 Projevy intoxikace

Toxické plisobeni organofosfatli se miize manifestovat tfemi riznymi zptisoby: akutni
cholinergni krizi, intermedidlnim syndromem (IMS) a pozdni neuropatii (Yang and

Deng 2007).

Hyperstimulace cholinergniho nervového systému v disledku expozice organofosfatim
se oznacuje terminem akutni cholinergni krize. Jeji symptomy se podle typu a
lokalizace déli na muskarinové, nikotinové a centralni. K perifernim muskarinovym
symptomim dochazi v disledku kumulace ACh vnervovych zakoncenich
parasympatiku. Projevy jsou patrné u sekrecnich 714z dychacich cest, exokrinnich zlaz,
ocniho aparatu, gastrointestindlniho a urogenitdlniho traktu. Dominujicimi pfiznaky
jsou dusnost, prodlouzeny vydech, excesivni bronchidlni sekrece, rhinorrhea, salivace,
lakrimace, mi6za, abdomindlni kieCe, prijem a mocova inkontinence. Za periferni
nikotinové symptomy zodpovidda kumulace ACh ve vegetativnich gangliich a
v zakon€enich motorickych nervli, coz zplsobuje projevy zejména na Urovni
kardiovaskuldrniho  syst¢ému a pohybového apardtu. Dochdzi k projeviim
sympatikotonie; k tachykardii, hypertenzi, dale ke svalové slabosti, svalovym
zaSkublim, kiecim popf. k paralyze. Centralni symptomy jsou projevem akumulace ACh
v jednotlivych strukturdch mozku a spinalni michy, vedouci ke stimulaci nikotinovych 1
muskarinovych receptord. Ptiznaky jsou svym charakterem velmi nespecifické a
zahrnuji zmatenost, neklid, poskozeni paméti, zavraté, bolest hlavy, uzkost, ties az
respirani depresi (Kassa 1992, Eddleston et al. 2008). U zavaznych intoxikaci
organofosfaty vede akutni cholinergni krize ke smrti v disledku respiraéniho selhani.
Podili se na ném utlum dechového centra v prodlouzené mise, paralyza dychacich svala,

bronchokonstrikce a zvySena bronchidlni sekrece (Munro 1994).

IMS se projevuje u pacientli bez zjevnych cholinergnich ptiznaki, ptiblizné 2—4 dny po
expozici organofosfaty. Dominujicim rysem je slabost dychacich svali (diafragma,
mezizeberni svalstvo, pfidatné dychaci svalstvo), slabost svalii inervovanych
motorickym kranidlnim nervstvem, svalova slabost hornich koncetin a Gtlum hlubokych
Slachovych reflext (Karalliedde et al. 2006). Pii zajiSténi umélého dychani a dalsi

podptirné terapie odezni IMS pfiiblizn€ za 5—18 dni (Yang and Deng 2007).

Organofosfaty-indukovana pozdni neuropatie (organophosphate-induced delayed

neuropathy, OPIDN) je moZnym projevem intoxikace organofosfaty, jejichz expozice



nemusela byt doprovazena zietelnou symptomatologii. Mechanismus asociovany
s rozvojem OPIDN spociva ve fosforylaci a ireverzibilni inhibici tzv. neuropatické
esterazy (neuropathy target esterase, NTE) a vnaruSeni homeostdzy vapniku.
Patologicky dochézi k axondlni degeneraci a demyelinizaci motorickych 1 senzitivnich
nervil (Emerick ef al. 2012). OPIDN nastupuje pfiblizné 1-2 tydny po expozici
organofosfaty a vyznacuje se parestézii koncCetin, ataxii, kfeCemi v oblasti Iytek
s naslednou paralyzou svalli dolnich koncetin, kterd se $ifi v proximalnim sméru.
Stadium pretrvava 1-2 mésice, kdy se k paralyze ptidava 1 denervace s tézkou atrofii
svall hornich 1 dolnich koncetin. I pfes moZznost ¢astecné reparace je patrnd prakticky

dozivotni spasticita a abnormalni §lachové reflexy (Patocka 2004).

Organofosfaty-indukovana neuropsychiatrickd porucha (organophosphate-induced
neuropsychiatric disorder, OPIND) je dal$i pozdni projev intoxikace organofosfaty.
Vyznacuje se uzkosti, depresi, poruchou paméti a koncentrace (Jamal 1997). Tento stav
je kontrastem k psychickym projevim pti akutni intoxikaci, ¢imz paradoxné ptipomina

tzv. syndrom z vysazeni organofosfati (Tan et al. 2009).

3.3 Toxikokinetika nervové paralytickych latek

3.3.1 Absorpce

Absorpce, distribuce a eliminace (spojujici dohromady metabolismus a exkreci) jsou
zakladni faze popisujici osud toxické latky v organismu. NPL mohou vstupovat do
systémové cirkulace prakticky vSemi branami vstupu, nejcastéji vSak dychacimi
cestami, k0zi, spojivkovym vakem a travicim ustrojim. Fyzikdln¢-chemické vlastnosti
organofosfatu (zejména té€kavost, rozpustnost ve vode), fyziologické parametry tkan¢ a
cesta podani ptedurcuji rychlost absorpce a nastup toxického ucinku. Vysoka tékavost
G-latek predurcuje vysokou inhalacni toxicitu a limitovanou kozni toxicitu; pfi
potiisnéni klize sarinem se odpatfuje az 98 % latky. V-latky, ve srovndni s G-latkami,
vykazuji aZz o tfi fady niz$i tenzi par. Diky tomu je kiize dominantni branou vstupu pro

V-latky (Marrs et al. 2007, Chilcott et al. 2008).

Inhalace NPL vede k respira¢ni toxicité v pribéhu nckolika mélo minut. Ptiznaky

v Vv

1998). Inhalace nadmérného mnozstvi par NPL vede v fadu sekund az minut k néhlé
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ztraté védomi, apnoe a svalové paralyze. Maximalni efekt, zpravidla konCici smrti
v disledku respiracniho selhani, nastupuje mezi 20-30 min (Sidell et al. 1997,
Berkenstadt et al. 1991). Priinik NPL ptes kiiZi vede po 3 min az 2 h k projeviim poceni
a svalovym zaskubtm, které trvaji 3—5 dnti (Sidell ef al. 1997). Pary NPL vstupujici do
organismu spojivkovym vakem zpiisobuji v rdmci minut bolestivé piekrveni oka a
midzu, pretrvavajici po dobu 2-3 dnd. Penetrace tabunu pies spojivku dosahuje
letalniho efektu v pribéhu 1-10 min, pfiemz néstup smrticiho efektu je srovnatelny
s inhalaci letdlni davky (EPA 1985c). Poziti NPL se projevuje nikotinovymi a
muskarinovymi ptiznaky, které nastupuji u mirné otravy do 30 min a ptetrvavaji 2—5

dni v zavislosti na tizi intoxikace.

Efektivni toxicka davka organofosfatu se odviji od fyzikdlnich a biologickych ztrat,
které jsou charakteristické pro riizné cesty podani. Ztraty rostou pfi riznych zplisobech
podani v potadi: intravendézni (i.v.), intramuskuldrni (i.m.), intraperitonedlni (ip.),

peroralni (p.o.), perkutanni (p.c.) (Bajgar and Voicu 2009).

3.3.2 Distribuce

Po priniku organofosfatu do systémové cirkulace dochazi ke snadné distribuci do
okolnich tkani. V nich mutze organofosfat vykazovat toxicky ucCinek, podI¢hat
metabolizaci a exkreci popf. se deponovat. Distribuéni objem je pro kazdou NPL
rozdilny. Sarin je distribuovan pfevdazné¢ do mozku, jater, ledvin, soman a tabun
dosahuji nejvyssich koncentraci v hypotalamu, jak prokéazaly experinmenty na mySich

(Little et al. 1986, Woltius et al. 1986, Hoskins et al. 1986).

Organofosfaty, stejné jako jind xenobiotika, mohou byt vaziny na plazmatické
bilkoviny (zejména albumin, B-globulin, B-esterdzy). Albumin je pfitomny v krvi ve
vysokych koncentracich (4,6 g/100 ml; 0,6 mM), ¢imzZ reprezentuje 50—60 % celkového
mnozstvi proteinu v plazmé. Bylo prokazéno, Ze sarin, cyklosarin, soman, tabun a ve

vysokych davkach i latka VX fosforyluji tyrosinovy zbytek (Tyr*'

) albuminu, ¢imz
inhibuji esterdzovou a acylamid4dzovou aktivitu albuminu (Black ez al. 1999, Williams
et al. 2007). Vznikly komplex je pomérné stabilni, poloCas spontanni reaktivace
dosahuje 6,5 dne (pti 25 °C, pH 8), bez naslednych znamek ,,starnuti* enzymu. Stabilita

komplexu umoznuje detekci prostfednictvim hmotnostni spektrofotometrie, cehoz lze
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vyuZzit pro zjisténi expozice organofosfaty (Li et al. 2008). Interakce albuminu se

somanem se vyrazn¢ nepodili na detoxifikaci slouceniny.

Diky své vysoké lipofilit¢ se organofosfaty popt. jejich toxické metabolity deponuji
v tukové tkani. Distribuce organofosfatu do tukové tkané snizuje koncentrace
organofosfatu v systémové cirkulaci, ¢imz snizuje toxicky efekt. Redukce hmotnosti
v disledku zmény zivotospravy ¢i probihajictho onemocnéni mutze mobilizovat
mnozstvi organofosfatu z depotu a tim znovu vyvolat projevy intoxikace (Ecobichon et
al. 1977). Povaha svalové tkan¢ také umoznuje deponaci organofosfatu (Van Helden
and Wolthius 1983). Unikatni schopnost deponace byla pozorovdna zejména u somanu.
ZnaCeny soman vykazoval v experimentech na mySich vyraznou kumulaci také
vplicich a v kbzi, coz vypovidd o vazbé somanu na alveolarni epitel plic a na

keratinocyty v epidermis (Kadar ef al. 1985, Wolthius ef al. 1983).

3.3.3 Eliminace

Organofosfaty interaguji riznymi zplisoby s mnoha typy esteraz. Tradicni déleni podle
prof. Aldridge (1953) rozliSuje enzymy interagujici s organofosfaty na A-esterdazy a B-

esterdzy. Oznaceni C-esterdzy nalezi enzymim, které s organofosfaty nijak neinteraguji.

Enzymaticka hydrolyza je nejvyznamnéjs$i metabolickou drahou pro G-latky, kterd vede
ke vzniku hydrofilnich, méné toxickych ¢i netoxickych produktia. Skupina enzymd,
které hydrolyzuji organofosfaty jako substraty, se oznaCuje terminem A-esterdzy.
Enzymy spadajici do této skupiny se v literatuie oznacuji podle substratu, ktery
hydrolyzuji (paraoxondza, somanaza atd.) nebo podle chemické struktury, kterou stépi
(fosfotriesteraza, fosforylfosfataza atd.). Hlavnim produktem hydrolytického Stépeni je
odpovidajici ~ O-alkyl-methylfosfonova kyselina. Jednd se o  O-isopropyl-
methylfosfonovou kyselinu (IMPA) v ptfipadé sarinu, O-pinacolyl-methylfosfonovou
kyselinu (PMPA) v ptipadé somanu a N, N-dimethyl-O-ethylaminohydrogenfosforecnou
kyselinu (EDMPA) v pfipadé¢ tabunu. VSechny tyto produkty podléhaji dalsi
metabolizaci za vzniku velmi stabilni methylfosfonové kyseliny (MPA), (Jokanovi¢
2009). U somanu bylo zjisténo, ze 95 % LDsopodléha intenzivni metabolizaci. Zbylych
5 % LDszodpovida za toxicky efekt v centralni a periferni nervové soustavé (Fonnum

and Sterri 1981).
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Latka VX, charakteristicky zastupce V-latek, je pfitomna vkrvi ve formé
protonované¢ho aminu. Ve srovnani s G-latkami je latka VX méné specificky substrat
pro A-esterazy 1 karboxylesterazy (CarbE) a je mnohem pomaleji hydrolyzovana za
vzniku O-ethyl-methylfosfonové kyseliny (EMPA) a MPA. Ve srovnani s G-latkami,
muize dusik ¢i sira v molekule V-latek podléhat oxidaci za vzniku oxidovanych
produktli, coz piedstavuje piidavnou eliminacni drahu. Hydrolyza jedné ¢i vice
alkylesterovych vazeb u latky VX podmiiuje vznik produktti, které mohou mit
zachovanou anticholinesterdzovou aktivitu (Jokanovi¢ 2009). Obr. 3 shrnuje produkty

metabolizace u zakladnich zastupcii nervové paralytickych latek.

(CH3):N-P(O)(OC;Hg)CN —+ (CH3),N-P(O)(OC,H5)OH
tabun EDMPA

(CH,)-P(O)OCH(CH;),JF — = (CH2)-P(O)[OCH(CH;),]OH ,
sarin IMPA \\

(CH,)-P(0)-0-OCH(CHj3)-C(CH3)5F —» (CH3)-P(0)-O-OCH(CH;)-C(CH;);0H —_ (CH»)-P(O)(OH);
soman PMPA /‘ MPA

(CH3)-P(O)(OC;H5)(SCH,CH,)N[(CH(CHz),)2] —» (CHB3)-P(O)(OC;H5)OH
VX EMPA

Obr. 3 Metabolizace tabunu, sarinu, somanu a latky VX v organismu

Zkratky: EDMPA, N,N-dimethyl-O-ethylaminohydrogenfosfore¢na kyselina; IMPA, O-isopropyl-
methylfosfonova kyselina; PMPA, O-pinacolyl-methylfosfonova kyselina, EMPA, O-ethyl-
methylfosfonova kyselina; MPA, methylfosfonova kyselina. Pfevzato z: Jokanovi¢ (2009).

Druhé skupina enzymi interagujici s organofosfaty jsou B-esterdzy. Vystupuji jako
enzymy, jejichZ aktivita je organofosfaty inhibovana. Mezi hlavni zastupce této skupiny
patti AChE (EC 3.1.1.7), BChE (EC 3.1.1.8), CarbE (EC 3.1.1.1), chymotrypsin a
trypsin. Dominujicim rysem B-esterdz je ptritomnost hydroxylové skupiny serinu
v aktivnim misté enzymu, ktery umoziuje interakci s organofosfaty. AChE, BChE i
CarbE vystupuji jako scavengery NPL. Uvolnéni acylového radikalu organofosfatu za
soucasné fosforylace ¢i fosforylace aktivniho mista enzymu inaktivuje znacnou Cést
absorbované davky organofosfatu (Patocka 2004). CarbE je typickym ptikladem B-
esterazy, nicméné vazba tohoto enzymu k organofosfatu je reverzibilni na rozdil od
AChE a BChE. CarbE tak katalyzuje hydrolyzu organofosfatovych esterti (Fukuto

1990). Interakce CarbE se sarinem a somanem a vede ke vzniku netoxickych metabolit
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IMPA a PMPA, ¢imz se podili na detoxikaci nervové paralytickych latek (Jokanovi¢ et
al. 1996).

Hlavnim elimina¢nim orgédnem nervové paralytickych latek a jejich metabolitti jsou
ledviny, jak prokazaly toxikokinetické studie se sarinem (Little et al. 1986). Elimina¢ni
poloc¢as kone¢ného metabolitu sarinu je 3,7 h, pficemz maximalni koncentrace IMPA a
MPA v moci byla dosazena 10—18 h po expozici (Shih et al. 1994, Nakajima et al.
1998). Koncentrace téchto metabolitii v moc¢i Gzce koreluje s klinickou symptomatologii
intoxikace. Signifikantni akumulace *H-somanu byla u my$i pozorovana v mo&ovém

méchyti a lumen stiev, coZ potvrzuje hlavni cesty eliminace (Kadar ef al. 1985).

3.4 Cholinesterazy v organismu

Esterazami oznaCujeme podtiidu hydrolaz, pro kterou je charakteristické Stépeni
esterové vazby v molekule na alkohol a pfisluSnou kyselinu. Jim podfazené
cholinesterazy vykazuji substratovou specifitu k esteriim cholinu, podili se vSak i na
hydrolyze thioesterti ¢i acylamidd (Plageman et al. 2002, Zhukovskii 2003). Mezi
typické zastupce patii AChE a BChE, jejichz primarni struktura vykazuje vysoky stupen
homologie (vice jak 50 %).

Pro katalytické ptisobeni cholinesteraz jsou zasadni tti ¢asti enzymu: B-anionické misto
(periferni anionické misto), aromatické hrdlo a aktivni centrum. Na povrchu
cholinesterazy, pii vstupu do aromatického hrdla se nachéazi B-anionické misto, které je
povazovano za kliCové misto podilejici se na rozvoji Alzheimerovy choroby. To je
zpusobeno interakci P-anionického mista s B-amyloidem, coz umoZiuje tvorbu
amyloidniho plaku. Prichod aromatickym hrdlem podmiinuje interakci substratu
s aktivnim centrem. Aromatické hrdlo je uz8§i u AChE nez u BChE, coZ ma dopad i na
jejich substratovou specifitu. Aktivni centrum cholinesterdz je u AChE 1 u BChE velmi
podobné. Sklada se z a-anionického mista, které je zodpovédné za spravnou orientaci
ACh vici esterovému (esteratickému) mistu Stépicimu esterovou vazbu. Pro funk&nost

. . r ’ . , ’ . . 4
a-anionického mista jsou zasadni aminokyseliny Trp** a Phe®*

, pro esterové misto pak

2 2 . 44 S 2 s : . r .
Ser’”, Glu’’, His*’. Pravé Ser’™ v aktivnim centru interaguje s mnoha latkami.
Vytvaii stabilni vazbu s organofosfaty, které jsou schopny ireverzibilné inhibovat

aktivni misto AChE 1 BChE. Vazbu vytvafi 1 karbamatové slouceniny (fyzostigmin,
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pyridostigmin, rivastigmin aj.); tato vazba je vSak reverzibilni a podléha spontanni

hydrolyze (Pohanka 2011).

AChE a BChE se 1181 v n¢kolika klicovych mistech, které zptasobuji odliSnosti v jejich
biochemickych parametrech jako je naptiklad velikost vazebného mista, mira
dealkylace navdzané¢ho organofosfatu ¢i schopnost podl€¢hat spontdnni ¢i oximy-

indukované reaktivaci (Doctor et al. 2001).

3.4.1 Acetylcholinesteraza

AChE, oznacovana také jako prava cholinesteraza nebo specificka cholinesteraza, je
svou funkci hlavni cholinesterazou v organismu. Enzym se vyskytuje ve formé
monomeru, dimeru, tetrametru a muze obsahovat segment se strukturou podobnou
kolagenu, zabezpecujici jeho pfilnuti k membrané. Ve vysokych koncentracich je
pfitomna v centralni i1 periferni nervové soustavé, v nervosvalovych ploténkach a na
povrchu erytrocyti. Neurondlni AChE je syntetizovana v téle neuronu, sekretovana
Golgiho aparatem a transportovana podél axonu do nervového zakonceni (Brody 1995).
Primarni funkci je S$tépeni neuromedidtoru ACh a ukonCeni neurotransmise.
Erytrocytarni AChE se podili zeyjména na degradaci ACh v systémové cirkulaci. AChE
vykazuje vysokou afinitu k ACh (popi. k jeho analogu acetyl-B-methylcholinu nebo
acetyl-B-methylthiocholinu) pii velmi vysoké katalytické aktivité; kazdd molekula
AChE rozstépi za sekundu 25000 molekul ACh (Quinn 1987, Taylor et al. 1994).
Nadbytek substratu zplisobuje inhibici AChE (Bajgar 2009).

3.4.2 Butyrylcholinesteraza

BChE, oznacovéana také jako pseudocholinesterdza, nespecifickd cholinesteraza nebo
plazmaticka cholinesterdza je svym zastoupenim prevalentni cholinesterdzou v
organismu (Brody 1995). Asi 95 % celkové BChE je v organismu zastoupeno ve formée
tetrameru, formy dimeru a monomeru jsou pravdépodobné degrada¢nimi produkty
(Chatonnet and Lockridge 1989). BChE se nachazi ve vysokych koncentracich
v jatrech, slinivce btiSni, plazmé a v gliovych buiikach, nicméné¢ BChE byla nalezena
také u rostlin ¢i nékterych mikroorganismi (Bajgar 2009). BChE vykazuje velmi
rozsahlou substratovou specifitu. Preferencnimi substrdty BChE jsou butyrylcholin

popt. butyrylthiocholin (BSCh), propionylcholin popt. propionylthiocholin. Tento
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enzym se vyrazn¢ podili na odbouravani fady xenobiotik, zejména succinylcholinu,
prokainu, kokainu, heroinu, acetylsalicylové kyseliny aj. BChE neni, na rozdil od
AChE, inhibovana nadbytkem substratu. Vyznam BChE neni dosud plné objasnén.
Neékteré vyzkumy naznacuji vyznam BChE jako embryonalni AChE (Chatonnet and
Lockridge 1989). Zda se, ze BChE obsazend v gliovych bunkdch se podili na

cholinergnim ptenosu (Mesulam et al. 2002).

3.5 Management otrav organofosfaty

Intoxikace organofosfaty je spojena s vysokou umrtnosti. Na konci 21. stoleti byla
intoxikace smrtelnd pro 40 % postizenych 1 pfes nasazeni vSech dostupnych prostiedk.
Jedinci s neméfitelnou koncentraci erytrocytarni AChE maji velmi Spatnou prognozu,
jedinci se zavaznymi klinickymi symptomy maji stfedni nadéji na zotaveni, pokud
preziji 8~10 dni po expozici (Sevela et al 2011). V soudasné dobé existuje moznost
alespoil CasteCné piedchazet toxickému efektu organofosfati, v ptipadé projevené

intoxikace lze toxické uCinky potlacit ¢i zmirnit a zvySit tak nad¢ji na pieziti.

3.5.1 Profylaxe a 1écba otrav organofosfaty

Toxicky efekt organofosfati lze odvratit protichemickymi prostfedky a

farmakologickymi prostiedky, které nachazi uplatnéni v oblasti profylaxe 1 1écby.

Mezi prosttedky protichemické ochrany patii ochranna maska a ochranny odév, které
znemoznuji ¢1 omezuji prinik toxické latky do organismu. Pti zasaZeni nechranéné
ktze, odévu ¢i predmétl vyuzivame dekontaminacni prostfedky. Ve vojenské sféfe se k
dekontaminaci vyuziva individualni protichemicky bali¢ek vzor 80 (IPB vz. 80), ktery
obsahuje adsorp¢ni €inidlo v podobé mikronizovaného aktivovaného bentonitu, gazové

ptifezy k jeho roztirani a mydlo (Kassa 2003).

V ramci farmakologické profylaxe se uplatiiuji karbamaty, které vystupuji jako
reverzibilni inhibitory AChE. Karbamoyluji aktivni centrum AChE, ¢imz ho docasné
blokuji a tim znemozZiuji ireverzibilni inhibici organofosfatem. Karbamoylovand AChE
podléha spontanni hydrolyze, ¢imz znovu poskytuje funkéni enzym (Bajgar 2009).
Vys$si profylakticka 0Cinnost vysokodavkovych rezimi karbaméti je na ukor
zvyraznénych vedlejSich UCinkti v disledku kumulace ACh v centrdlni 1 periferni

nervové soustavé. Pro jejich minimalizaci se svyhodou kombinuji reverzibilni
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inhibitory AChE s centralnimi anticholinergiky (Bajgar 2012). Nejvyznamnéj$i zastupci
ze skupiny karbamatl jsou pyridostigmin a fyzostigmin, které se 1i§i svou schopnosti
prochézet ptes hematoencefalickou bariéru (Scott 2007). Originalni ¢eské profylaktické
antidotum PANPAL je kombinaci vyssi davky pyridostigminu s dvojici anticholinergik
— benactyzinu a trihexfenidylu, které zcela eliminuji nezddouci G€inky pyridostigminu
(Kassa 2003). Huperzin A, tacrin a 7-methoxytacrin (7-MEOTA) patii mezi latky jinych
chemickych struktur, které také vystupuji jako reverzibilni inhibitory AChE (Bajgar
2012).

V terapii otrav organofosfity vyuzivame funk¢ni a kauzalni antidota. Do skupiny
funk¢énich antidot spadaji parasympatolytika a centralni anticholinergika. Ta
antagonizuji cholinergni receptory, které jsou pii intoxikaci organofosfaty excesivné
stimulovany kumulujicim se ACh. Lékem volby u akutnich otrav organofosfaty je
atropin. Plsobi zejména na urovni perifernich muskarinovych receptort, centralni
muskarinové receptory ovlivituje minimalné. Nikotinové piiznaky nejsou atropinem
potlaceny (Patocka 2004). Atropin, aplikovany i.v. ¢i 1.m., vyrazné potlacuje ptiznaky
intoxikace, jakymi jsou bronchokonstrikce, zvySend bronchidlni sekrece, rhinorhea,
zvySena lakrimace, salivace, nauzea, zvraceni, prijem, poceni a dalsi (Gupta 2009).
Centralni muskarinové ucinky jsou efektivné potlaCovany benactyzinem, popfi. jeho
alternativni ndhradou biperidenem ¢i skopolaminem, ¢imz dochdzi ke zlepSeni

psychického stavu intoxikovaného jedince (Patocka 2004).

Symptomatickou 1écbu intoxikaci organofosfaty dopliuji benzodiazepiny, které
vystupuji jako antikonvulziva, anxiolytika a hypnotika. Alostericky zesiluji vazbu
kyseliny gamma-aminomaselné (GABA) ke GABAa-receptoru v centrdlni nervoveé
soustavé, coz evokuje otevieni chloridového kandlu a hyperpolarizaci bunky. Mezi
hlavni u€inky benzodiazepinl patii zmirnéni tizkosti a neklidu, sniZeni tonu kosterniho
svalstva a potlaceni pohotovosti ke kie¢im (Lillmann ef al. 2012). VEasna aplikace
benzodiazepinu piedchdzi komplikacim jako je metabolicka acidéza ¢i minerdlni
dysbalance, které vznikaji v disledku zvySenych energetickych narokl svalii (Bajgar
2012) Nejuzivangj§im antikonvulzivem u intoxikaci organofosfaty je diazepam. Jeho
doporu€ena terapeuticka davka v pripadé¢ konvulzi ¢ini 10-20 mg iv., pokud ke
konvulzim nedochdzi, voli se davky niz§i 5-10 mg i.v. (Johnson and Vale 2007,

Antonijevi¢ and Stojiljkovi¢ 2007). Ukazalo se, ze diazepam zesiluje u¢inek nizkych
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davek atropinu. Kombinace diazepamu s atropinem snizuje mortalitu 0¢innéji nez

izolované podani atropinu nebo oximu (Sellstrom 1992).

U otrav organofosfaty vystupuji reaktivatory cholinesteraz jako kauzalni antidota.
PteruSuji vazbu organofosfatu k serinu v aktivnim misté enzymu, ¢imz obnovuji jeho
katalytickou funkci. Uginkuji za predpokladu neuskute¢néné dealkylace organofosfatu,
diky které se stavd inhibice cholinesterazy nevratnou (Milatovi¢ and Jokanovié

2009). Chemismus reakce popisuje Obr. 4.
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Obr. 4 Mechanismus reakce mezi reaktivatorem (pralidoximem) a sarinem inhibované AChE

Oximatovy aniont atakuje pozitivné polarizovany atom fosforu v navazaném organofosfatu. Tim dochazi
k rozstépeni vazby mezi organofosfitem a hydroxylovou skupinou serinu v aktivnim centru AChE.
Vysledkem je neskodny komplex reaktivatoru s organofosfatem a reaktivovana, plné funkéni AChE.

Prevzato z: Kuca ef al.(2009).

Pro ucinek reaktivatoru je zasadni pritomnost alespont jednoho kvartérniho dusiku
a nukleofilni skupiny v molekule. Kvartérni dusik pyridinového jadra ve strukture
reaktivatoru zodpovidd, obdobné jako kvartérni dusik ACh, za afinitu k aktivnimu
centru, k a-anionickému mistu cholinesterazy. Diky tomu vystupuji vysoké koncentrace
reaktivatorii jako slabé inhibitory cholinesteraz. Na druhou stranu, kvartérni dusik
reaktivatoru brani dostateCnému prostupu pies hematoencefalickou bariéru, coz
znemoznuje jeho uspokojivy ucinek (Kuca et al 2004a, Kuca ef al. 2004b, Liillmann et
al. 2004). Délka a struktura postranniho a/nebo spojovaciho fetézce ovliviluje
reaktivacni schopnost molekuly. Maximalni reaktivacni u¢innost vykazuje tfiuhlikaty
popt. ¢tyfuhlikaty spojovaci fetézec a jednouhlikaty postranni fetézec (Kuca et al. 2003,
Jong et al. 1981).
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Oxim vystupuje jako nukleofilni skupina, kterd ochotné¢ deprotonuje za vzniku
oximatového aniontu, ktery je pfimo zodpoveédny za reaktivacni proces. Pro reaktivaci
je nutna alespon jedna oximova skupina v molekule (Kuca et al. 2006). Pozice oximu
vzhledem ke kvartérnimu dusiku se zasadné podili na uspésSnosti reaktivace u
konkrétniho organofosfatu. Oximova skupina reaktivatoru v poziciortho G¢inné
reaktivuje cyklosarinem inhibovanou cholinesterazu, oximova skupina reaktivatoru v
pozici para vykazuje u¢innost pro komplex tabunu s cholinesterazou, v ptipad¢€ sarinu a
latky VX jsou ob& zminéné polohy oximové skupiny dostatecné efektivni (Bajgar

2012).

Mezi klinicky uZivané reaktivatory patii pralidoxim, obidoxim a latka HI-6, v minulosti
se uzival také trimedoxim, ve vojenské sféfe methoxim (Musilek et al. 2011). Ze
soucasn¢ dostupnych reaktivatorti je pralidoxim a obidoxim uinny proti pusobeni
cyklosarinu, sarinu a latky VX. Obidoxim navic dosahuje vysoké uc¢innosti v terapii
otrav organofosfatovymi insekticidy. V soucasné dobé se vkladaji velké nad¢je do
reaktivatoru HI-6, ktery je dosud nejicinngjS§im antidotem proti NPL v humanni
mediciné (Kassa 2002, Kassa et al. 2012, Lundy et al. 2006). V¢asna aplikace vykazuje
klinickou G¢innost 1 proti plisobeni somanu, jehoZ intoxikace je velmi obtizné 1é€itelna
(reakéni poloc€as dealkylace u somanem-inhibované¢ AChE je 10 minut). Latka HI-6
vSak neni univerzalnim antidotem; v pfipad¢ intoxikaci tabunem ¢i organofosfatovymi
insekticidy nedosahuje dostate¢né¢ho efektu. To potencuje snahu o nalezeni novych
reaktivatoru, které by byly pouzitelné pro $irsi spektrum organofosfatovych slouc¢enin a
zaroven dostatecné ucinné. V poslednich dvou dekadach byly syntetizovany nové slibné
oximy oznacované jako HI-6 DMS, HL6-7, MMB4, Ortho-7, K027, K048, K074, K075
a K203 (Musilek et al. 2011, Bajgar 2012). Chemické struktury nejvyznamnéjSich
reaktivatori AChE jsou vyobrazeny v Obr 5.
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Obr. 5 Struktury reaktivatori AChE

A; methoxim; B, trimedoxim; C, obidoxim; D, pralidoxim; E, HI6. Vytvofeno v programu
ACD/ChemSketch, version 12.01, 2010.

Perzistence organofosfati vtéle je velmi vysoka a jejich odstranéni z krevniho
kompartmentu je komplikované. Forsirovana diuréza nevede k eliminaci hydrofébniho
organofosfatu, pokud nedoslo k jeho biotransformaci. Hemodialyza ¢i hemoperfuze jsou
efektivni u nezdvaznych projevli intoxikace, nicméné umoziuji eliminovat pouze
zlomek cirkulujiciho organofosfatu (Sevela 2011). Podani piirozenych krevnich
bioscavengerti vyrazné¢ redukuje mnoZstvi organofosfitu zasahujiciho cilovou tkan.
Katalytické ¢i stoichiometrické scavengery dosahuji efektivni neutralizace toxické latky
v organismu. Katalytické scavengery vykazuji schopnost hydrolyzovat organofosfaty,
¢imz vedou ke vzniku netoxickych produkti (Masson and Rochu 2009). Perspektivnimi
enzymy z této skupiny se zdaji byt paraoxondzy a CarbE (Ghanem 2005, Masson et al.
1998, Sterri and Fonnum 2009). Stoichiometrické scavengery vyuZivaji vzniku
ireverzibilni vazby organofosfitu k enzymu za vzniku netoxického aduktu. V tomto
ptipadé se zdaji byt vyuzitelné cholinesterazy, zejména pak BChE (Saxena et al. 2004,
Clark et al. 2002). Uskali v jejich pouziti pfedstavuje nejen podani vysokych davek
enzymu, tj. 3 mg/kg vysoce purifikované¢ BChE, ale také obtiznd vyroba. BChE lze
purifikovat z lidské plazmy pti velmi nizké vytéZznosti (1 mg BChE z 1 1lidské plazmy),
popt. rekombinantni BChE lIze izolovat z koziho mléka produkovaného transgennimi
zvitaty (Masson and Rochu 2009). Oba zplsoby vyuzivajici scavengery chrani tkané

pied toxickym pisobenim organofosfat bez vyraznych vedlejSich u¢ink.
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3.5.2 Prvni pomoc

Akutni intoxikace organofosfaty je stav bezprostfedné ohrozujici zdravi. Pokud to
situace umoziuje, je klicové zabranit kontaktu toxické latky s organismem za vyuZiti
ochrannych pomticek (ochrannd maska, jednordzova plasténka) ¢i dekontaminacnich
pomiicek a bezprostiedné opustit kontaminovany prostor. Pfi zasazeni ocni sliznice je
vhodné provést vyplach, optimalné 1-2% roztokem bikarbonatu sodného, roztokem

kyseliny borité ¢i fyziologickym roztokem (Patocka 2004).

Prioritou pii poskytovani zdravotni péfe u otravy organofosfaty je dozor nad
intoxikovanym jedincem a v€asnd akce v momenté zhorSeni klinického stavu. V ramci
prvni pomoci je bezprostiedné nutni lécba bronchopulmonalnich projevi. Odsdvani
sekretll s vyuzitim nazotrachealni a endotrachealni intubace doplnéné o oxygenoterapii
snizuje riziko vzniku Zivot ohrozujici hypoxie. V dalSim kroku je kliCové zajistit
intraven6zni vstup a podat atropin, optimalné jiz pfi prvnim kontaktu s postizenym ¢i
behem transportu. Ackoliv je ddvkovaci rezim atropinu stale diskutovan, je nutné docilit
dostateCného snizeni bronchialni hypersekrece bez nadmérnych projevil intoxikace
atropinem. V zavislosti na tiZi intoxikace se dospélému podava nitroZzilni bolus 1-3 mg
atropinu. Pokud symptomy intoxikace neustoupily po prvnim bolusu (zejména u
pacientll v kritickém stavu s hypotermii, hypotenzi nebo zastavou dychani), je mozné
dalsi davku navysit az na 5 mg (Sevela 2011, Edlesston et al. 2008). NitroZilni aplikace
atropinu mize byt opakovana nejméné v péctiminutovych intervalech. Atropin je
podavan az do dosazeni klinického zlepseni (80 tepti/minutu, systolicky tlak nad 80 mm
Hg, dilatace zornic). Pro stabilizaci pacienta podavame infuzi zajiStujici 10 az 20 %
celkové podané davky atropinu b&hem hodiny. Davkovani atropinu korigujeme podle
plicniho poslechového nélezu, krevniho tlaku, dilatace zornic a poceni (Eddleston ef al..
2008). Reaktivatory AChE by mély byt aplikovany vzdy aZz po podani atropinu.
Konkrétniho zéstupce reaktivatort AChE volime podle jeho citlivosti k organofosfatu.
Antidota nejsou u¢inna u otrav methylorganofosfatovymi estery jako je metyldiazinon,
dimethoat, endothion, fenthion, formothion, malathion, mephinvos trichlorfon aj.
Pralidoxim se aplikuje pomalou 1i.v. injekci (15-30 min) v davce 15-30 mg/kg u
dospélych i déti, s odstupem 3-8 hodin. Maximalni denni davka je 12 g. Aplikace
pralidoximu je mozna také iv. infuzi, im. injekci, popf. s.c. injekci. Obidoxim se

rovnéz aplikuje pomalou 1.v. injekci v davce 3 mg/kg. Pocatecni davka (u dospélych
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obvykle 250 mg) muize byt zopakovdna jednou az dvakrat. U déti nemaji davky
prekroit 5 mg/kg. Uinek obou antidot nastupuje velmi rychle za soudasného zlep3eni
klinického stavu. Toxické symptomy se vSak mohou vratit zdivodu zpozdéné

reabsorpce ¢i redistribuce (Sevela 2011).

3.5.3 Diagnostika otrav organofosfaty

Diagnostika otrav organofosfiaty by méla byt rychla a pfesna. Pii podezieni na otravu
organofosfaty je zasadni zjistit potize postizené¢ho a provést klinické vySetieni. Pro
verifikaci otrav lze provést stanoveni aktivit krevnich cholinesteraz, které je vSak ziidka
dostupné v €ase nutného klinického feSeni. Vyrazny pokles aktivit u erytrocytarni
AChE a plazmatické BChE mutze byt disledek expozice organofosfaty. Interpretace
laboratorniho vySetfeni vSak musi zohlediiovat dalsi faktory, jakymi jsou pohlavi, vék,
vyziva, hormonalni faktory nebo ozafeni (Bajgar 2009). Diferencidln¢ diagnosticky je
nutno vylouc¢it moznou otravu karbamaty, ktera také zptisobuje pokles aktivit krevnich
cholinesteraz se shodnymi klinickymi symptomy. Pro definitivni potvrzeni intoxikace
NPL se vyuziva test reaktivovatelnosti inhibovanych cholinesterdz ¢i detekce noxy nebo

jejich metabolith v organismu (Patocka 2004).

Stanoveni aktivity erytrocytarni AChE je vhodnym markerem pro posouzeni klinické
zévaznosti otravy organofosfaty. Ve srovnani se vstupni hodnotou aktivity AChE
poukazuje 40-60% pokles na mirnou intoxikaci, 60—80% pokles na stfedn¢ tézkou
intoxikaci a 80—100% pokles na vaznou, Zivot ohrozujici intoxikaci (Sevela 2011). Ze
stanovené aktivity erytrocytdrni AChE lze odvodit také potiebnou davku atropinu
(Thiermann et al. 2003, Thiermann et al. 2005). Erytropoéza je jediny zpiisob jakym
dochazi k obnové erytrocytarni AChE po jejim ,zestarnuti. Regenerace probiha
pomérné¢ pomalu; za den se zregeneruje méné nez 1 % ireverzibilné inhibované

erytrocytarni AChE (Eddleston et al. 2008).

Aktivita plazmatické BChE je v populaci velmi variabilni a je parametrem nachylnosti
k u€inku organofosfatti ¢i karbamata (Sidell 1992, Sidell 1997). Na aktivitu BChE maji
vliv faktory genetické, fyziologické, patologické Ci plisobeni 1é¢iv (Jokanovi¢ et al.
1996). Gen kédujici BChE se vyskytuje v mnoha aleldch. Dosud bylo popsano 75
mutaci genu pro BChE, pfi¢emz vétSina z nich vede k poSkozeni katalytické aktivity

enzymu. To zaptiCinuje vazné klinické disledky pii podani xenobiotickych substrata
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BChE; podani perifernich depolarizujicich myorelaxancii, zejména suxamethonia
(sukcinylcholinu), zptsobuje protrahovanou neuromuskularni blokadu a prolongovanou

apnoe (Lushchekina et al. 2015).

Stanoveni aktivity plazmatické BChE neposkytuje informaci o klinické zavaZnosti
otravy organofosfaty. Mlze byt vSak ndpomocné z forenzniho hlediska pro posouzeni
expozice organofosfaty ¢i karbamaty. Stanoveni aktivity plazmatické BChE poskytuje
informaci o eliminaci toxinu a o mife zotaveni po intoxikaci, diky 7% denni regeneraci

inhibované BChE (Cannard 2006, Eddleston et al. 2008).
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4 Cile prace

Cilem prace bylo zméfit aktivity AChE a BChE v pIné krvi zdravych, stfedoevropskych
darci (n = 387) za vyuziti spektrofotometrického stanoveni na podkladu Ellmanovy
reakce. Cilem bylo vyhodnotit vliv pohlavi, v€ku a koufeni na aktivitu obou
cholinesteraz a zpfesnit naméfend data o faktory, které ovliviiuji vysledek méfeni.
Témito faktory byly koncentrace Hb (v ptipad¢ stanoveni AChE) a teplota v pribchu
laboratorniho métfeni (v piipad€ stanoveni obou cholinesterdaz). Dil¢im cilem bylo
stanovit aktivitu BChE z plazmy a srovnat vystupy méfeni se stanovenim aktivit BChE

z plné krve.

Hlavni snahou bylo stanovit primérné hodnoty aktivit krevnich cholinesterdz za
fyziologickych podminek a pfispét tak k snadnéjsi a rychlejsi diagnostice a klasifikaci

stavl,, u kterych dochazi k jejich poklesu.



5 Experimentalni ¢ast

5.1 Prehled pouzitého materialu
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Ptistroje, chemikalie a roztoky, které byly vyuzity k provedeni klinické studie, jsou pro

ptehlednost uvedeny v Tab. 1, Tab. 2 a Tab. 3.

Tab. 1 Pouzité piistroje

pristroj

vyrobce

Spektrofotometr Helios Alpha
Prutokovy cytometr Cell-Dyn 3200
Univerzalni chlazena centrifuga U-320R

Vortex-Genie® Mixer

Thermo Fisher Scientific, CR
Abott Laboratories, USA
Boeco Germany

Scientific Industries

Tab. 2 Seznam pouzitych chemikalii

chemikalie vyrobce

acetylthiocholin jodid (ASCh) Sigma Aldrich
butyrylthiocholin jodid (BSCh) Sigma Aldrich
5,5 -dithio-bis-(2-nitrobenzoova) kyselina (DTNB) Sigma Aldrich
ethopropazin hydrochlorid Sigma Aldrich
huperzin A Sigma Aldrich
Triton™ X-100 Sigma Aldrich
fosfatovy pufr se solemi (PBS), tablety Sigma Aldrich




25

Tab. 3 Seznam pouzitych roztokl

roztok sloZeni rozplnéni
uchovavani
roztok ASCh (28, 3 mM) ASCh 82,24 mg alml
purifikovana voda 10 ml -20 °C
roztok BSCh (63,2 mM) BSCh 200,47 mg alml
purifikovana voda 10 ml -20 °C
roztok DTNB (5mM) DTNB 396,3 mg aSml
purifikovana voda ad 200 ml -20 °C
roztok ethopropazinu (6 mM) ethopropazin 20,94 mg a 0,5 ml
HCI (12 mM) 10 ml -20°C
roztok huperzinu A (3 mM) huperzin A 7,27 mg a 0,5 ml
purifikovana voda 10 ml -20 °C
hemolyza¢ni roztok Triton" X-100 300 pl
fosfatovy pufr 1000 ml 4°C
fosfatovy pufr (0,1 M; pH 7,4) tableta PBS
purifikovana voda 200 ml 4°C
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5.2 Popis subjektii a vzorku

Klinickd studie probihala pod dozorem Etické komise Fakultni nemocnice Hradec
Kralové, v souladu s narodnimi standardy. Podepsany informovany souhlas pacienta byl
nezbytnym predpokladem pro zapojeni do studie, které se zcastnilo celkem 387
zdravych darcii krve. Pro potifebu klinické studie byly zaznamenany informace o
pohlavi darce, jeho v€ku a o kufactvi/nekutactvi. Vék darct se pohyboval od 18 do 45
let. Pro statistick¢é zpracovani dat byla populace rozdélena do tii vékovych kohort:
kohorta 1, 18-25 let; kohorta II, 25-35 let; kohorta III, 35—45 let. Za kufaka byl

povazovan Clovek, ktery kouti vice nez jednu cigaretu tydné.

Vzorek krve byl odebran podle standardnich operac¢nich postupi na Transfuznim
oddéleni Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Na tomto pracovisti probéhlo také
stanoveni Hb z pIné krve, pti zfedéni 1:218 (v/v), za vyuziti pritokového cytometru
Cell-Dyn 3200, Abott Laboratories, USA. Heparinizovany vzorek krve byl nasledné
odeslan na Fakultu vojenského zdravotnictvi, Katedru toxikologie a vojenské farmacie,
Hradec Kralové, k vlastnimu stanoveni aktivit krevnich cholinesteraz. Vzorky plné krve
pro stanoveni AChE byly pfipraveny hemolyzou 100 ul plné heparinizované krve za
piisobeni 3900 ul roztoku Tritonu™ X-100. Vzorky plazmy pro stanoveni plazmatické
BChE byly ziskany centrifugaci ¢asti plné heparinizované krve (500x g, 10 min, 10 °C)

a pred vlastnim stanovenim uchovany pi1 —80 °C.

5.3 Ellmanova metoda

V této studii bylo vyuzito spektrofotometrické stanoveni aktivit cholinesteraz zalozené
na principu Ellmanovy reakce. Jedna se o nejuzivanéj$i a nejdostupnéjs$i metodu
stanoveni, kterd vyuziva enzymatické Sté€peni esterti thiocholinu, jakozto faleSnych
substratd. Ellmanova reakce probihd ve dvou krocich. V prvnim kroku dochazi k
hydrolyze ASCh pisobenim AChE nebo k hydrolyze BSCh plsobenim BChE.
Produktem enzymatického Stépeni je pfisluSny aniont kyseliny (acetat ¢i butyrat) a
thiocholin. Ve druhém kroku reaguje thioskupina thiocholinu s disulfidovou vazbou
v molekule DTNB (tzv. Ellmanovo ¢inidlo) za soucasného uvolnéni 5-merkapto-2-
nitrobenzoové kyseliny (Holas et al. 2012). Anionickd forma této kyseliny (TNB")
vyskytujici se pfi pH 7,4 poskytuje Zzluté zbarveni, které absorbuje pii 412 nm

s extink¢nim koeficientem ¢ = 14150 I/molxcm a umoznuje tak kolorimetrickou analyzu
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(Eyer et al. 2003). Ellmanova reakce je znazornéna v Obr. 6. Workova modifikace
Ellmanovy metody pro stanoveni aktivit krevnich cholinestraz v plné krvi byla

ptedlohou pro experimentalni ¢ast této prace (Worek et. al 1999).
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Obr. 6 Ellmanova reakce

AChE katalyzuje enzymatickou hydrolyzu ASCh za vzniku thiocholinu a kyseliny octové. Thiocholin
uvolnuje z Ellmanova c¢inidla molekulu kyseliny S5-merkapto-2-nitrobenzoové, jejiz aniont TNB~
umoziuje kolorimetrické stanoveni. Zkratky: ASCh, acetylthiocholin; AChE, acetylcholinesteraza; TNB",

aniont kyseliny 5-merkapto-2-nitrobenzoové. Pievzato z: Pohanka ef al. (2011).

5.3.1 Postup méreni
Stanoveni AChE/BChE z plné krve

Stanoveni enzymové aktivity AChE a BChE z plné krve probihalo vzdy v den odbéru.
K 100 pl nesrazlivé krve bylo pfidano 3900 pul hemolyzaéniho roztoku a vznikly
hemolyzat byl zavortexovan. Do plastové kyvety byla pipetovana reakéni smés slozend
z 2500 pl fosfatového pufru (0,1 M; pH 7,4), 200 ul DTNB (5 mM) a 10 pl selektivniho
inhibitoru cholinesterazy. Ethopropazin byl ptfidavan jako selektivni inhibitor BChE,
huperzin A jako selektivni inhibitor AChE. Néasledovalo ptidani 400 pl hemolyzétu a
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protifepani smési pitimo v kyveté za vyuziti parafilmu. Inkubace smési po dobu 10 min
umoznila kompletni reakci thiocholinu s DTNB, efektivni enzymovou inhibici a
ustaleni teploty. Ke smési bylo poté pipetovano 50 pl specifického substratu (ASCh pfti
méfeni enzymové aktivity AChE, BSCh pii méfeni enzymové aktivity BChE). Po
piidani specifického substratu probéhlo okamzité stanoveni pii 436 nm po dobu 3 min,
za vyuziti spektrofotometru Helios Alpha, Thermo Fisher Scientific, Ceska republika.
Teplota prostfedi byla zaznamenana v dobé métfeni. Vzorky byly méfeny ve dvou

opakovanich.
Stanoveni BChE z plazmy

BChE byla stanovena, jak zplné krve za vyuziti huperzinu A jako selektivniho
inhibitoru AChE, tak z plazmy. Plasma byla ziskana centrifugaci plné nesrazlivé krve
(500x% g, 10 min, 10 °C), supernatant byl odebran a poté skladovan az do doby analyzy
(—80 °C). Reakéni smés pro stanoveni enzymatické aktivity BChE z plazmy byla
tvofena 3500 pl fosfatového pufru (0,1 M; pH 7,4), 200 ul DTNB (5 mM) a 10 ul
plazmy, ktera dosahovala po odmrazeni pokojové teploty. Po promiseni smési a 10 min
inkubaci byl ptidan specificky substrat BSCh. Okamzité bylo zahajeno kolorimetrické
stanoveni pii 436 nm, probihajici po dobu 3 min, za vyuziti spektrofotometru Helios
Alpha, Thermo Fisher Scientific, Ceska republika. Teplota prostfedi byla zaznamenana
v dobé méteni. Vzorky byly méfeny v duplikatu. Slozeni reakéni smési v kyveté pfi

méteni aktivity AChE a BChE, z plné krve 1 plazmy, stru¢né shrnuje Tab. 4.
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Tab. 4 Slozeni reak¢éni smési v kyvet¢ pro stanoveni aktivity AChE a BChE v

biologickém materialu

AChE BChE BChE
(plna Kkrev) (plna Kkrev) (plazma)
reakéni smés v kyveté ul ul ul
fosfatovy pufr (0,1 M; pH 7,4) 2500 2500 3500
DTNB (5 mM) 200 200 200
huperzin A (3 mM) - 10 -
ethopropazin (6 mM) 10 - -
hemolyzat (plné krev: hemolyza¢ni roztok, 1:39) 400 400 -
plazma - - 10
10 min inkubace
ASCh (28,4 mM) 50 - —
BSCh (63,2 mM) - 50 50
Zkratky: AChE, acetylcholinesteraza; BChE, butyrylcholinesteraza; DTNB, 5,5'-dithio-bis-(2-

nitrobenzoova) kyselina; ASCh, acetylthiocholin; BSCh, butyrylthiocholin.

5.4 Zpracovani dat

5.4.1 Korekce dat

Korekce aktivity AChE na Hb

Aktivita AChE je zavisla na mnozstvi Hb v krvi, které je v populaci velmi variabilni. U

vSech krevnich vzorkl byla stanovena koncentrace Hb (g/1). Méfeni pii zfedéni 1:218

(v/v), probihalo standardnim zplsobem, za vyuziti pratokového cytometru Cell-Dyn
3200, Abott Laboratories, USA. Molekulova hmotnost tetrameru Hb ¢ini 64,000
Daltonii (64,458 g/mol), tudiz 1 g/l Hb odpovidd 0,1551 mmol/l Hb (Beekvelt ef al.

2001). Tento prepocet byl pouzit pro prepocet koncentrace Hb z béznych jednotek (g/1)

na alternativni jednotky (umol/l), které lze dosadit do vzorce korigujiciho aktivitu
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AChE vzhledem k Hb. Koeficient 1,174 ve vzorci zohlediiuje fedéni vzorku béhem

meéfeni koncentrace Hb a béhem méteni aktivity AChE.

AChE  aktivita AChE (umol/l/min) x 1,174 x 1000

korek
T THp Hb (pmol/D)

Korekce aktivity AChE a BChE teplotou

Aktivita obou cholinesterdz uzce korelovala s teplotou béhem laboratorniho meéteni,
ktera kolisala v rozmezi 21,0 °C az 26,5 °C. Vztah mezi aktivitou enzymi in vitro a
teplotou byl podlozen samostatnym experimentem. Pfi ném se zaznamenavala aktivita
AChE v krevnim hemolyzétu a aktivita BChE v plazmé pii Ctyistupnioych intervalech
vrozmezi 16 °C az 40 °C. Zplsob stanoveni aktivit krevnich cholinesteraz byl v tomto
experimentu shodny se stanovenim aktivit krevnich cholinesteraz pii klinické studii
(Tab. 4). Na rozdil od klinické studie probihalo méteni pti dané teploté vzdy ve tiech
opakovénich. Nelinedrni regresni funkce vyjadiujici zavislost enzymové aktivity na
teploté je vystupem tohoto experimentu (Obr. 7).
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0,0035

L 0,014

aktivita (umol/l/min)

0,0025
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0,0020
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R?=0,9957

2=
0,0015 0,010 R*=0,9897
15 20 25 30 35 40 15 20 25 30 5 40
teplota

Obr. 7 Zavislost aktivity AChE (A) a BChE (B) na teploté prostiedi p¥i in vitro stanoveni krevnich

cholinesteraz

Nativni data, ¢astecné zkorigovana data (podle Hb nebo podle teplot) a plné€ korigovana

data umoznila srovnat rozdily v naméfenych aktivitich krevnich cholinesteraz. Bylo
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zjisténo, ze aktivita AChE je zavisld na koncentraci Hb 1 na teploté a pro spravnou
interpretaci vysledkl je nutné zohlednit oba faktory. Aktivita BChE je zavisla jen na

teploté a pro zisk relevantnich vysledki je teplotni korekce nezbytnym piedpokladem.

5.4.2 Statistické zpracovani dat

Statisticka analyza dat byla realizovana za vyuziti SPSS software (Version 13.0, SPSS
Inc, Chicago, IL). Aktivita krevnich cholinesteraz (pkat/l, pmol/min/Hb) byla
vyhodnocena ve ¢tyfech samostatnych souborech — nativni data, data po korekci na Hb,
data po teplotni korekci a data po korekci obéma faktory. Hodnoty aktivit krevnich
cholinesteraz byly po logaritmické transformaci vyhodnoceny pomoci faktoridlni
ANOVY (zohlediujici faktory pohlavi, v€k a koufeni) a naslednym Post-hoc testem
(Tukey test). Vzhledem k vyskytu signifikantni interakce mezi faktory (pohlavi x
kouteni) byl vliv koufeni navic vyhodnocen v rdmci obou pohlavi zvlast. V piipadé
poruseni piedpokladu normalniho rozdéleni byly pouzity vhodné neparametrické testy
(Kruskal-Wallis test, Mann-Whitney U test). Vysledky statistickych testi byly

posuzovany na hladinach vyznamnosti 2a = 0,05; 0,01 a 0,001.
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6 Vysledky

6.1 Stanoveni hemoglobinu

Priimérna koncentrace Hb ve stiedoevropské populaci dosahovala hodnoty 150,0 + 0,7
g/l. Byl zjistén rozdil mezi obéma pohlavimi (Fj,375 = 5,4; p < 0,001). Primérna
koncentrace Hb u muzi ¢inila 159,2 + 9,4 g/l, zatimco u zen 140,0 + 8,7 g/l. Vliv
ostatnich dvou faktord (v€k a koufeni) nebyl prokazan (Fi,375= 1,6; p = 0,2 a Fy,375=

0,2; p=0,7).

Vzhledem k vyskytu signifikantni interakce mezi faktory pohlavi x koufeni (p = 0,04)
byl vliv koufeni vyhodnocen samostatn€ v ramci obou pohlavi. Koncentrace Hb u muzi
kutékli dosahovala vys$Sich hodnot nez u muzi nekutrékt (160,7 += 1,0 vs. 158,5 + 0,8
g/1). Naopak tomu bylo u zen; koncentrace Hb u kuta¢ek dosahovala nizSich hodnot nez

u nekutacek (137,9 + 1,4 g/l vs. 140,6 = 0,7 g/l).

6.2 Stanoveni aktivit AChE

Pohlavi, vék a koufeni jsou hlavni faktory ovliviiujici aktivitu AChE v oblasti nativnich
dat. Korekei nativnich dat ke koncentraci Hb, k teploté prosttedi ¢i k obéma zminénym
faktoriim bylo dosazeno zptesnéni namétenych vysledkl. Statisticky vyhodnocena data

zohledijici vliv jednotlivych faktort a korekei jsou pro prehlednost uvedena v Tab. 5.

Primérnd hodnota aktivity AChE u zdravé stfedoevropské populace dosahovala
hodnoty 152,3 + 1,4 pkat/l v ptipadé nativnich dat. Po teplotni korekci byla primérna
aktivita AChE nizsi; 119,4 + 1,1 pkat/l. Po korekci na Hb dosahovala aktivita AChE
pramérné hodnoty 463.,2 + 4,3; po korekci obéma faktory (teplota, Hb) ¢inila primérna
aktivita AChE 363.4 + 3,4.

Vliv pohlavi na aktivitu AChE byl vyhodnocen jako signifikantni a to jak u nativnich
dat (Fy,375 = 3,8; p = 0,05), tak u dat korigovanych teplotou (Fi,375 = 5,2; p = 0,02).
V obou téchto pripadech dosahovali muzi o 6 % vyssi aktivity AChE neZ Zeny (pro
nativni data 156,7 £ 2,1 pkat/l u muza vs. 147,6 + 1,7 pkat/l u Zen; pro data korigovana
teplotou 122,8 + 1,6 pkat/l u muza vs. 115,8 + 1,4 pkat/l u zen). Vliv pohlavi na
aktivitu AChE byl vyhodnocen také jako signifikantni u dat po korekci na Hb (Fy,375=
17,9; p <0,001) a u pln¢€ korigovanych dat (Fy,375= 12,9; p < 0,001), avSak s opacnym
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vystupem, vzhledem k signifikantnimu rozdilu v koncentraci Hb u obou pohlavi. V
obou téchto ptipadech vykazovali muzi témef o 7 % nizsi aktivitu AChE neZ Zeny (pro
data po korekci na Hb 448,0 + 6,0 u muzt vs. 479,6 + 5,8 u zen; pro plné korigovana
data 351,0 = 4,8 u muza vs. 376,7 + 4,8 u zen).

Vliv v€ku na aktivitu AChE byl vyhodoncen jako signifikantni v pfipad¢ nativnich dat
(F2375 = 17,8; p < 0,001; Obr. 8A) a dat po korekci na Hb (F,375 = 13,5; p < 0,001;
Obr. 8C). Na zaklad¢ post-hoc testu dosahovala aktivita AChE signifikantniho rozdilu
mezi kohortou I a ostatnimi kohortami (p < 0,05), mezi kohorotou II a kohortou III
nebyl pozorovan signifikantni rozdil (p > 0,2). U dat po teplotni korekci (Obr. 8B) a u
dat po korekci obéma faktory (Obr. 8D) se s rostoucim veékem projevil trend k poklesu

aktivity AChE, nicméné bez statistické signifikance (F2 375 = 1,3; p > 0,05).

Faktor koufeni vykazoval statisticky vyznamny vliv na aktivitu AChE v ramci nativnich
dat, dat po korekci na Hb a u pIné¢ korigovanych dat (p < 0,05). Aktivita AChE
dosahovala obecné vysSich hodnot u kutdki nez u nekufdki. Vliv kouteni byl vyrazny
zejména u Zen; prumérné aktivity AChE u kutacek dosahovaly o témét 8 % vysSich
hodnot nez u nekutacek (p = 0,048). U muza byl rozdil v disledku koufeni méné
patrny; prumérné aktivity AChE u kutékl byly o neceld 3 % vys$i nez u nekutaki (p =

0,39). Vliv kouteni na aktivitu AChE u obou pohlavi je znazornén v Obr. 9.
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Kompletné korigovana data znazoriujici rozdily mezi kuraky (¢erné sloupce) a nekuraky (Sedé sloupce).

Hodnoty prezentovany jako prumér + smérodatna odchylka; * p < 0,05.



Tab. 5 Aktivita AChE v plné krvi pfi zohlednéni riznych faktora a korekci

pocet typ korekce

nativni data data po korekei teplot data po korekci na Hb data po korekci teplot a Hb
(ukat/1) (ukat/1)

meantSEM  median sig. meantSEM median sig. meantSEM median sig. mean+SEM median sig.

celkem 387 152,3+1,4 149,4 - 119,4+1,1 116,8 - 463,2+4,3 452,88 - 363,4+3,4 3546 -
muZzi 200 156,7+2,1 151,7 122,8+1,6 121,8 448,0£6.0 4325 351,0+4,8 3427
* * otk otk
Zeny 187 147,6+1,7 145,0 115,8+1,4 112,6 479,6+5,8  474,9 376,7+4,8  367,1
kohorta I 164 144,3+2,0 140,7 s 120,3+1,6 117,9 444,0+6,5 4347 s 370,0+£5,2 3629
kohorta I 130 160,2+2,3 155,3 121,6£2,0 117,2 — 484,4+6,7 473,0 368,4+6,0 3555 -
kohorta III 93 155,5+2,8 154,1 114,8¢2,2  112,5 467,649,0  445,0 344.6+6,7  336,8
kufraci 102 157,6+2,9 153,3 ) 123,842,3 122,0 475,248,8  476,5 . 373,9+7,1  371,3 )
nekuraci 285 150,5+1,5 147,0 117,8+1,2 114,3 ) 459,0+4,8  446,3 359,6+£3,9 3494

Zkratky: SEM, standard error of the mean (stfedni chyba priméru); sig., signifikance.
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6.3 Stanoveni aktivit BChE

Hodnoty aktivit BChE naméfené v daném biologickém materidlu (plasma, plna krev) a

vliv faktortipohlavi, vék a kouteni jsou pro piehlednost uvedeny v Tab. 6.

6.3.1 Stanoveni aktivit BChE v plazmé

Aktivita BChE v plazmé¢ dosahovala u zdravé stifeoevropské populace primérné
hodnoty 137,7 + 2,0 pkat/l v ptipadé nativnich dat. Po teplotni korekci dat doSlo k
poklesu na priimérnou hodnotu 125,4 £1.8 pkat/I.

Namétené hodnoty BChE se signifikantné 1iSily v z&vislosti na pohlavi darce a to jak u
nativnich dat, tak i u dat po teplotni korekci (Fy,355=44,2; p = 0,001 aa F;,355=45,4; p=
0,001). BChE vykazovala v obou piipadech o vice jak 20 % vyssi aktivitu v muzské
populaci nez v zenské populaci. Primérné hodnoty aktivit BChE v oblasti nativnich dat
Cinily 154,2 + 2,7 pkat/l u muza a 119,3 + 2,4 u zen; v oblasti dat po teplotni korekci
byly opét zjistény hodnoty nizsi, 140,2 + 2,4 pkat/l u muzt a 108,8+ 2,2 pkat/l u zen.

Aktivita BChE se neliSila mezi jednotlivymi vékovymi kohortami v piipad€é obou
datasetl (Fa,355=1,7; p = 0,2 a a Fo,355= 1,4; p = 0,2), ackoliv byla s rostoucim vékem
pozorovana tendence k ristu aktivity BChE. Vliv véku na aktivitu BChE je zndzornén

na Obr. 10A.

Vliv kouteni na akitvitu BChE nebyl vyhodnocen jako signifikantni v ptipad¢ nativnich
1 korigovanych dat (Fy,355= 1,4, p = 0,2a F;,355= 1,1, p = 0,3). Nebyla nalezena zddna

interakce (p > 0,05) mezi testovanymi faktory.

6.3.2 Stanoveni aktivit BChE v plné krvi

Stanoveni aktivity BChE v plné krvi bylo zaloZeno na vyuZziti huperzinu A jako
selektivniho inhibitoru AChE. Touto metodou byly ziskany rozdilné hodnoty nez
v ptipad¢ stanoveni aktivit BChE z plazmy, coz bylo dano rozdilem v fedéni vzorku.

ey ee

aktivit BChE dosahuji rozdily mezi jednotlivymi kohortami statistické vyznamnosti.



37

Aktivita BChE dosahovala ve zdravé stiedoevropské populaci priimérnych hodnot 75,5
+ 1,1 pkat/l v ptipad€ nativnich dat, u teplotn¢ korigovanych dat pak hodnot nizSich,
67,5 £ 0,8 pkat/l.

Stanovenim BChE v plné krvi byl potvrzen signifikantni vliv pohlavi na aktivitu BChE
v ptipad¢ nativnich 1 teplotné korigovanych dat (Fy,375=9,7; p < 0,01a Fy,375=13,5;p <
0,001). Muzi dosahovali ve srovnani s Zenami vysSich hodnot aktivit BChE v oblasti
nativnich dat (79,5 £ 1,6 pkat/l vs. 71,2 £ 1,4 pkat/l ) 1 v oblasti dat po teplotni korekeci
(71,0 £ 1,2 pkat/l vs. 63,8 = 1,1 pkat/l).

Mezi vékovymi kohortami byl nové pozorvan vysoce signifikantni rozdil v namétenych
hodnotach aktivit BChE (F;,375 = 13,5; p < 0,001, Obr. 10B). Mezi kohortou I a
kohortou II byl pozorovan vyrazny, vice jak 17% nartst primérné hodnoty aktivity
BChE (65,7 = 1,5 pkat/l vs. 80,2 + 1,7 pkat/l v ptipad€ nativnich dat, 60,5 + 1,2 pkat/I
vs. 70,8 £ 1,4 pkat/l v ptipadé teplotné korigovanych dat).

Vliv koufeni nebyl vyhodnocen jako signifikantni (p > 0,05). Nebyla nalezena
signifikantni interakce mezi pohlavim, v€kem ¢i koufenim u nativnich ¢1 korigovanych

dat.

Vysledné hodnoty BChE, ziskdny obéma zptsoby méfeni, byly srovnany mezi sebou.

Korelace poukazuje na dobrou shodu obou metod (R = 0,6, p=0,01).
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let; kohorta III, 35 — 45 let. Zkratky: BuChE, butyrylcholinesteraza.
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Tab. 6 Aktivita BChE

pocet typ korekce
nativni data (pkat/l) data po teplotni korekei (pkat/I)

meantSEM  median sig.  meantSEM median  sig.

stanoveni BChE z plazmy
celkem 367 137.7+£2.0 138.3 - 125.4+1.8 126.8 -
muzi 193 154.242.7 154.2 140.24+2.4 139.9

ksksk ksksk
Zeny 174 119.3+£2.4 119.3 108.84+2.2 109.7
kohorta I 150 134.7+2.8 138.3 123.24+2.5 125.1
kohorta I1 126 136.8+3.7 137.5 - 123.9+3.3 123.7 -
kohorta IIl 91 143.8+4.4 143.8 130.8+3.9 130.6
kuraci 94 143.3+4.3 144.3 130.3+£3.8 130.7
nekuiaci 273 135.7£2.3 137.5 123.7+2.0 125.4
stanoveni BChE z pIné krve
celkem 387 75.5+1.1 73.9 - 67.5+0.8 66.7 -
muzi 200 79.5+1.6 79.0 71.0£1.2 71.4

kk sksksk
Zeny 187 71.2+1.4 69.2 63.8+1.1 62.7
kohorta I 164 65.7+1.5 62.5 60.5+1.2 59.8

ksksk ksksk
kohorta I1 130 80.2+1.7 79.4 70.8+1.4 71.8
kohortaIII 93 86.3+2.1 85.7 75.5+1.7 74.8
kuraci 102 75.6+2.2 72.3 67.4+1.0 67.4
nekuiaci 285 75.4+1.2 74,2 67.9+1.8 66.6

Zkratky: SEM, standard error of the mean (stfedni chyba priméru); sig., signifikance.
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7 Diskuze

Nejcastéji pouzivanou metodou pro in vitro stanoveni aktivit krevnich cholinesteraz je
spektrofotometrické stanoveni pomoci Ellmanovy metody. Rychlost stanoveni, finan¢ni
dostupnost a jednoduchost této metody narazi na mnoha tuskali, ktera musi byt
zohlednéna béhem méfeni. Interference absorpce TNB™ s absorpci Hb, interakce DTNB
s thioly fyziologicky pfitomnymi v biologickém materidlu, interakce jinych
cholinesteraz se substratem, pfitomnost reaktivatorit AChE (oximil) v analyzovaném
vzorku a vliv pH jsou hlavni faktory, které mohou vyrazné zkreslit vysledek méfeni
(Sinko et al. 2007, Holas et al. 2012). Pii stanoveni aktivit AChE je vhodné vztdhnout
vysledek méfeni k hematokritu, mnozstvi erytrocyti ¢i Hb. Pfi stanoveni aktivit
cholinesteraz (AChE i1 BChE) je na misté zohlednit vliv teploty, je-li tento udaj
k dispozici (Worek et al. 1999).

Hlavnim uskalim je interference absorpce aniontu TNB™ pfi svém maximu (412 nm) s
absorpci Hb. Moznym feSenim je ptiprava vysoce ziedén¢ho vzorku, kterd vSak snizuje
citlivost méfeni, nebo méteni pti odlisné vlnové délce. Velmi vyhodné se jevi méfeni
pi1 vinové délce 436 nm, které snizuje absorpci Hb na 25 9%, zatimco absorpce
indikatoru dosahuje 80 % svého maxima v porovnani s méfenim piti 412 nm, pii 37 °C

(Sinko et al. 2007, Holas et al. 2012).

Thiolové skupiny v molekulach glutathionu, Hb, albuminu aj. maji tendenci podléhat
nezadouci reakci s Ellmanovym ¢inidlem (DTNB). Nezadouci vliv téchto sloucenin je
eliminovan dostatecné dlouhou inkubaci hemolyzovan¢ho vzorku s nadbytkem ¢inidla
pfed pfidanim thiocholinu jako substratu a okamzZitym métfenim. Ke kompletni reakci

DTNB s thioly dochazi v priibéhu 5—-6 min (Eyer and Worek 2000).

Pro zisk co nejpiesn¢jSiho vysledku je nutné eliminovat katalytické ptlisobeni
cholinesterazy, jejiz aktivita se méfenim nehodnoti. V pfipadé AChE lze promyt
erytrocyty roztokem PBS za ucelem odstranéni plazmy, v pfipadé BChE lze vzorek
centrifugovat a ziskat tak plazmu bez piimési erytrocyt s navazanou AChE. Druhym
feSenim je selektivni inhibice BChE (pfi méfeni aktivity AChE) nebo selektivni inhibice
AChHE (pfi méteni aktivity BChE), ¢imZ nedochazi ke ztratam, které vznikaji pti Gpravé

vzorku za tcelem separace obou enzymi.
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Hydrolyzu thioesteru jako substratu mitize vyrazn€ urychlovat pfitomnosti oximu
v analyzovaném materialu. Ellmanova metoda by v tomto ptipad¢ neméla byt metodou
volby pro stanoveni aktivit krevnich cholinesterdz, zvlast' v ptipad¢, kdy reakce mezi
thioesterem a oximem probiha rychleji nez samotnd Ellmanova reakce (Sinko et al.

2007, Skinjaricspoljar ef al. 1992).

Enzymatickd hydrolyza thiocholinu dosahuje optima pii pH 7,6—7,8. Se zvySujici se
hodnotou pH dochazi snadnéji k neenzymatické hydrolyze thioesteru, kterd mize
ovlivnit vysledek méfeni. Z tohoto divodu by se pH analyzovaného vzorku mélo

udrzovat na spodni hranici tohoto rozmezi (Bajgar 1972).

Pti stanoveni aktivit humannich enzymu je doporucend teplota 37 °C. To pifedstavuje
zvySené¢ poZadavky na laboratorni vybaveni (termostat, spektrofotometr se
zabudovanym termostatem v prostoru kyvety) a ¢asovou ndrocnost. V prib&hu nasi
studie byl v samostatném in vitro experimentu zjiStovan vliv teploty na aktivitu AChE a
BChE. Bylo zjisténo, Ze knejvétSim rozdilim v aktivitdich krevnich cholinesteraz
dochazi v intervalu 24-32 °C, coZ odpovida laboratorni teploté za béZnych ¢1 polnich
podminek. Zavislost enzymové aktivity na teploté byla vyjadifena nelinedrni regresni
kiivkou s ptisluSnou rovnici, coz umoziuje teplotni korekci v pfipadé, kdy stanoveni

aktivit cholinesteraz probiha pti riznych teplotach.

Worek et al. (1999) publikoval modifikaci Ellmanovy metody, umoziujici spolehlivé
méteni 1 velmi nizkych aktivit cholinesteraz ve vzorku plné krve. Nase méteni probihalo
v souladu s touto validovanou metodou. Vzorek plné krve byl podroben hemolyze za
ucelem dokonalého uvolnéni AChE z erytrocytl. K tomuto Ucelu byl pouZzit roztok
fosfatového pufru a tenzidu Triton™ X-100 dosahujici koncentrace 0,01 %, ktera
neovlivituje spektrofotometrické méfeni. Ptiprava hemolyzatu plné krve a méfeni
absorbance pii 436 nm vedly ke snizeni interference TNB™ s Hb. Pro potlaceni bo¢nich
reakci thiold s DTNB doslo k 10 min inkubaci vzorku s ¢inidly, k naslednému ptidani
thiocholinu jako substratu a k okamzitému meéfeni absorbance nov€ vznikajiciho
produktu po dobu 3 min. K potla¢eni bo¢nich katalytickych reakci ve vzorku plné krve
bylo vyuzit huperzin A, jako selektivni inhibitor AChE a ethopropazin jako selektivni
inhibitor BChE. Aktivita BChE byla navic stanovena 1 z plazmy, po centrifugaci vzorku

plné krve. Namétené, teplotou korigované hodnoty aktivit krevnich cholinesteraz byly
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vna$i studii vztazeny k teplot¢ 21 °C. Hodnoty aktivity AChE byly vztaZeny ke

koncentraci Hb.

Jednim z cilt klinické studie bylo vyhodnotit vliv pohlavi, v€ku a koufeni na aktivitu
AChE a BChE. U AChE byl pozorovan signifikantni vliv pohlavi na hodnotu jeji
aktivity. Pokud pfi statistickém zpracovani dat nebyla zohlednéna koncentrace Hb,
dosahovali muzi o 6 % vysSich hodnot aktivit neZz Zeny. V pfipadé zohlednéni
koncentrace Hb se ukazal opak; zeny dosahovali o 7 % vysSich aktivit nez muzi. Zda
se, ze fyziologicky niz§i mnozstvi erytrocyti snavazanou AChE u zen je
kompenzovano vys$i enzymatickou aktivitou. Vysledky zaroven dokazuji dilezZitost Hb,
coby korekéniho faktoru, na interpretaci vysledkii. Ziskané vysledky jsou vSak
vrozporu s dostupnymi studiemi, které neprokdzaly signifikantni vliv pohlavi
v populaci 18-76 let (primérny vék 42 let) pii stanoveni modifikovanou Michel delta

pH metodou (Arrieta et al. 2009).

Primérnd hodnota aktivity AChE se liSila mezi jednotlivymi vékovymi kohortami.
Pokud byl zanedban vliv teploty pii statistickém zpracovéani dat, byly pozorovany
signifikantni rozdily mezi kohortou I a kohortou II. V téchto ptipadech dosahovaly
aktivity AChE maximalnich hodnot u kohorty II (populace mezi 25 — 35 lety). Pfi
zohlednéni teplot béhem korekce dat nebyly pozorovany signifikantni rozdily mezi
kohortou I a kohortou II. U nativnich dat ¢1 jakymkoliv zpisobem korigovanych dat
nedosahovaly signifikantnich rozdili. Studie, hodnotici aktivity AChE u americké
populace ve véku 18-76 let, vyhodnotila vliv véku na aktivitu AChE jako klinicky
nesignifikantni (Arrieta ef al. 2009).

Byla vypozorovana vyssi aktivita AChE u kutdk® v porovnani s nekutaky, kterd pouze
v ptipadé teplotni korekce nedosahovala signifikantnich rozdili (p = 0,06). Narist
aktivit byl zfejmy zejména u Zen, u kterych ¢inil rozdil 8 %. U muzi byl tento rozdil
mensi a ¢inil 3 %. Zugno et al. (2013) ve své studii na potkanech prokazali, ze abuzus
cigaret v prenatalnim obdobi vedl k nartstu aktivity AChE 1 BChE v mozkové tkani a
séru, coz zvySuje pravdépodobnost psychickych symptoml v dospélosti. ZvySené
aktivity AChE v dtsledku cigaretového koutfe byly popsany 1 v dalsi studii, kterd
dokazuje pozitivni vliv kurkuminu na normalizaci hladin AChE (Jaques ef al. 2012).

Zvysend aktivita AChE mutze byt moznym dusledkem up-regulace nikotinovych
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acetylcholinovych receptorti (nAChR), subtypu 0432 vlivem cigaretového koute (Brody
et al. 2013)

Aktivity BChE stanovené z plazmy dosahovaly ptiblizné¢ dvojnasobnych hodnot nez
aktivity stanovené z pIlné krve (primérnd hodnota 125,4 + 1,8 vs. 67,5 £ 0,8). Tento
nepoméer muze byt zpiisoben rozdilnymi objemy plazmy v reakéni smési; pro stanoveni
aktivit BChE z plazmy bylo pouzito 10 pl plazmy, pro stanoveni aktivit BChE z plné
krve bylo pouzito cca 5 ul plazmy. Oba zpisoby stanoveni aktivit BChE (z plazmy,
z plné krve) prokdzaly shodu v signifikantnosti rozdil u pohlavi a koufeni. U muzl
byla vypozorovéana vyrazné¢ vys$si hodnota aktivit BChE nez u zen, rozdil hodnot Cinil
piiblizné 20 %. Nebyl prokézan signifikantni vliv kouteni na aktivitu BChE. Stanoveni
BChE z plné krve prokdzalo signifikantni vliv véku na hodnotu aktivit. S rostoucim
vékem darce dosahovala aktivita BChE vySSich hodnot. Tento trend vSak nebyl

pozorovan v ptipadé stanoveni BChE z plazmy.
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8 Zavér

Celkem 387 zdravych darct bylo zapojeno do studie, kterd stanovila aktivity AChE a
BChE v plné krvi a vyhodnotila vliv pohlavi, véku a koufeni na hodnotu aktivit
cholinesteraz. Tato studie zohlednila faktory zkreslujici vysledek méfeni, kterymi jsou
koncentrace Hb v pfipad¢ stanoveni aktivity AChE a teplota prosttedi v pfipadé obou

cholinesteraz. Aktivita BChE byla stanovena jak z plné krve, tak z plazmy, pticemz

postup stanoveni byl ptizpisoben charakteru biologického materidlu.

Rozsah studie a velikost analyzované¢ho souboru s dostatecnym zastoupenim Zenské
populace umoznil ziskat hodnotnd data, kterd nachazi vyuziti v oblasti toxikologie 1

mediciny.
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