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Nova fluorimetrickd metoda stanoveni submikrogramovych kvant
inhibitora cholinesterazy*

J. MATOUSEK, J. FISCHER, J. CERMAN

Vojenskd akademie A. Zdpotockého,
Brno

Je popsdn vysoce citlivy zptsob stanoveni organickych fosforovych slou-
¢enin na principu inhibice cholinesterdzy za pouziti indoxylacetdtu jako
substratu. Mirou rychlosti reakce je fluorescence enzymaticky uvolnéného
indoxylu.

R.J. Barnett a A. M. Seligman [1] a po nich nezéavisle S. J. Holt se spolupra-
covniky [2, 3] rozpracovali pouziti nékterych estert indoxylu pfipadné substituo-
vaného indoxylu pro lokalizaci cholinesterdz histochemickymi postupy. Ptitom
byla za oxidativnich podminek vybarvena tkan s pfitomnou cholinesterdzou vznik-
lym indigem nebo jeho substituentem, nejvyhodnéji pfi pouziti 5-brom-4-chlorin-
doxylacetatu jako substratu [4].

V létech 1959—1961 jsme zjistili, Ze indoxylacetit a N-methylindoxylacetat
je moino vyuzit jako substrity pro fluorimetrické stanoveni cholinesterdzy a Ze
zména fluorescence v ¢ase AD|At je v poc¢atetnich podminkach reakce mirou rychlosti
enzymatické hydrolyzy [5—7]. G. G. Guilbaultem a D. N. Kramerem [8] bylo
nezavisle potvrzeno, ze indoxylacetat a vedle ného i resorufinbutyrdt je mozno
pouzit jako fluorogenni substraty pro fadu esteraz, jako jsou cholinesterdza, lipaza,
acetylcholinesteraza, acyliza a fosfatdza.

V této praci popisujeme pouziti indoxylacetatu jako substratu pro vysoce citlivou
a piesnou fluorimetrickou metodu stanoveni stopovych mnoistvi specifickych orga-
nickych fosforovych inhibitort cholinesteraz na principu enzymatické inhibice.

Experimentalni éast

Chemikdlie

Indoxylacetdt; piipraven nami podle [9], b. t. 126 °C.

Cholinesterdza; lyofilizovang plazma konské krve, specifické aktivita 1,0—1,4 jednotky.
(Jedna jednotka predstavuje 1 mg butyrylcholinjodidu, rozloZzeného 1 mg enzymatického
preparatu za jednu hodinu pfi 20 °C.)

0,0-Diethyl-O-4-nitrofenylfosfdt (paraoxon); Spofa.

Ostatni inhibitory vlastni syntézy.

Piistroj

Laboratorni fluorimetr jednopaprskového typu [6, 7, 10], zkonstruovany upravou
nefelometrického néstavee Pulfrichova fotometru Zeiss (obr. 1). Zdrojem budiciho svétla

* Piedneseno na VI. mezindrodnim kongresu ochrany rostlin, Videnn 30. 8.—6. 9.
1967.
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je luminiscenéni vybojka UFO4A (Tesla), poskytujici vedle nékolika éar ve viditelné
oblasti Siroky péds s maximem 3355 nm. K odfiltrovéni viditelné édsti spektra budiciho
zdroje je mezi vybojku a kyvetu vsazen filtr UG-1 (Lange). Kyveta je zkumavkového
typu s vnitinim pramérem 12 mm a obsahem 10 ml. Drzdk kyvety je temperovén proté-
kajici vodou z ultratermostatu Héppler. Cinidlem excitovaného svétla je fotondsobid
1P21 (Radio Corporation of America), pred néjz je vzhledem k spektralni charakteristice
excitovaného svétla zarazen zeleny filtr VG-6 (Lange). Pro indoxyl jsme nalezli v podmin-
kach reakce na pristroji CF-4 (Optica, Milano) maximum 465 nm. Elektrické schema
ptistroje je na obr. 2. Pro stabilizaci proudu vybojky je pouzit varidtor Glitwo 3—9V,
300 mA. Fotondsobié je napdjen ze stabilizovaného zdroje vysokého napéti 1 kV. Proud
vznikajici ve fotondsobi¢i je sledovdan mikroampérmetrem a registrovdn zapisovadem
EZ-2 s citlivosti nastavitelnou odporovou dekddou. Pro standardni podminky je pouZi-
véna citlivost pii odporu 100 Q.

Roztoky
Roztok cholinesterdzy; denné Gerstvé pripravovany roztok, obsahujici v 1ml 50 mg
lyofilizované konské plazmy.
Roztok substrdtu; indoxylacetdt 1 10-* M v bezvodém ethylalkoholu (vydrzi 2 tydny
v lednici).
Tlumivy roztok ; fosfatovy tlumivy roztok podle Sérensena o pH 7,60, pfipraveny smi-
senim 13 ml /15 KH,PO, a 87 ml m/15 Na,HPO, . 2H,0.

Pracovni postup
Vzorek
K 4,3 ml tlumivého roztoku se piidd 5 ml zkoumaného vzorku vody, 0,2 ml roztoku

cholinesterdzy a ponechéd se stdt 10 minut pii teploté 25 °C. Pak se piidd 0,5 ml roztoku
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Obr. 1. Schemna funkéni ¢dsti laboratorniho 4
fluorimetru.
1. vybojka; 2. filtr UG-1; 3. kyvetovy
prostor; 4. kyveta; 4. filtr VG-6; 6. foto- o 7
nésobié. 2205 | 6
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Obr. 2. Elektrické schema laboratorniho M
fluorimetru.
I. miliampérmetr; 2. ochranny odpor;
3. varidtor; 4. spinad; 5. vybojka; 6. zdroj
vysokého napéti; 7. fotondsobié; 8. odpo-
rové dekdda; 9. mikroampérmetr; 10. za-

pisovag.
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substrdtu a po smichéni a vnesenf do kyvety fluorimetru se méii inhibovand enzymatické
hydrolyza substratu.

Kontrolni pokus

Postupuje se stejnd, namisto 5 ml zkoumaného vzorku vody se priddvé 5 ml destilované
vody.

Kontrolni pokus i vzorek se méii tfikrdt. Pak se vyhodnot{ grafické zdznamy z obou
pokustt zjiSténim rychlosti reakce (smérnice kfivky). Z porovndni rychlosti v = AP/At
(mm/min) pro kontrolni pokus v, a vzorek v se stanovi inhibi¢ni koeficient I:

Podle nalezené hodnoty I se zjist{ z pfedem poifzené kalibraini kiivky odpovidajici
koncentrace inhibitoru ve vzorku. V kalibraénim grafu se nandsf koncentrace inhibitoru
v logaritmické stupnici a pro inhibi¢ni koeficient I je vhodné pouiit ,,pravdépodobnostni‘‘
stupnici, ¢im% se dosdhne linearity kalibraéni kfivky ve velmi Sirokém rozmez{ inhibiéniho
koeficientu (viz obr. 3, kde jsou koncentrace inhibitoru naneseny v hodnotéch zépornych
logaritmn).

[ |

pC (mgfmi)

Obr. 3. Kalibraéni kiivky pro stanoveni DFP a paraoxonu.
1. diisopropylfluorfosfit (DFP); 2. 0,0’-diethyl-O”’-4-nitrofenylfosfat (paraoxon). Je
uveden zdporny logaritmus koncentrace.

Priklad kalibragnich kiivek, které byly zjiStény popsanym postupem podle znémych
koncentraci inhibitort je uveden na obr. 3 pro DFP a paraoxon. Roztoky inhibitort byly
piipravovédny v destilované vodé &erstvé pro kazdou fadu méieni ze zdsobnich roztoki
v bezvodém 2-propylalkoholu.

Ostatni tidaje o samovolné a enzymatické hydrolyze substréatu byly stanoveny popsa-
nym postupem & podle ti¢elu bylo ménéno pH, teplota, koncentrace substrdtu a cholin-
esterdzy.
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Vysledky a diskuse

Vysok4 toxicita a rychly uéinek nékterych organickych fosforovych inhibitor
cholinesterdzy vyzaduje hled4ni velmi citlivych a pFesnych metod stanoveni a ditkazu.
Popsand metoda je pro tyto ucely vhodnou modifikaci enzymologického stanoveni
na principu inhibice cholinesterazy, dovolujici stanoveni jednotlivych specifickych
inhibitortt ve velmi nizkych koncentracich. Piehled citlivosti stanoveni nékterych
vyznamnych inhibitord je uveden v tab. 1.

Tabulka 1
Citlivost fluorimetrického stanoveni inhibitort cholinesterdzy
Citlivost stanoveni
Latka Vzorec
mg/ml M
|

O-isopropylmethanfluorfosfonat (2-CyH,0)(CH,)P(O)F 1,4.10-7| 1.10*
0-pinakolylmethanfluorfosfonat [(CH,),CCH(CH,)O](CH,)P(O)F | 1 10-7| 6.10-1
0O-ethyl-N,N-dimethylamidokyanfos-
fat (C,H;0)[(CH,),N]P(O)CN 1,6.10-7| 1 10-*°
0,0’-diethyl-O"’-4-nitrofenylfosfat
(paraoxon) (C,H;0),P(0)(OCH,NO,) 28.10-7| 1 10-*
0,0’-diisopropylfluorfosfat (DFP) (2-C;H,0),P(O)F 1,6.10-5| 1.10°7
0-ethyl-S-2-dimethylaminoethyl- (C.H;0)(CH,)P(O)[SC,H,N(CH,),]| 2.1073| 1.10-7
methanthiofosfonat

Celkové doba stanoveni ¢ini 12—15 minut. Presnost metody, zjisténa z 20 méfeni
pro kontrolni pokus jako smérodatna odchylka od aritmetického priméru je s =
= 1,5 %, variaéni koeficient V = 3,6 %,.
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Obr. 4. Zavislost rychlosti enzymatické Obr. §. Zdvislost rychlosti enzymatické
hydrolyzy indoxylacetdtu na pH. hydrolyzy indoxylacetdtu na koncentraci
vr = relativni rychlost vztaZend na maxi- cholinesterézy.
mélni rychlost pti pH 7,4—7,6, kdy Jsou uvedeny mg plazmy v pokusu (10 ml).

vr = 100 %,
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Piesnost metody je srovnatelnd s manometrickou metodou stanoveni cholineste-
razy a pred¢i nejpouzivanéjsi elektrometrické metody, které na béZnych pH-metrech
jsou zatiZené chybou méfeni 5—6 9, [12].

I kdyZz indoxylacetat neni specifickym substratem pro cholinesterdzu, je jeho
pouziti vyhodné. Samovolna hydrolyza neni v rozmezi pH 6—8 pii teploté 25 °C
viibec pozorovatelna. Optimum pH pro enzymatickou hydrolyzu je posunuto po-
nékud niZe ve srovnani s acetylcholinem a butyrylcholinem a lezi mezi 7,4—17,6,
piic¢emz typickd zvonovitd krivka zavislosti enzymatické hydrolyzy substratu
(obr.4) na pH, zjisténd popsanym postupem s pouzitim fosfdtovych tlumivych
roztoktt podle Sorensena pii teploté 25 °C, ukazuje pomérné ploché maximum, coZ
je pro analytické tcely vyhodné. Pozoruhodné je dalsi z analytického hlediska
vyznamné skuteénost, Ze v rozmezi teplot 15—35 °C se rychlost enzymatické hydro-
lyzy substratu, stanovend jako A®/At, podstatné s teplotou neméni. Ze zavislosti
rychlosti enzymatické hydrolyzy na koncentraci substratu jsme stanovili konstantu
K, cholinesterazy pro indoxylacetat rovnice Michaelisovy a Mentenové metodou
dvojnasobného reciprokého vyneseni podle H. Lineweavera a D. Burka [11];
K = 6.10-¢ M. Konstanta byla stanovena pfi 25 °C a pH 7,60 v rozmezi koncentra-
ci substratu 2 10-3az5 10~ M. Zavislost rychlosti enzymatické hydrolyzy substra-
tu na koncentraci cholinesterazy je linearni, jak je vidét z obr. 5.

HOBBIII ®JYOPOMETPUYECKUII METO]] OIIPENEJEHUA
CYBMUKPOTPAMMOBLIX HOJMNYECTB MHTUBUTOPOB XOJNH3CTEPA3BL

. Maroywmex, 1. ®uwep, 1. Hepman

Boennas akagemus um. A. 3anoTonkoro,
Bpno

OnuceiBaeTcsd  BBICOKOYYBCTBUTEJBHHIT crmoco6 onpepernenus  (ocPopopraHmyeckux
coepuienMii Ha OCHOBe MHIMOMpOBaHMA XOJMHOCTepasel. B kauecTBe cyGcrpara ObLI
MCIOJNb30BAaH MHJOKCHJIALICTAT, MEpOil peakuuu sABJIANOCh M3MeHeHHe (IyopecleHInn
co BpemeneM AP/At. B xauecTBe npenapara XoJINHICTePa3Hl OB MCIIOMb30BAHA JIHOPIIN3H-
poBaHHAA MIa3Ma JowanuHoit kpoBu. OnTuManbHoe 3Hadenne pH gepmenraTBHOrO rUApoO-
ausa 7,5—7,6 (mpu sTom 3uavenuu pH u Temmneparype 25° CIIOHTAHHBIL I'MApPOIN3 He HpO-
Texaer). {m vHpOKCHIaleTaTa pi 25° 1 pH 7,6 pasua 6 . 10~¢ s. CKOpOCTh (epMEeHTATHBHOIO
TH/IPOJIM3a BO3pAacTaeT JMHENHHO C yBeluyeHMeM KOHLEHTpallMi XOJHHIcTepassl. CpemHAR
omnGKa ONMpefeJeHUA XOJMHACTepadhl § = 4 1,59;. UYUyBCTBHTEIBHOCTH ONpefeeHHA
O-nzonponuamerandiayopfoconara 1,4.10-7me/ma; O-nuHakoxuamerandayopdocdhonara
1. 10~ me/ma; O-oTHa-N,N-numernaamuponuandocdara 1,6 . 107 .xe/wr; O,0’-mui3omnp onmi-
dayopdocdara 1,6 1075 we/ma; O,0’-puatua-O’’-n-unrpoderundocpara 2,8 10-7 we/ma;
O-otua-S-2-pumMeruIaMuHoaTHIMeranTHoOPochoraTa 2 1075 we/ms. Bpemsa onpepmeneHus
12—15 mMunyT.

Ilepeseaa T Juaaunzeposa
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A NEW FLUOROMETRIC METHOD FOR DETERMINATION
OF SUBMICROGRAM AMOUNTS OF CHOLINE ESTERASE INHIBITORS

J. Matousek, J. Fischer, J. Cerman

The Antonin Zépotocky Military Academy,
Brno

A highly sensitive method for determining organophosphorus compounds on the base
of inhibition of choline esterase is described. Indoxyl acetate is used as a substrate, the
reaction index being the change in fluorescence at time A®/4¢. As preparation of choline
esterase a lyophilised horse blood plasm was used. The optimum pH of the enzymatic
hydrolysis is at 7.4—7.6 (a spontaneous hydrolysis at this pH and 25 °C does not take
place). K of indoxyl acetate at pH 7.6 and 25 °Cis 6 . 10~* M. The rate of the enzymatic
hydrolysis increases linearly with concentration of choline esterase. The relative standard
deviation for the choline esterase determination s = + 1.5 9. The sensitivity of determina-
tion for O-isopropylmethanefluorophosphonate 1.4 . 10-7 mg/ml; O-pinacolylmethanefluoro-
phosphonate 1.10-7mg/ml; O-ethyl-N,N-dimethylamidocyanophosphate 1.6 . 10-% mg/ml;
0,0’-diisopropylfluorophosphate 1.6 10-% mg/ml; 0,0’-diethyl-O”’-p-nitrophenylphospha-
te 2.8 10-" mg/ml; O-ethyl-S-2-dimethylaminoethylmethanethiophosphonate 2.10-%
mg/ml. Determination time 12—15 minutes.

Translated by Z. Voticky
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