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INHIBICE ACETYLCHOLINESTERĂZY KRYSÍ KRVE A MOZKU
PINAKDLYLMETYL FLUOROFOSFONĂTEM

Npor. MUDr. jiří BAIGAR, pplk. MUDr. Antonin IAKL, CSc.,

Vojenský lékařský výzkumný a doškolovací ústav IEP v Hradci Králové

Pínakolylmetyl Íluorofosfonát [PMFF] patří
do Skupiny vysoce toxických organofosfátů [14,
23). jeho účinek je Založen na Schopnosti inhi-
bovat cholinesterázy a ostatní hydrolázy v ner-
vových Systémech živočichů. jak vyplývá Z meta-
bolického modelu intoxikace organofosfáty [3],
v mechanismu účinku Záleží nejen na tom, ve
kterém místě organismu látka působí, ale i na
rychlosti jejího průniku do daného kompartmen-
tu a na afinitě PMFF k acetylcholinesteráze

› (AChE, EC 3.1.1.7] v tomto místě.

Afinita PMFF k AChE byla Studována převážně
in vitro a bylo Zjištěno, že PMFF je Silným a ne-
kompetitivním inhibitorem AChE [4, 5, 6, 15,
16). Pro systém in vivo byla studována hlavně
rychlost přeměny reaktivovatelné formy AChE
na nereaktivovatelnou, tzv. Stárnutí nebo
„ageing“ [9, 10), a Změny isoenzymů AChE a eS-
teráZ v některých orgánech krysy [22, 23). Bylo
Zjištěno, že inhibice AChE v mozku koreluje jak
S příznaky, tak S uhynutím pokusných Zvířat
(23]. Nejsou však Známy práce o rychlosti inhi-
bice AChE v různých částech mozku po účinku
PMFF in vivo.

V této práci je Sledována rychlost inhibice
AChE v krysí krvi [jako transportním Systému)
a ve čtyřech částech mozku [jako jedno Z důle-
žitých míst toxického účinku). Protože AChE,
inhibovaná PMFF spontánně nereaktivuje [16],
může být rychlost inhibice AChE považována Za
rychlost penetrace PMFF do různých oblastí
mozku.

Materiál a metodika

Krysí Samice [farma Mezno), váhy 145-170 g,
byly rozděleny do pěti Skupin po 6 jedincich.
Kontrolní Skupině byl vstřiknut i. In. fyziologický
roztok, ostatním Zvířatům PMFF v dávce 0,17
mg/kg. Pak byla Zvířata po skupinách Zabíjena
podstřižením krčních cév v první minutě [období
bez Zřetelných příznaků otravy), ve 2.-3. minu-
tě [první příznaky otravy -- Ztižené dýchání,
drobné Svalové záškuby), ve 3.-4. minutě [Sta-
dium křečí) po intoxikaci. Poslední Skupinu tvo-
řila zvířata, která Zahynula kolem 9. minuty po
podání PMFF.

Krev byla odebírána do nádobek Z plastické
hmoty a hemolyzována destilovanou vodou 1:20.
MoZky byly vyňaty, opláchnuty Íyziologickým
roztokem a osušeny filtračním papírem. Po
ZmraZení na suchém ledu byly vypreparovány
čtyři části: prodloužená mícha, pons, oblast ba-
Zálních ganglíí a Írontální kůra. Každá část byla
homogenizována 1:10 [Ianke et Kunkel, Ultra-
-Turrax, NSR) v 0.2 M tris—H01 pufru pH 7,6.

V hemolyzátech a hemogenátech částí moz-
ku byla měřena aktivita AChE metodou podle
Ellmana et al. [8) ve vlastní modifikaci [25].
jako substrát byl použit acetylthíocholin jodid
[Lachema Brno), jako chromogen 5,5'dithiobis-
-[2-nitrobenZoová) kyselina (Serva, Heidelberg,
NSR). Měření probíhala na přístroji Vitatron
(Sci. Instr., Holland] při 412 nm. Aktivita AChE
byla vyjádřena jako 0/0 kontrol. Statistické vy-
hodnocení bylo provedeno podle Hrašky a Tula-
cha [12) na počítači EPOS I.
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Výsledky

Aktivita AChE V krysi krvi po podání PMFF
klesá velmi rychle. Iiž Za minutu po podání, kdy
ještě nejsou manifestovány` první příznaky otra-
vy, klesne aktivita asi na polovinu normální hod-
noty. Charakter poklesu odpovídá semilogarit-
mické funkci — inhibice in vivo tedy probíhá
podle kinetiky 1. řádu. V okamžiku smrti je
aktivita AChE v krvi nulová [obr. 1).
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Obr. 1
Změny aktivity AChE krysi krve a částí mozku po podání
PMFF, bez transformace a v Semilogarz'tmické transfor-
maci [vpravo nahoře). Body znázorňuii průměrné hodnoty
% AChE aktivity. V Semilogarz'tmz'cké transformaci jsou
pro přehlednost Zakresleny pouze regresní přímky. 1
O Q —— krev, 2 0—0 —— prodloužená mícha, 3 A----- A
—— frontälnî kůra, 4 A~~1 -- pOns, 5 V---V —— bazálni
ganglia
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Podobný pokles byl pozorován í v prodloužené
míše a frontální kůře mozku. Pokles aktivity je
téměř tak rychlý jako v krvi, rozdíly mezi těmito
částmi mozku a krví nejsou Statistický význam-
né [p>0,05]. V pontu a bazálních gangliích byla
pozorována určitá doba latence, trvající asi jed-
nu minutu. Po této době inhibice AChE nastupuje
Stejně rychle jako v předchozích dvou částech
a v krvi [obr.1].

Z průběhů Závislosti snižování AChE aktivity
na čase po podání PMFF bylo možné vypočítat
z průběhu regresní přímky [obr. 1] poločasy in.-
hibice —— Isgt [doba, Za kterou klesne AChE akti-
vita na polovinu původní hodnoty] a časy, kdy
dochází k 99 O/Oní inhibici [Inøt). Tyto konstanty,
charakterizující intoxikaci PMFF jsou uvedeny
v tabulce I.

Tabulka 1

Konstanty charakterizuížcí rychlost inhibice AChE v krvi
a částech mozku při intoxikacı' PMFF
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krev 1,
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pons 2,
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Diskuse

Z rychlosti inhibice AChE in vivo je možné od-~
hadnout koncentraci PMFF ve sledovaném komq
partmentu. Z literárních údajů je známa bimole-
kulární rychlostní konstanta inhibice [ki] AChE
uvedenou látkou in vitro [4, 16]. Ieji velikost
kolísá mezi 1-5X107 litr. mol*1 . min“. Je mož-
né předpokládat, že její velikost je in vivo stejná
jako in vitro. Podle více autorů [1, 10, 24] je
vztah mezi ki, poločasem inhibice [tus] a kon-
centrací inhibitoru [I] dán:

k ln 2

Za uvedeného předpokladu [rychlost inhibice
in vitro a in vivo je tatáž] je možné za t0,5 dosa-
dit hodnotu zjištěnou in vivo -—— I50t. Pak bude
např. pro prodlouženou míchu platit:

- 0 6933
——— .1 ’ = --'-- —-

1 5 O 1,5.[1]

Neznámou je zde [I], tj. koncentrace PMFF,
nutná pro inhibici AChE s poločasem tas == 1,5
min.

[I] = 0,92 —— 4,6 . 10“R M

Podobným Způsobem byly vypočteny koncen-
trace PMFF i pro ostatní sledované části [tabul-
ka 2]. Protože podaná dávka PMFF byla 9,3X
><10‘7 mol/kg, je možné konstatovat, že do moz-
ku proniká jen asi 1 O/0 injikované dávky. Toto
odhadnuté množství nebylo možné konirontovat
S jinými autory. Údaje o distribuci PMFF v do-
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Tabulka 2 ~ -

Vypočtené koncentrace v jednotlivých částech mozku

Koncentrace

prodloužená mícha
pons
frontálni kůra
bazální ganglia

O,9-4,6
O,7—-3,5
0,8-3,9
O,5-2,5

Stupné literatuře nebyly nalezeny. Odhadnuté
množství však souhlasí S údaji O distribuci jiných
Organofosfátů podobného typu, jako je např. DFP
[20, 21] nebo isopropylmetyl fluorofosfonátu
[17, 18, 19].

Velmi rychlá inhibice AChE v krvi po i. In. po-
dání PMFF nasvědčuje tomu, že PMFF je vstře-
bán do oběhu téměř Okamžitě. Ieho průnik hema-
tO-encefalickou bariérou je také téměř bez Zpož-
dění. Rychlý průnik do mozku je podmíněn mi-
mo jiné i lipofilností tohoto Organofosfátu.

Na rozdíl Od Organofosfátů S atomem Síry
v molekule, které mají Spíše periferní účinek
[2, 3, 13], byl u PMFF vyznačen hlavně efekt na
mozkovou AChE. Inhibice AChE v různých čás-
tech mozku však alespoň v prvních minutách
intoxikace není uniformní. Nejrychleji je inhibo-
vána AChE prodloužené míchy. Protože mecha-
nismus uhynutí při otravě PMFF je popisován
především jako centrální Selhání dechu, později
i Srdeční činnosti [7, 23), je velmi pravděpodob-
né, že pozorovaná inhibice AChE v prodloužené
miše bude mít pro přežití či Smrt organismu klí-
čový význam.

Poděkování
Autoři děkuji pani Marii ZechOvSké a Radmile Táborská

Za technickou spolupráci.

Souhrn

Byly sledovány Změny aktivity acetylcholinesterá-
Zy v krysí krvi a čtyřech částech mozku po podání
0,17 mg/kg pinakolylmetyl fluOrOfoSfonátu.. Rychlost
inhibice acetylcholinesterázy iv krvi, prodloužené
míše, frontální kůře a pontu je dosti vysoká [hod—
noty I50t jsou kolem 1-2 minut), což Svědčí o rych-
lé penetraci sledované látky do uvedených č-áSt-í
mozku. Acetylcholinesteráza bazálních ganglií ' je
inhibována podstatně pomaleji. Za předpokladu, že
rychlost inhibice acetylcholinesterázy uvedenou lát-
kou je in vitro a in vivo tatáž, byly vypočteny kon-
centrace pinakolylmetyl fluorofosfonátu, interagují-
cí s mozkovou acetylcholinesterázou, které Se po-
hybují kolem 10“8 M, což je asi 10/0 injikované
dávky.
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