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INHIBICE ACETYLCHOLINESTERAZY KRYSI KRVE A MOZKU
PINAKOLYLMETYL FLUOROFOSFONATEM

Npor. MUDr. Jifi BAJGAR, pplk. MUDr. Antonin JAKIL, CSc.,
Vojensky lékarsky vyzkumny a doSkolovaci tstav JEP v Hradci Krélové

Pinakolylmetyl fluorofosfondt (PMFF) pat¥i
do skupiny vysoce toxickych organofosfati (14,
23). Jeho ucinek je zaloZen na schopnosti inhi-
bovat cholinesterdzy a ostatni hydroldzy v ner-
vovych systémech Zivoc€ichd. Jak vyplyva z meta-
bolického modelu intoxikace organofosfity (3],
v mechanismu uc¢inku zéleZi nejen na tom, ve
kterém mistd organismu latka piasobi, ale i na
rychlosti jejiho priniku do daného kompartmen-
tu a na afinit¢ PMFF k acetylcholinesteraze
(AChE, EC 3.1.1.7) v tomto misté.

Afinita PMFF k AChE byla studovdna prevazné
in vitro a bylo zji§téno, Ze PMFF je silnym a ne-
kompetitivnim inhibitorem AChE (4, 5, 6, 15,
16). Pro systém in vivo byla studovédna hlavné
rychlost pfemény reaktivovatelné formy AChE
na nereaktivovatelnou, tzv. stdrnuti nebo
»ageing" (9, 10), a zm&ny isoenzymii AChE a es-
terdz v nékterych orgdnech krysy (22, 23). Bylo
zjiSténo, Ze inhibice AChE v mozku koreluje jak
s pfiznaky, tak s uhynutim pokusnych zvirat
(23). Nejsou v8ak znamy préace o rychlosti inhi-
bice AChE v riznych ¢astech mozku po tGéinku
PMFF in vivo.

V této praci je sledovdna rychlost inhibice
AChE v krysi krvi (jako transportnim systému)
a ve Ctyfech ¢astech mozku (jako jedno z dile-
Zitych mist toxického tudinku). ProtoZe AChE,
inhibovand PMFF spontdnné nereaktivuje (16],
miiZe byt rychlost inhibice AChE povaZovédna za
rychlost penetrace PMFF do riaznych oblasti
mozku.

Material a metodika

Krysi samice (farma Mezno), vdhy 145—170 g,
byly rozdéleny do péti skupin po 6 jedincich.
Kontrolni skupiné byl vstFiknut i. m. fyziologicky
roztok, ostatnim zviratim PMFF v dévce 0,17
mg/kg. Pak byla zvifata po skupindch zabijena
podstfiZenim krénich cév v prvni minuté (obdobi
bez zFetelnych pFiznakd otravy), ve 2.—3. minu-
té (prvni priznaky otravy — ztiZené dychA4ni,
drobné svalové z&Skuby), ve 3.—4. minuté (sta-
dium kreci) po intoxikaci. Posledni skupinu tvo-
Fila zvifata, kterd zahynula kolem 9. minuty po
podéani PMFF.

Krev byla odebirdna do nédobek z plastické
hmoty a hemolyzovédna destilovanou vodou 1:20.
Mozky byly vyilaty, opldchnuty fyziologickym
roztokem a osuSeny filtraénim papirem. Po
zmrazeni na suchém ledu byly vypreparovany
Ctyfi Casti: prodlouZend micha, pons, oblast ba-
zdlnich ganglii a frontdlni klira. Kazda ¢4st byla
homogenizovdna 1:10 (Janke et Kunkel, Ultra-
-Turrax, NSR) v 0.2 M tris-HCI pufru pH 7,6.

V hemolyzdtech a hemogendtech ¢asti moz-
ku byla méfena aktivita AChE metodou podle
Ellmana et al. (8) ve vlastni modifikaci (25).
Jako substrat byl pouZit acetylthiocholin jodid
(Lachema Brno), jako chromogen 5,5’dithiobis-
-(2-nitrobenzoova) kyselina (Serva, Heidelberg,
NSR). Méfeni probihala na pfistroji Vitatron
(Sci. Instr., Holland) pfi 412 nm. Aktivita AChE
byla vyjaddiena jako % kontrol. Statistické vy-
hodnoceni bylo provedeno podle Hrasky a Tula-
cha (12) na pocita¢i EPOS 1.
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Vysledky

Aktivita AChE v krysi krvi po poddni PMFF
klesa velmi rychle. JiZ za minutu po podani, kdy
jeSté nejsou manifestovany prvni p¥iznaky otra-
vy, klesne aktivita asi na polovinu normadlni hod-
noty. Charakter poklesu odpovidd semilogarit-
mické funkci — inhibice in vivo tedy probihéa
podle kinetiky 1. Fadu. V okamZiku smrti je
aktivita AChE v krvi nulova (obr. 1).
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Obr. 1

Zmény aktivity AChE krysi krve a é&dsti mozku po poddni
PMFF, bez transformace a v semilogaritmické transfor-
maci (vpravo nahore). Body zndzorriuji primérné hodnoty
% AChE aktivity. V semilogaritmické transformaci jsou
pro prehlednost zakresleny pouze ragresni pFimky. 1
O O — krev, 2 e——e — prodloufend micha, 3 A
— frontdlni kiira, 4 A——a — pons, 5 -\ — bazdlni
ganglia

Podobny pokles byl pozorovédn i v prodlouZené
miSe a frontdlni kife mozku. Pokles aktivity je
témér tak rychly jako v krvi, rozdily mezi témito
¢&stmi mozku a krvi nejsou statisticky vyznam-
né (p>0,05). V pontu a bazalnich gangliich byla
pozorovédna urcitd doba latence, trvajici asi jed-
nu minutu. Po této dobé& inhibice AChE nastupuje
stejn& rychle jako v pfedchozich dvou ¢éastech
a v krvi (obr. 1).

Z pribéhh zavislosti sniZovdni AChE aktivity
na Case po poddni PMFF bylo moZné vypocitat
z priab&hu regresni pfimky (obr. 1) polocasy in-
hibice — Is;t (doba, za kterou klesne AChE akti-
vita na polovinu ptivodni hodnoty) a ¢asy, kdy
dochézi k 99 %ni inhibici (lwt). Tyto konstanty,
charakterizujici intoxikaci PMFF jsou uvedeny
v tabulce L

T'abulka 1

Konstanty charakterizujici rychlost inhibice AChE v krvi
a édstech mozku p#i intoxikaci PMFF

Orgén Isot (min.) t Igot (min.)
krev 1, 3 (0,5—2, 1) | 9,4( 8,6—10,2)
prodlouZena 1, 5 (0, 9—2, 1) | 9,2( 8,7— 9,8}
micha i
pons 12 0 (1, 3—2, 7) | 10,1 [ 9,4—10,8)
frontalni kira 1, 8 (1, 2—2, 5) | 9,9( 9,2—10,6)
baz4lni ganglia 2, 8 (1, 8—3, 9) |17,0(15,9—18,1)

Diskuse

Z rychlosti inhibice AChE in vivo je moZné od-
hadnout koncentraci PMFF ve sledovaném kom-
partmentu. Z literarnich tdajl je znama bimole-
kuldrni rychlostni konstanta inhibice (k;) AChE
uvedenou latkou in vitro (4, 16). Jeji velikost
kolisd mezi 1—5 X 107 litr. mol~! . min~!. Je moZ-
né predpokladat, Ze jeji velikost je in vivo stejna
jako in vitro. Podle vice autord (1, 10, 24) je
vztah mezi k;, polotasem inhibice (t,5) a kon-
centraci inhibitoru [I] dén:

K In 2

s [1]

Za uvedeného predpokladu (rychlost inhibice
in vitro a in vivo je tatdZ) je moZné za t,s dosa-
dit hodnotu zji§ténou in vivo — Ist. Pak bude
nap¥. pro prodlouZenou michu platit:

4 0,6933
1—5.10" = 15, (1]

Nezndmou je zde [I], tj. koncentrace PMFF,
nutnd pro inhibici AChE s polofasem tos = 1,5
min.

[I]=0,92—4,6.10"*M

Podobnym zpfisobem byly vypocteny koncen-
trace PMFF i pro ostatni sledované ¢asti (tabul-
ka 2). Proto¥e podand davka PMFF byla 9,3X
%107 mol/kg, je moZné konstatovat, Ze do moz-
ku pronikd jen asi 1% injikované davky. Toto
odhadnuté mnoZstvi nebylo moZné konfrontovat
s jingmi autory. Udaje o distribuci PMFF v do-
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Tabulka 2 -
Vypodtené koncentrace v jednotlivgch &dstech mozku

Koncentrace

Cast mozku PMFF . 108 M

prodlouZenda micha 0,9—4,6
pons 0,7—3,5
frontalni kira 0,8—3,9
bazalni ganglia 0,5—2,5

stupné literatufe nebyly nalezeny. Odhadnuté
mnoZstvi vSak souhlasi s tdaji o distribuci jinych
organofosfatli podobného typu, jako je napf. DFP
(20, 21) nebo isopropylmetyl fluorofosfonéatu
(17, 18, 19).

Velmi rychld inhibice AChE v krvi po i. m. po-
dani PMFF nasvédcuje tomu, Ze PMFF je vstre-
bdn do ob&hu témér okamZité. Jeho prinik hema-
to-encefalickou bariérou je také témér bez zpoZz-
déni. Rychly priinik do mozku je podminén mi-
mo jiné i lipofilnosti tohoto organofosfatu.

Na rozdil od organofosfatii s atomem siry
v molekule, které maji spiSe periferni tucinek
(2, 3, 13), byl u PMFF vyznacCen hlavné efekt na
mozkovou AChE. Inhibice AChE v raznych ¢és-
tech mozku vSak alespoii v prvnich minutach
intoxikace neni uniformni. Nejrychleji je inhibo-
vdna AChE prodlouZené michy. ProtoZe mecha-
nismus uhynuti pfi otravé PMFF je popisovan
predevSim jako centrdlni selhani dechu, pozd&ji
i srdeéni ¢innosti (7, 23), je velmi pravd&podob-
né, Ze pozorovand inhibice AChE v prodlouZené
misSe bude mit pro pfreZiti ¢i smrt organismu Kkli-
¢ovy vyznam.

Podékovani
Autofi dékuji pani Marii Zechovské a Radmile Tdborské
za technickou spolupraci.

Souhrn

Byly sledovany zmény aktivity acetylcholinestera-
zy v Kkrysi krvi a ¢tyFech Castech mozku po podani
0,17 mg/kg pinakolylmetyl fluorofosfonatu. Rychlost
inhibice acetylcholinesterdzy w krvi, prodlouZené
mise, frontalni kife a pontu je dosti vysoka (hod-
noty Isot jsou kolem 1—2 minut), coZ svédc¢i o rych-
1é penetraci sledované latky do uvedenych casti
mozku. Acetylcholinesterdza bazdlnich ganglii je
inhibovdna podstatné pomaleji. Za pfedpokladu, Ze
rychlost inhibice acetylcholinesterdzy uvedenou lat-
kou je in vitro a in vivo tatdZ, byly vypocteny kon-
centrace pinakolylmetyl fluorofosfonéatu, interaguji-
ci s mozkovou acetylcholinesterdzou, které se po-
hybuji kolem 108 M, coZ je asi 1% injikované
davky.

Literatura

1. Aldridge, W. N.: Some properties of specific choli-
nesterase with particular reference to the mechanism
of inhibition by diethyl-p-nitrophenyl thiophosphate.
Biochem. J. 46, 1950, 451—456.

2. Bajgar, J.: Zmény aktivity nékterych tkaiiovych hyd-
rolaz krysy pii intoxikaci systoxem. Sbornik véd. pra-
ci VLVDU, 36, 1968, 1955—165.

3. Bajgar, ]., Tulach, ], Jakl, A.: The differences in anti-
cholinesterase action of some organophosphorus com-

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

20.

21

22.

24.

25.

pounds (in vivo), Congress with International Parti-
cipation, Industrial Neurology, June 1969, Prague,
Apstract of Papers p. 4.

Berry, W. K., Davies, D. R.: Factors influencing the
rate of ,ageing“ of a series of alkyl methylphospho-
nyl-acetylcholinesterases. Biochem. ]. 100, 1966, 572
az 576.

Boskovi€¢, B., Maksimovi¢, M., Minié, D.: Ageing and
reactivation of acetylcholinesierase inhibited with
soman and its thiocholine-like analogue. Biochem.
Pharmacol. 17, 1968, 1738—1741.

Coult, D. B., Marsh, D. ]J., Read, G.: Dealkylation stu-
dies on inhibited acetylcholinesterase, Biochem. J. 98,
1966, 869—873.

De Candole, C. A., Douglas, W. W., Evans, C. L., Hol-
mes, R, Spencer, K. E. V, Torrance, R. W., Wilson,
K. M.: The failure of respiration in death by anti-
cholinesterase poisoning. Brit. J. Pharmacol. 8, 1953,
466—475.

Ellman, G. L., Courtney, D K., Anders, V., Feathersto-
ne, R, M.: A new and rapid colorimetric determination
of acetylcholinesterase activity. Biochem. Pharmacol.
7, 1961, 88—95.

Fleisher, ]. H., Harris, L. W.: Dealkylation as a me-
chanism for ageing of cholinesterase after poisoning
with pinacolyl methyl phosphonofluoridate. Biochem.
Pharmacol. 14, 1965, 641—650.

Fleisher, J. H., Harris, L. W., Muriha, E. F.: Reactiva-
tion by pyridinium aldoxime methochloride (PAM]) of
inhibited cholinesterase activity in dogs after poiso-
ning with pinacolyl methyl phosphonotluoridate (So-
man). j. Pharmacol. 156, 1967, 345—351.

Heilbronn, E.: Purification of cholinesterase from hor
se serum. Biochim. Biophys. Acta, 58, 1962, 222—230.
HraSka, M., Tulach, ].: PFispévek k automatizaci zpra-
covani statistickych dat v experimentdlni medicing.
Zav. vyzk. zprava VLVDU, 1966.

Jakl, A.: Inhibi¢ni efekt systoxu na cholinesterdzu
my3i krve a mozku in vivo. Pracov. Lék. 20, 1968,
247—250.

Koelle, G. B.: Handbuch der experimentellen Pharma-
kologie, Cholinesterases and Anticholinesterase
Agents, Springer Verlag, Berlin, Gottingen, Heidel-
berg, 1963, p. 449. )

Loomis, T. A, Johnson, D. D.: Ageing and reversal
of soman induced effects on neuromuscular function
with oximes in the presence of dimethyl sulfoxide.
Toxicol, Appl. Pharmacol. 8, 1966, 533—539,
Patoctka, J.: Kinetika ugnéténija cholinestaraz BFOV.
Shornik v&d. praci VLVDU, 25, 1967, 173—181.

Polak, R. L., Cohen, E. M : The influence of triortho-
cresylphosphate on the distribution of 32P in the body
of the rat after the injection of 32P-sarin. Biocham.
Pharmacol. 18, 1969, 813—820.

Polak, R. L., Cohen, E. M.: The influence of oximes
on the distribution of 3P in the body of the rat
after injection of 32P-sarin. Biochem. Pharmacol. 19,
1970, 865—876.

Polak, R. L., Cohen, E. M.: The binding of sarin in the
biood plasma of -the rat. Biochem. Pharmacol. 19,
1970, 877—881.

Ramachadran, B. V.: Distribution of DF3P in mouse
tissues. The effect of route of administration on in-
corporation and toxicity. Biochem. Pharmacol. 15,
1966, 169—175.

Ramachandran, B. V.: The influence of DFP, atropine
and pyridiniumaldoximes on the rate of clearance
of DF32P from the mouse circulatory system. Biochem.
Pharmacol. 16, 1967, 2061—2068.

Tulach, J., BengSkov4a, L.: Druhové rozdily v afinite
hydrolaz k O-pinakolylmetyl fluorofosfonatu. Shornik
véd. praci VLVDU, 36, 1968, 51—61.

Tulach, ]., BenysSkova, L.:- Léfebné ovlivnéni tkdio-
vych cholinesterdz u experimentdlnich otrav pinako-
1yl metyl fluorofosfonatem. Sbornik v&d. praci VLVDU,
36, 1968, 75—84.

Webb, ]J. L.: Enzyme and Metabolic Inhibitors, vol. I.,
Acad. Press, New York and London, 1963, p. 541.
Zechovska, M., Bajgar, ].: Mikrometoda pro stanoveni
cholinesterazy v krvi. 7. celostatni konference bio-
chemickych laborantdi, Kladno 1970, str. 51—55.



