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INHIBICE KREVNÎ ACETYLCHOLINESTERÂZY SELETE NËKTERŸMI
ORGANOFOSFÂTY IN VITRO A IN VIVO

Npor. MUDI‘. jiří BAIGAR, plk. doc. MUDr. Vladislav VONDRÄČEK, CSC.,
pplk. ing. Miroslav SAIDA

Vojenský lékařský výzkumný a doškolovací ústav IEP v Hradci Králové

Toxický efekt organofosfátů [OF] je vysvětlo‹
ván jejich schopností inhibovat hydrolytické en—
zymy, především acetylcholinesterázu [AChE, EC
3.1.1.7] v různých částech organismu. Z metabo-
lického modelu intoxikace OF vyplývá, že při
otravě těmito látkami je ve 'smyslu inhibice
AChE nejdříve postižená brána vstupu a pak
transportní Systém, tj. krevní oběh [7, 22].
V těchto Systémech vytváří podaná látka také
nejvyšší koncentraci. Inhibice AChE v krvi je
kromě toho dosti přesnou mírou poškození orga~
nismu [1, 9, 10]. Zejména při podání subletál-
ních dávek by měl tento předpoklad platit v plné
míře, protože koncentrace OF v organismu je tak
nízká, že jeho velká část je spotřebována k in-
hibici cholinesteráz již v krevním oběhu a do
ostatních částí proniká minimum. Bylo však do-
kázáno, že inhibice AChE je v jednotlivých or-
gánech při intoxikaci různými OF velmi odlišná
[5, 7, 22]. Dokonce není uniformní i pro tentýž
OF v různých částech jednoho orgánu [4, 6].
Z tohoto důvodu byla při intoxikaci třemi různý-
mi OF Zkoumá'na aktivita AChE krve, která je
současně prakticky jediným dostupným zdrojem
pro klinicko-laboratorní vyšetření u otravy OF,
a kde by se měl tedy účinek OF projevit nejdříve.
Šlo o to, zda -— i když inhibice AChE není v or-
gánech uniformní —— je inhibice AChE v krvi
pro všechny sledované OF dostatečně citlivým
měřítkem otravy OF. jako reprezentant OF byly
vybrány tři vysoce toxické látky, které při into-
xikaci inhibují AChE v různých orgánech Zcela
odlišným Způsobem [4—7, 22]. Aby bylo možné
Sledovat lépe dynamiku otravy, bylo použito pe-
rorálního podání, kdy je resorpce noxy Zpomale-
na. Současně byl Srovnáním údajů o inhibici
AChE v krvi in vitro a in vivo proveden pokus
o odhad koncentrace OF, vstřebaných do krev-
ního oběhu.

Materiál a metodika

Pokusy in vivo
Selatům obo-jího pohlaví, vá'hy 10-16 kg, byly

p. o. podávány tyto orga'n-ofosfáty:
a] O-ethyl-S- [Z-vdimetylaminoetylester] kyseliny

mefylthiofosforité [EDMM] v dávkách 3,0-
4,0——5,0——6,0—10,0 a 300,0 mcg/kg [15].

b] O-isopnopylmetyl fluorofosfonát [IMPF]
v dávkách 0,3—3,0——7,0 a 10,0 meg/kg [12].

c] O-pi'nakolylmetyl fluorof'osfonát [PMPF]
v dávkách 0,05-—0,1——0,5 a 2,0 mcg/kg [11].

Čísla v Závorkách udávají počet zvířat int-oxi-
kovaných da'nou látkou.
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Zpracování materiálu

Odběr krve byl prováděn z ušní vény do ná~
dobek z plastické hmoty před podáním látky a
pak v intervalech 5, 10, 20, 30, 50 a 90 minut po
podání látky. Ve všech případech byly odebírány
vždy dva vzorky a aktivita AChE vyjádřena jako
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Obr. 1
Inhibice krevní AChE Selete u průběhu intoxikace EDMM
bez transformace (A) a v Semilogarı'tmı'cké transformaci
[B]. Dávky EDMM: Q /1/ —— 3,0, O (Z) — 4,0,

A (3] '__ 510) A (4) '_ 6ı0ı Ü [5) ._. 10:0)
I (6) a— 300,0 mcg/kg
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Obr. 2

Inhibice krevní AChE selete v průběhu intoxikace PMPF
v semilogaritmické transformaci. Dávky PMPF: O [1)

2,0 meg/kg

jejich průměr. Měření aktivity AChE byla prove-
dena v hemolyzátu krve destilov'anou vodou 1:20
metodou podle Ellmana et al. [8] ve lvlastní mo-
difikaci [24]. jako Sflubs'trát byl použit acetylthio~
cholinjodid [Lachema Brno), jako chromogen
5,5*-dižthiobis- [ 2-nitr›oˇben`zo~ová] kyselina [ Serva,
Heidelberg, NSR]. Měření probíhala na fotometru
Vitatron [Sci. Instr., Holland] při 412 nm. Akti-
vita AChE byla vyjadřována jako 0/0 kontrol.

Pokusy in vitro
Inhibiční pokusy in vitro byly realizovány pre~

inkubací známých molárních koncentrací OF
S hem-olyzát'em od 2 selat obojího pohlaví a po
30 minutách byla měřena aktivita AChE.

Statistické vyhodnocení

K Stanovení inhi'bičních konstant in vitro bylo
použito probít-logaritmícké ıtransformace O/0 in-
hibice AChE vs. koncentrace inhibitoru. Prolože-

Tabulka I
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Obr. 3

lnhibice krevní AChE selete v průběhu intoxikace IMPF
v semilogaritmické transformaci. Dávky IMPF: A [1)
...._ 0131 A (2/ __ 3,00) O [3/ __ 710: . [4/ '__
10,0 meg/kg

Iní přímek bylo provedeno metodou nejmenších
čtverců na počítači MINSK 22 [15]. K hodnocení
pokusů in vivo bylo použito regresní analýzy
rozptylu a 'výpočty byly provedeny podle pro-
gramů vypracovaných Vávro'u [23].

Výsledky
Při perorální intoxikaci všemi sledovanými OF

byla krevní AChE Selete inhíbována jednak v zá-
vislosti 'na dávce, jednak v závislosti na do'bě od
podání látky. Na obr. 1A je vidět průběh in'hibice
krevní AChE v čase při intoxikaci různými dáv-
kami EDMM. V Semilıogaritmíckém vynesení je
Závislost aktivity AChE Ina době od podání OF
lineární [obr. 1B]. Směrnice přímky pak udává
velikost poklesu aktivity AChE v čase. Výsledky
pro ıvšechny Sledované OF jsou Znázorněny na
obr. 1—3. je Zřejmě, že při nulové Směrnici se
aktivita AChE nemění. Ze závislosti regrese pří-
mek na log. podané dávky je možné vypočíSt

Vypočtené prahové dávky pro Sledované OF, charakterizujici jejich účinek in vivo:
a) prahová dávka byla Stanovena výpočtem Ze Závislosti regrese poklesu aktivity vs. log podané dávky,
b) prahová dávka byla Stanovena výpočtem Ze Závislosti % inhibice AChE v 90. minutě intoxikace vs. log dávky

v molárním ekvivalentu

Prahová dávka

Látka a] b]
mcg/kg mol/kg mcg/kg mol/kg

1,44
[1,20-1,73]

0,036
[noze-0,044]

0,27
[0,19-0,38]

EDMM

PMPF

IMPF

6,9 x 10-9

2,0 X 10“10

1,9 X 10‘9

1,05
[0,78_1,34]

0,024
(o,017-0,038]

0,21
[0,14-0,28]

5,0 X 10~9

1,3 X 10‘10

1,5 x 10-9
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Stanovení prahové dávky pro sledované OF Ze Závislosti
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Obr. 5
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Stanovení prahově dávky Ze Závislosti % inhibice AChE
v 90. minutě intoxı'kace vs. log dávky v molárním ekvi-
valentu

dávku odpovídající nulové Směrnici, tedy praho-
vou dávku —- IOD (obr. 4]. Vypoětené prahové
dávky 'pro Sledované látky jsou uvedeny v tabul-
ce I.

Pro Všechny tři OF bylo dosaženo rovnovážné-
ho Stavu inhibice AChE (tj. Stav, kdy se inhibice
AChE mění již minimálně] v 90. minutě po podá-
ni látky. Stupeň inhibice AChE je v této době
Závislý pouze na koncentraci OF. Při vynesení
O/0 inhibice AChE [Za 90 minut po podání OF]
proti molárnimu ekvivalentu podané dávky
[mol/kg] v probìt-logaritmické transformaci by-
1-0 Opět možné určit prahovou dávku. Protože
v tomto případě však byla vypo'čtena 'extrapolací
Z probižt-logaritmické transformace, nejde o dáv-
ku IIpůsołbici nulovou inhibici, ale o dávku půso-
bící Zanedbatelnou inhibici AChE [10/0 ], 101D. Na
obr. 5 je tento vztah dokumentován pro dva Slev-
dované OF, v tabulce I jsou Shrnuty prahové dáv-
ky, vypočtené oběma výše uvedenými Způsoby.

Na obr. 6 je vidět průběh inhibice AChE krve

Obr. 6
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Inhibice krevní AChE selete PMPF [1] a EDMM (2] in
vitro
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Selete EDMM a PMPF in vitro. Z těchto výsledků
je možné odečíst koncentraci inhibitoru, působící
in vitro 1 0/0 a 50 0/0. inhibice [101 a 150}. 101 je
obdobou prahové dá'vky v podmínkách in vitro,
150 reprezentuje yk-onstan'tu, která se pro daný
typ inhibitoru blíží 'velikosti disociační konstanty
komplexu enzym-inhibit-or [12]. Velikosti obou
konstant, které charakterizují účinek Sledova-
ných OF in vitro, jsou uvedeny v tabulce Il.

Tabulka II
Inhibicˇní konstanty interakce krevní AChE Selete

Se Sledovanými OF in vitro

Látka 150 [MI 101 [M]

EDMM 4,3 X 10‘9
[3,2—5,8]

1,3 X 10'g

[079-198]

5,2 X 10'g
(3,5—7,”

3,2 X 10‘10
[2,5-4,3)
2,3 X 10'11
[1,2-4,8]
1,0 X 10'10
[O,5-1,9]

PMPF

IMPF

Ani pro jeden sledovaný OF nebyly pozorovány
při podání uvedených dávek ma'nifestní klinické
příznaky int'oxikace.

Diskuse

Z výsledků je zřejmé, že všechny tři OF při
p. o. podání působí in'hibici AChE v krvi, a to i při
podání poměrně nízkých dávek bez manifestních
příznaků ot'navy. Přitom je inhibice AChE v orgá-
nech u otra'v Sledovanými OF d-osti odlišná: Při.
podání ekviefektivních dávek všech tří sledova-
ných OF krysám byla pozorována pro EDMM 'nej-
Vyšší inhibice v bránici a mezižebernich svalech,
nejnižší v mozku [5, 7]. Pro PMPF byla naopak
inhibice AChE 'v bránici minimální a v mozku
dosahovala 100 0/0 [4, 7, 22); V tomto 'orgánu byla.
sledována AChE ještě v pontu, prodloužené míše
a fro'ntální kůře, kde také dosahovala 100 0/0, na
rozdíl od |bazálních ganglií, kde byla pozorována
inhibice jen asi 80-90 0/0 [4]. Pro IMPF byl po-
Zorován [3] u 'krysy podobný obraz inhibice
AChE v orgánech jako pro PMPF, ale selektivní
inhibice v částech 'mozku byla 'vyjádřena jak
u krysy [3], tak u myši [6] mnohem Zřetelněji.
Z našich výsledků vyplývá, že obraz inhibice
AChE v krvi je pro Sledované OF velmi podobný
a liší se jen kvantitativně - dávkou podle použi-
tého OF.

Při Srovnání koncentrací PMPF působící 1 0/0
inhibice AChE v krvi in vitro s dávkou, která
AChE v krvi již Inealteruje, je vidět, že Za před-
pokladu homogenního rozptýlení OF v těle, kdy
je dávka vyjádřena jako koncetrace [mol/kg),
činí koncentrace pro stejný efekt in vitro aSi
10-20 0/0 Z dávky in vivo. Pro další dva Sledo-
vané OF je tento poměr nižší, -jen asi 5-10 0/0.
Tento poměr je zároveň vyjádřením. koncentrace
OF inhibující AChE v krvi, protože Ivždy ljde o ne-
kompetitivní inhibitory AChE [2, 11, 16, 17, 21}.
Ze Srovnání inhibičnícb konstant in vitro a in

vivo je možné uSuzovat, že koncentrace OF, inhi-
bující AChE v krvi je řádově 10'10 - 10‘11 M. Sku-
tečná koncentrace OF v krvi bude vyšší, protože
část OF je spvotřebována na inhibici nespecific-
kých eSteráZ a na vazbu S proteiny [13, 18-20),
popř. je knomě EDMM detoxikována [14] a část
proniká do jiných systémů, kde je OF bud' me-
tabolizo'ván [ játra, ledviny), nebo působí mecha-
nismem inhibice cholinesteráz v periferním či
centrálním nervovém Systému vlastní toxický
efekt.

Z výsledků je možné uzavřít, že i když Se kli-
nicky při uvedených dávkách otrava manifestně
neprojevuje a nekončí exitem, je inhibice AChE
v krvi značná a může tedy Sloužit jako velmi dob-
ré měřítko pro diagnostiku zasažení organismu
OF.

Souhrn

Byla Sledována aktivita krevní acetylcholinesterá-
Zy selete v průběhu perorální intoxikace subletální-
mi dávkami těchto organofosfátů: O-etyl-S-[Z-dime-
tylaminoetylester] kyseliny metylthiofosforité, O-pi-
nakolylmetyl fluorofosfonát, O-isopropylmetyl fluo-
rofosfonát. Žádná Z uvedených látek nepůsobila
manifestní klinické příznaky otravy a vždy byla inhi-
bována aktivita krevní acetylcholinesterázy. Ze Zá-
vislosti velikosti inhibice tohoto enzymu na velikosti
podané dávky byly vypočteny prahové dávky pro
Sledované látky. Prahové dávky byly porovnány
S koncentracemi působícími tutéž inhibici acetylcho-
linesterázy in vitro. Bylo Zjištěno, že pro Stejný efekt
in vivo je nutno vytvořit 5krát - 20krát vyšší kon-
centraci organofosfátu než in vitro. Výsledky potvr-
Zují, že inhibice krevní acetylcholinesterázy je velmi
dobrým měřítkem pro diagnostiku zasažení organis-
mu organofosfáty.
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