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INHIBICE KREVNI ACETYLCHOLINESTERAZY SELETE NEKTERYMI
ORGANOFOSFATY IN VITRO A IN VIVO

Npor. MUDr. Ji#i BAJGAR, plk. doc. MUDr. Vladislav VONDRACEK, CSc.,

pplk. ing. Miroslav SAJDA
Vojensky lékarsky vyzkumny a doSkolovaci dstav JEP v Hradci Krédlové

Toxicky efekt organofosfati (OF) je vysvétlo-
van jejich schopnosti inhibovat hydrolytické en-
zymy, pF¥edevSim acetylcholinesterdzu (AChE, EC
3.1.1.7) v raznych ¢astech organismu. Z metabo-
lického modelu intoxikace OF vyplyva, Ze pfi
otravé témito latkami je ve smyslu inhibice
AChE nejdfive postiZena bréna vstupu a pak
transportni systém, tj. krevni obéh (7, 22).
V téchto systémech vytvari podand latka takeé
nejvyssi koncentraci. Inhibice AChE v Kkrvi je
kromeé toho dosti pfesnou mirou poSkozeni orga-
nismu (1, 9, 10). Zejména pri podani subletal-
nich davek by mél tento prfedpoklad platit v plné
mire, protoZe koncentrace OF v organismu je tak
nizkd, Ze jeho velkd Cast je spotfebovana k in-
hibici cholinesterdz jiZ v krevnim obéhu a do
ostatnich ¢asti pronikd minimum. Bylo vSak do-
kdzano, Ze inhibice AChE je v jednotlivych or-
géanech pri intoxikaci riiznymi OF velmi odliSnéa
(5, 7, 22). Dokonce neni uniformni i pro tentyz
OF v raznych ¢astech jednoho orgdnu (4, 6).
Z tohoto dlivodu byla pf¥i intoxikaci tfemi rtzny-
mi OF zkouména aktivita AChE krve, ktera je
soucasné prakticky jedinym dostupnym zdrojem
pro klinicko-laboratorni vySetfeni u otravy OF,
a kde by se mél tedy tucinek OF projevit nejdfive.
Slo o to, zda — i kdyZ inhibice AChE neni v or-
gdnech uniformni — je inhibice AChE v Kkrvi
pro vSechny sledované OF dostatecné citlivym
meritkem otravy OF. Jako reprezentant OF byly
vybrany tfi vysoce toxické latky, které pfti into-
xikaci inhibuji AChE v riznych organech zcela
odliSnym zphsobem (4—7, 22). Aby bylo moZné
sledovat lépe dynamiku otravy, bylo pouZito pe-
rordlniho podani, kdy je resorpce noxy zpomale-
na. SoucCasné byl srovndnim tudaji o inhibici
AChE v krvi in vitro a in vivo proveden pokus
o odhad koncentrace OF, vstfebanych dc krev-
niho obéhu.

Material a metodika

Pokusy in vivo
Selatiim obojiho pohlavi, vdhy 10—16 kg, byly

p. 0. poddvany tyto organofosfaty:

a) O-ethyl-S-(2-dimetylaminoetylester) kyseliny
metylthiofosforité (EDMM) v davkach 3,0—
4,0—5,0—6,0—10,0 a 300,0 mcg/kg (15).

b) O-isopropylmetyl fluorofosfonat (IMPF)
v davkach 0,3—3,0—7,0 a 10,0 mcg/kg (12).

c) O-pinakolylmetyl fluorofosfonat (PMPF)
v davkach 0,05—0,1—0,5 a 2,0 mcg/kg (11).

Cisla v zavorkdch udavaji podet zviFat intoxi-

kovanych danou latkou.

Zpracovani materialu

Odbér krve byl provaddén z usni vény do néa-
dobek z plastické hmoty pFed podédnim latky a
pak v intervalech 5, 10, 20, 30, 50 a 90 minut po
podani latky. Ve vSech pfipadech byly odebirany
vZdy dva vzorky a aktivita AChE vyjadfena jako
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obr. 1

Inhibice krevni AChE selete v pritbéhu intoxikace EDMM
bez transformace (A) a v semilogaritmické transformaci
(B). Ddvky EDMM: (O (1) — 3,0, @ [2) — 40,
A (3) — 50, A (4) — 60, O (5) — 10,0,

B (6) = 300,0 meglkg
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obr. 2

Inhibice krevni AChE selete v pribéhu intoxikace PMPF

v semilogaritmické transformaci. Davky PMPF: QO (1)
— 005 ® (2)—01, A (3)—05 A (4 —
2,0 meglkg

jejich pramér. Méfeni aktivity AChE byla prove-
dena v hemolyzatu krve destilovanou vodou 1:20
metodou podle Ellmana et al. (8) ve vlastni mo-
difikaci (24). Jako substrat byl pouZit acetylthio-
cholinjodid (Lachema Brno), jako chromogen
5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoovd) kyselina {Serva,
Heidelberg, NSR ). Méfeni probihala na fotometru
Vitatron (Sci. Instr., Holland) pfi 412 nm. AKkti-
vita AChE byla vyjadfovana jako % kontrol.

Pokusy in vitro

Inhibi¢ni pokusy in vitro byly realizovany pre-
inkubaci zndmych moldrnich koncentraci OF
s hemolyzatem od 2 selat obojiho pohlavi a po
30 minutach byla méFena aktivita AChE.

Statistické vyhodnoceni
K stanoveni inhibi¢nich konstant in vitro bylo

pouZito probit-logaritmické transformace % in-
hibice AChE vs. koncentrace inhibitoru. ProloZe-

Tabulka 1
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Obr. 3

Inhibice krevni AChE selete v pribéhu intoxikace IMPF

v semilogaritmické transformaci. Ddvky IMPF: A (1)
—03 A (2)—30, O (3 —70, @ (4) —
10,0 meglkg

ni pfimek bylo provedeno metodou nejmenSich
¢tvercll na pocitaci MINSK 22 (15). K hodnoceni
pokusli in vivo bylo pouZito regresni analyzy
rozptylu a vypodty byly provedeny podle pro-
gramil vypracovanych Vavrou (23).

Vysledky

Pri peroralni intoxikaci vSemi sledovanymi OF
byla krevni AChE selete inhibovédna jednak v za-
vislosti na dévce, jednak v zavislosti na dobé od
podani latky. Na obr. 1A je vidét prib&h inhibice
krevni AChE v Case pfi intoxikaci rtznymi dév-
kami EDMM. V semilogaritmickém vyneseni je
zdvislost aktivity AChE mna dobé& od pod&ni OF
linedrni (obr. 1B). Smérnice p¥imky pak udava
velikost poklesu aktivity AChE v ¢ase. Vysledky
pro vSechny sledované OF jsou zndzornény mna
obr. 1—3. Je zFejmé, Ze pii nulové smérnici se
aktivita AChE neméni. Ze zavislosti regrese pfi-
mek na log. podané davky je moZné vypocist

Vypoétené prahové ddvky pro sledované OF, charakterizujici jejich uéinek in vivo:
a) prahovd ddvka byla stanovena viypoltem ze zdvislosti regrese poklesu aktivity vs. log podané ddvky,
b) prahovd ddvka byla stanovena vjpodétem ze zdvisiosti % inhibice AChE v 90. minuté intoxikace vs. log ddvky

v moldrnim ekvivalentu

Prahova davka
Latka a) b)
mcg/kg mol/kg mcg/kg mol/kg

EDMM 1,44 6,0X 109 1,05 5,0X109

(1,20—1,73) (0,78—1,34)
PMPF 0,036 2,0X 1010 0,024 10

(0,029—0,044) , (0,017—0,038) 1,3%10

IMPF et 1,0X10°9 021 1,5X10°9

(0,19—0,38) (0,14—0,28)
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Obr. 4
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Stanoveni prahové ddvky pro sledované OF ze zdvislosti
smérnice vs. log ddvky

Obr. 5
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Stanoveni prahové ddvky ze zdvislosti % inhibice AChE
v 90. minuté intoxikace vs. log ddvky v moldrnim ekvi-
valentu

davku odpovidajici nulové smérnici, tedy praho-
vou dadvku — IoD (obr. 4). Vypoétené prahové
davky pro sledované 1atky jsou uvedeny v tabul-
ce I.

Pro vSechny t¥i OF bylo dosaZeno rovnovazné-
ho stavu inhibice AChE (tj. stav, kdy se inhibice
AChE méni jiZ minimalné) v 90. minuté po poda-
ni latky. Stuperi inhibice AChE je v této dobé
z4visly pouze na koncentraci OF. PFi vyneseni
0% inhibice AChE (za 90 minut po podéni OF)
proti moldrnimu ekvivalentu podané davky
(mol/kg) v probit-logaritmické transformaci by-
lo opét moZné urcit prahovou davku. ProtoZe
v tomto pripadé vSak byla vypodtena extrapolaci
z probit-logaritmické transformace, nejde o dav-
ku ptisobici nulovou inhibici, ale o davku paso-
bici zanedbatelnou inhibici AChE (1% ), Io1D. Na
obr. 5 je tento vztah dokumentovan pro dva sle-
dované OF, v tabulce I jsou shrnuty prahové dav-
Ky, vypodtené obéma vySe uvedenymi zpisoby.

Na obr. 6 je vidét pribéh inhibice AChE krve

Obr. 6

9 innibice AChE

W
s 33 8§
| I

S0

( Wg-0b ) ndoqIqIyul - 29D43U82U0%

3

Inhibice krevni AChE selete PMPF (1) a EDMM (2) in
vitro
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selete EDMM a PMPF in vitro. Z téchto vysledki
je moZné odecist koncentraci inhibitoru, péisobici
in vitro 1% a 50 %, inhibice (o1 a Iso}. To1 je
obdobou prahové davky v podminkéach in vitro,
Iso reprezentuje konstantu, kterd se pro dany
typ inhibitoru bliZi velikosti disociaéni konstanty
komplexu enzym-inhibitor (12). Velikosti obou
konstant, které charakterizuji ucCinek sledova-
nych OF in vitro, jsou uvedeny v tabulce II.

Tabulka 11
Inhibiéni konstanty interakce krevni AChE selete
se sledovanymi OF in vitro

Latka Iso (M) To1 (M)
EDMM 4,3X10°9 3,2X 1010
(3,2—5,8) (2,5—4,3)
PMPF 1,3X10°9 2,3X 1011
(0,9—1,8) (1,2—4,8)
IMPF 5,2X 109 1,0X 1010
(3,6—7,1) (0,5—1,9)

Ani pro jeden sledovany OF nebyly pozorovany
pri podani uvedenych ddvek manifestni klinické
priznaky intoxikace.

Diskuse

Z vysledkl je zifejmé, Ze vSechny tfi OF prii
p. 0. podani pasobi inhibici AChE v Kkrvi, a to i pfi
podani pomérné nizkych dadvek bez manifestnich
pfiznakd otravy. P¥itom je inhibice AChE v orgé-
nech u otrav sledovanymi OF dosti odliSna: Pri
podéni ekviefektivnich davek vSech tfi sledova-
nych OF krysam byla pozorovana pro EDMM nej-
vys$8i inhibice v branici a meziZebernich svalech,
nejniz8i v mozku (5, 7). Pro PMPF byla naopak
inhibice AChE v bréanici minimalni a v mozku
dosahovala 100 % (4, 7, 22); v tomto organu byla
sledovana AChE je$té v pontu, prodlouZené mise
a frontalni kiiFe, kde také dosahovala 100 %, na
rozdil od bazalnich ganglii, kde byla pozorovana
inhibice jen asi 80—90 % (4). Pro IMPF byl po-
zorovan (3) u krysy podobny obraz inhibice
AChE v organech jako pro PMPF, ale selektivni
inhibice v ¢astech mozku byla vyjddfena jak
u krysy (3), tak u mySi (6) mnohem zietelnéji.
Z maSich vysledki vyplyvd, Ze obraz inhibice
AChE v krvi je pro sledované OF velmi podobny
a lisi se jen kvantitativné — ddvkou podle pouZi-
tého OF.

PFi srovnani koncentraci PMPF pisobici 1 %
inhibice AChE v Kkrvi in vitro s davkou, kteréa
AChE v krvi jiZ nealteruje, je vidét, Ze za pied-
pokladu homogenniho rozptyleni OF v téle, kdy
je davka vyjadfena jako koncetrace (mol/kg),
¢ini koncentrace pro stejny efekt in vitro asi
10—20 % z davky in vivo. Pro dalsi dva sledo-
vané OF je tento pomér niZ3i, jen asi 5—10 %.
Tento pomeér je zaroveil vyjadfenim koncentrace
OF inhibujici AChE v krvi, protoZe vZdy jde o ne-
kompetitivni inhibitory AChE (2, 11, 16, 17, 21).
Ze srovnani inhibi¢nich konstant in vitro a in

vivo je moZné usuzovat, Ze koncentrace OF, inhi-
bujici AChE v krvi je ¥adové 1010 — 1011 M. Sku-
tecnd koncentrace OF v krvi bude vy33i, protoZe
¢ast OF je spotfebovadna na inhibici nespecific-
kych esterdz a na vazbu s proteiny (13, 18—20),
popf. je kromé& EDMM detoxikovdna (14) a Cast
pronikd do jinych systéma, kde je OF bud me-
tabolizovan (jatra, ledviny), nebo ptisobi mecha-
nismem inhibice cholinesterdz v perifernim ¢i
centrdlnim nervovém systému vlastni toxicky
efekt.

Z vysledkl je moZné uzaviit, Ze i kdyZ se kli-
nicky pfi uvedenych davkéach otrava manifestng
neprojevuje a nekonéi exitem, je inhibice AChE
v krvi zna¢né a muiZe tedy slouZit jako velmi dob-
ré meéfitko pro diagnostiku zasaZeni organismu
OF.

Souhrn

Byla sledovana aktivita krevni acetylcholinestera-
zy selete v priib8hu perordlni intoxikace subletélni-
mi ddvkami téchto organofosfatii: O-etyl-S-(2-dime-
tylaminoetylester) Kkyseliny metylthiofosforité, O-pi-
nakolylmetyl fluorofosfonéat, O-isopropylmetyl fluo-
rofosfonat. Zadnd z uvedenych latek nepiisobila
manifestni klinické p¥iznaky otravy a vZdy byla inhi-
bovdna aktivita krevni acetylcholinesterazy. Ze za-
vislosti velikosti inhibice tohoto enzymu na velikosti
podané davky byly vypocteny prahové davky pro
sledované 1atky. Prahové davky byly porovnany
s koncentracemi ptisobicimi tutéZ inhibici acetylcho-
linesterazy in vitro. Bylo zjiSténo, Ze pro stejny efekt
in vivo je nutno vytvofFit 5krdt — 20krat vyssi kon-
centraci organofosfatu neZ in vitro. Vysledky potvr-
zuji, Ze inhibice krevni acetylcholinesterdzy je velmi
dobrym meérFitkem pro diagnostiku zasaZeni organis-
mu organofosfaty.

Podékovdni

AutoFi dékuji s. Marii Zechovské a Evé Voddkové za
velmi dobrou technickou spoluprdci.

Literatura

1. Aldrich, F. D.: Cholinesterase assays: their usefulness
in diagnosis of anticholinesterase intoxications. Chem.
Toxicol. 2, 1969, 445—448.

2. Aldridge, W. N.: The inhibition of erythrocyte cho-
linesterase by triesters of phosphoric acid. Biochem.
J. 54, 1953, 442—444.

3. Bajgar, J.: Casovd dynamika zmé&n aktivity acetylcho-
linesterasy pri experimentdlni intoxikaci O-isopropyl-
methyl fluorofosfondtem. Sbornik véd. praci VLVDU,
44, 1969, 57—69.

4. Bajgar, ]., Jakl, A.: Inhibice acetylcholinesterdzy krysi
krve a mozku pinakolylmetyl fluorofosfonatem. Voj.
zdrav. listy, 39, 1970, 253—255.

5. Bajgar, ]., Tulach, J., Pato€ka, ]., Jakl, A.: The inhi-
bition of acetylcholinesterase by two different orga-
nophosphorus compounds in vivo. 7th International
Symposium on the Chemistry of Natural Products,
Riga 1970, Abstract A-92, p. 192.

6. Bajgar, ]J.: Inhibition of acetylcholinesterase in diffe-
rent parts of the brain of mice by isopropylmethyl
phosphonofluoridate in vitro and in vivo. Arch. Toxi-
kol. 27, 1971, 233—241.



270 VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY ROCNIK XL. ¢. 6. 1971

7. Bajgar, ]., Tulach, J., Jakl, A., Patocka, J.: The diffe- 16. Patocka, J., Tulach, J.: Interaction of O-ethyl-S-(2-di-
rences in anticholinesterase action of some organo- methylaminoethyl)-methyl thiophosphonate with ace-
phosphorus compounds in vivo. Acta biol. med. Germ., tylcholinesterase. Coll. Czechoslov. Chem. Commun.
v tisku. 34, 1969, 3191—3195.

8. Ellman, G. L., Courtney, D. K., Anders, V., Feathersto- 17. Patocka, J.: Inhibition effect of isopropylmethyl phos-
ne, R. M.: A new and rapid colorimetric determina- phonofluoridate on tissue cholinesterases of mouse,
tion of acetylcholinesterase activity. Biochem. Pharma- rat and guinea-pig. Coll. Czechoslov. Chem. Commun.,
col. 7, 1961, 88—95. v tisku.

9. Jakl, A.: Klinicko-laboratorni diagnostika otrav_BOF 18. Polak, R. L., Cohen, E. M.: The influence of triorthocre-
v polnich podminkéach. Sbornik véd. praci VLVDU, 49, sylphosphate on the distribution of 32P in the body of
1970, 63—74. the rat after injection of 3?P-sarin. Biochem. Pharma-

10. Jakl, A.: Dealkylace inhibované cholinesterdzy a jeji col. 18, 1969, 813—820.
vyznam pro Kklinicko-laboratorni diagnostiku otrav  19. Polak, R. L., Cohen, E. M.: The influence of oximes on
BOF. Sbornik véd. praci VLVDU, 49, 1970, 75—88. the distribution of 32P in the body of the rat after

o o 32D i ”

11. Jando:f, J. B., Michel, H. 0., Schaffer, N. K., Egan, R., Tioation, of *Tearin. Rlachem. Eharmasol. 15, 1620,
Summerson, W. H.: The mechanism of reaction bet- :
ween esterases and phosphorus containing anti-este- 20. Polak, R. L., Cohen, E. M.: The binding of sarin in the
rases. Disc. Faraday Soc. 20, 1955, 134—142. blood plasma of the rat. Biochem. Pharmacol. 19, 1970,

12. Myers, D. K.: Studies on cholinesterases. 7. Determina- By—bal
tion of the molar concentration of pseudocholineste- 21. Tulach, ]., Beny$kova, L.: Druhové rozdily v afinitd
rase in serum. Biochem. J. 51, 1952, 303—311. hydrolaz k O-pinakolylmetyl fluorofosfonatu. Sbornik

13. Novgorodskaja, A. M., Rozegart, V. 1., Séerbak, I. G.: véd. praci VLVDU, 36, 1968, 51—6L.

Raspredélenije fosfororganiceskogo ingibitora choli- 22. Tulach, J., Jakl, A., Patotka, J., Bajgar, ]J.: Inhibice
nesterazy LG 63 v organizme krys pri rozli€énych put- cholinesteraz somanem a jeji vyznam v mechanismu
jach vvedenija. Vopr. Med. Chim. 14, 1968, 288—294. otravy. Sbornik véd. praci VLVDU, 1, 1969, 103—147.
14. Ornst, F.: Enzymatickd detoxikace BOF. Kandidatska 23. Vavra, ].: Cit. podle: Katalog programi na samod&inné
diserta&ni prace, Hradec Kralové VLVDU, 1967. poditate. VLVDU Hradec Kralové, 1969.
15. Patoc¢ka, J., Tulach, ]J.: VyuZiti samo€innych poc&itacht 24. Zechovskd, M., Bajgar, ].: Mikrometoda pro stanoveni

v enzymatické kinetice. 5. celostatni
sjezd, Brno 1969, Abstrakt p. 38.

biochemicky

cholinesterazy v krvi. 7. celostatni konference bioche-
mickych laborantli, Kladno 1970, p. 51—55.



