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SOUHRN
SttZejnim disledkem expozice organofosfaty je inhibice neuminaicetylcholinesterazy.
K profylaxi otrav je mozné substitn¢ pouzit enzym butyrylcholinesterazu. Ekonomicky

vyhodnou strategii je i reaktivace tohoto jiz intwaného enzymu.
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TITLE
In vitro reactivation of butyrylcholinesterase iinited by organophosphorus inhibitors of

cholinesterases

ABSTRACT
Inhibition of neuronal acetylcholinesterase is thest important effect of organophosphate
exposure. Enzyme of butyrylcholinesterase is pésdib use to profylaxis of poissoning.
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Seznam pouzitych zkratek:

ACR
ACh
AChE
ATP
AD
BuCh
BuChE
BuCh
CNS
DTNB
GIT
ChE
IPR
NPL
OF
OFlI
PNS
PB

armadaské republiky
acetylcholin
acetylcholinesterasa
adenosintrifosfat
Alzheimerova demence
butyrylcholin
butyrylcholinesterasa
butyrylcholin
centralni nervova soustava
5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
gastrointestinalni trakt
cholinesterasa
isopropylalkohol
bojové latky s nervavparalytickym @inkem
organofosforovy, organofosfat(y)
OF inhibitor
periferni nervovy systém
0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4



2. Uvod



Organofosforové slaeniny, pouzivané jako pesticidy a NPL, jsou vysoce
toxické latky, které v lidském organismu inhibujizgmy AChE a BuChE. Z klinického
hlediska ma #Si vyznam inhibice AChE. Vigledku jeji inaktivace dochazi v lidskégiet
ke kumulaci ACh s naslednou stimulaci cholinergnielseptoii. Vyslednym stavem je
cholinergni krize, kterd tize vést k trvalym nésledkn, v horSim pipac ke smrti.

Siroké dostupnost OF v oblastitpnyslu, vysoké procento pouzivani OF pesticidnich
piipravki a stale aktualni hrozba teroristického zneuZitidaWaji podit k novému vyvoiji
acinngjSich  antidot. Mezi doposud uZivanou antidotni perapatti anticholinergni
(symptomaticka) a raktivai (kauzalni) l&8ba. Reaktivani I&ba sestava z latek schopnych
reaktivovat inhibovany enzym, tzv. reaktivatoAckoliv se reaktivatory pouzivaji jiz vice jak
pul stoleti, doposud nebyl vyvinut reaktivator, ktérydokazal tinné pasobit proti vSem OF.
Novou potencionalni strategii by se mohla stat BuGéz by se vyuZivala jako scavenggr p
otravach OF, @ uz z profylaktickéhcti terapeutického hlediska. Tohoto enzymu je vSak
v krvi piilis méalo na to, aby dokazalovéka ochranit ped gipadnou intoxikaci OFReSenim
by bylo podani enzymu z vhodného zdroje. Jednouoznwsti zvySeni dinnosti takto
podavané BUChE je jeji reaktivace pomoci reaktidéatédy by byl enzym kontinuéén
reaktivovan reaktivatoremifpomnym v krevnim oéhu. Z hlediska mechanismu by se pak
jednalo o tzv. pseudokatalyticky bioscavenger. @eoistup by umoZznil snizit mnoZstvi
podavaného enzymu.

Souasti této diplomové prace je testovani reaktiva (Cinnosti vybranych
reaktivatofi BUChE inhibované OF pesticidy methamidophos aof@pbts-oxon. Poznatky
ziskané v této praci budou vyuzitii pledani optimalni terapie otravigobenych OF NPL a
pesticidy Katedrou toxikologie Fakulty vojenskétdyavotnictvi Univerzity obrany v Hradci

Kraloveé.
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3. Cil prace
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Cilem této prace bylo:

Charakterizovat OFI methamidophos a leptophos-axblediska jejich inhilgnich

vlastnosti w¢i lidské plazmatické BuChE (stanoveni ptai inhibice a hodnot
ICs0).

u triadvaceti vybranych reaktivatonavrzenych jako antidotdaiptravach NPL, OF
a karbamatovymi pesticidy, zjistit jejicm vitro reaktiva&ni innost u lidské

plazmatické BuChE inhibované vybranymi, vySe uvgdarOF latkami.
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4. Teoreticka cast
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4.1. Hrenos nervoveho vzruchu na synapsich

Na synapsich (specifické spojeni dvou netirgipadré neuronu a svalového viakna)
se fenos informace realizuje pomoci chemickych latelt, heurotransmitér (mediatod),
které jsou nashroméa&dy v synaptickych w&ich. Risobenim vzruchu se z vezikul uvnit
synaptického w&u tento neurotransmiter uvnlie do synaptické &tbiny a difuzi se
transportuje k postsynaptické memhrax této membrah se vaze na specifické receptory a
tim méni membranovy potencial cilového neuronu. Dle dktara molekuly mediatoru
pusobi na dany neuron @ilexcitainé nebo inhibéné. (1, 2)

Uvolnéné mediatory jsou ihned rozkladany séitg uvolovanymi¢i piitomnymi
enzymy, pop. jsou zachytavany gliovymi likami ¢i zpétné vsttebavany. Diky tomuto
mechanismu 1ize prokkhnout velmi rychle dalSi ipnos informace s novym uveéimm
mediatoru. Tento cyklus je velmi rychly (az 100&Idéymin.).

Vedle acetylcholinu p#&t mezi nejznargSi prenasSeée také dopamin, adrenalin,
noradrenalin, serotonin, glutamat, kyselipeaminomaselna, histamin, aspartat, glycin a

neuropeptidy. (2)

4.1.1. Cholinergni grenos

Synapse, v nichZz se realizujgéepos pomoci acetylcholinu (ACh), se oama jako
cholinergni. ACh je syntetizovan z exogémodavaného cholinu (potravou) a aktivovaného
acetatu (acetylkoenzym A) zd&ifomnosti enzymu cholinacetylazy. Po syntéze je A€h
vysokych koncentracich skladovan v synaptickyctcich, z nichZz se{sobenim vzruchové
aktivity za spolugdasti ionfi Ca&* uvoliuje a difunduje synaptickoug&binou k postsynaptické
membrag a vaze na integralni bilkovinu — cholinergni reoepTen se nachazi jednak ve
vegetativnich gangliich, jednak v organech inermyea parasympatikem (srdce, hladka
svalovina oka, mépvodu, bronch, cév a traviciho Ustroji,cetré slinnych, slznych a potnich
(inervovanych sympatikem) Zl4z. Existuji dva hlatygy receptak pro ACh: nikotinové (N)

a muskarinové (M), ixcemz oba disponujitiznymi podtypy v zavislosti na lokalizaci a
zpiasobu genosu signalu, pdapjejich afinig k ligandim. Pro N-cholinergni receptory jsou to
podtypy Ny hachazejici se ve vegetativnich gangliichyanid nervosvalové ploténce; pro M-
cholinergni receptory pak podtypy;Mteré se vyskytuji ve vegetativnich gangliich, v&al

v buikéach exokrinnich Zlaz, M srdci a M v hladké svalovi&
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Interakci ACh s receptorem se&mi prostorové usgadani postsynaptické membrany
a vznika tzv. ionofor (pdér). Timto ionoforemcreu dle koncentkaiho spadu proudit ionty
(K*, Na) a vznikly elektricky potencial se daletiSpo nervovém vilakh jako elektricky
impuls. (1, 3, 6, 26)

Uvolnény ACh pisobi jen kratce (cca 2 ms), néhje okamzi¢ eliminovan rkolika
zpisoby. Po navazani na receptor je jeh@tSiv ¢ast hydrolyzovana enzymy
acetylcholinesterazou, mé&mak butyrylcholinesterazou, na cholin a acetaytetb ACh je
zpstné vstrebavan presynaptickymi zak@mimi. Po rozloZzeni ACh se receptor vraci do
pavodniho stavu, ionofor membrany se uzavira a ddck@bnoveni fivodnich iontovych
poméra za dodani energie ve foémATP. (1, 3, 6, 25) Cilové efekty podr&hd

parasympatiku jsou uvedeny v tab.1

Tab. 1 Cilové efekty podr&id parasympatiku

mozek neklid, uzkost, kece, zGZeni, midza
oko midza
priadusky konstrikce
sliny 1 sekrece
zaludek, stevo 1 peristaltiky a sekrece
srdce negativni chromotropni, dromotropriiiek
cevy vazodilatace
kosterni sval kontrakce, stah svalu
Zluénik stah

4.1.2 Cholinesterazy

ChE pati jsou enzymy paici do skupiny hydrolaz &bicich esterovou vazbuijli
pati do podskupiny esterdz. ChE hydrolyzuji esteryinobhoPodle své afinity kifirozenému
substratu ACh se ChE¢ld na dw zakladni skupiny: acetylcholinesterazu (AChE) a
butyrylcholinesterazu (BuChE). (4)

4.1.2.1 Acetylcholinesteraza

Mrivrw s

lokalizovdna v neuronech, zejména na synapsichrytkoeytech, srdci a nervosvalové
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ploténce. V synaptické &bin¢ se nachazi wsné blizkosti receptoru, avSak neni s nim
totozné. (4,5)

Molekula AChE je tvéena d¥ma polypeptidickymitettzci —a a p. Na a-fetézci se
nachazi nejilezit¢jSi misto aktivniho povrchu AChE - tzv. katalytickéntrum, které je
tvofeno hydroxylovou skupinou serinu (esteratické miatkarboxylovou skupinou kyseliny
glutamové (tzv.a—anionické misto). V tomto katalytickém centru dézhk rozkladu ACh.
Na fetézci B se nachazi vazebna mista, tedy-gniotické ay-aniotické misto s hydrofobni
oblasti. Molekulova hmotnost AChE se pohybuje, @g¢ molekularni formy, v rozmezi
120 000 az 460 000 daltbn(4) Molekula AChE je zobrazena na obr. 1

Hlavni biologickda uloha AChE spivd v odbouravani ACh na cholin a kyselinu
octovou. Hydrolyza ACh katalytickym tgobenim AChE probiha vékolika stupnich.
Nejprve je ACh vazan kvarternim dusikem ma anionické misto enzymu a karboxylovou
skupinou na esteratické misto molekuly AChEg¢gmZz vznikd komplex enzym — substrét.
Odsgpenim cholinu vznika acetylovany enzym, ktery rgaguvodou na komplex kyselina
octova — enzym a tento se spontarirydrolyzuje na kyselinu a AChE. Enzym je pak
opctovre pripraven na fipadné Stpeni dalsi molekuly ACh. Mimo ACh ma AChE afinitu i
k butyrylcholinu (BuCh), &pi ho vSak velmi malou rychlosti. (4)

Obr. 1 Molekula AChE
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4.1.2.2 Butyrylcholinesteraza

BuChE je druhou hydrolazou spadajici do podskumsteraz. Je znama také jako
pseudocholinesterdza nebo nespecificka cholingsterd lidském &le je syntetizovana
v mnoha tkanich, zahrnujicich jatra, ledviny, srda@ozek; dale se vyskytuje se v pankreatu
a koluje v plazma. Stejreé jako AChE se i BUChE nachazi v neuronech a neiicbgl nové
studie dokonce ukazuji, Zetkteré neurondli populace vykazuji vyhradBuChE aktivitu.
Aktivita BUChE stoupa sé&kem (> 60 let)¢i u jedinai trpicich Alzheimerovou demenci.
BuChE hydrolyzuje oba enzymy, jak (BCh), tak (AClgjich analoga, avSak afinita k ACh
je niz8i nez k BuCh. (4, 25)

Molekula BUChE je tviena jednim polypeptidickyrifettzcem obsahujicimiiblizné
25 % sachariil Obdobr jako u AChE je katalytické centrum BuChE sloZeresteratického
mista ac-anionického mista, na povrchu BUChE se vSak nepypk f-anionické misto.
Molekulova hmotnost BUChE se pohybuje od 60 00G%® 000 daltod, dle jeji molekulatni
formy (monomer, dimer apod(4, 5) Molekula BUChE je znazamma na obr. 2

Biologicka funkce BUChE byla po dlouhou dobu nef@s je doposudiednetem
védeckého vyzkumu. Doposud zfigeé poznatky, tykajici se vyznamu BuChE v lidském

organismu, jsou shrnuty v tab. 2

Tab. 2 Role v lidském organismufigunzované BuChE

. Morfogeneze, cytogeneze a tumorigeneze

. Metabolismus lipoprotein

. Transformace beta-amyloidu na toxickou formiuA®D
. Scavengeripdetoxifikaci ugitych chemikalii

. Hydrolyza ACh v CNS synapsich

. Regulace bugtné proliferace a gatku diferenciacedhemcasného neuronalniho vyvojg
. FFeména ACh-enzymatické funkce v mozkii pD

. Tvorba a-beta peptidu

. Podil na hydrolyzegkterych I€iv — kokain, sukcinylcholin

14
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AD: Alzheimerova demence
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Absence aktivity BUChE nevede k Zadné fyziologiakéormalié. BUChE mé& spiSe
farmakologicky¢i toxikologicky vyznam. Experimentainse vyuziva fi Iécb¢ kokainové
zavislostic¢i jako specificky marker i diagnostice AD. V sotasné dob se testuje jako novy
profylakticky prostedek i otravach zpsobenych inhibitory ChE (ChEl). (25)

Obr. 2 Molekula BuChE

4.2. Inhibitory cholinesteraz

Dle charakteru a mista vazby na aktivhim povrchzyemw Ize inhibitory rozdit na
acylujici a neacylujici. Neacylujici inhibitory @miji vazebné misto enzyma tak brani
piistupu k ACh. Vazba tohoto typu je reverzibilni @tkodoba. Sejnim reprezentantem
skupiny reverzibilnich ChEIl je edrofonium. Vzhledeikijeho kratkému d&nku je
z terapeutického hlediska nevhodny, nicehémalezl uplaténi pid diagnostice onemoeni
myasthenia gravis.

Nejdilezit¢jSimi zastupci acylujicich inhibitaérjsou karbamaty a organofosfaty (OF).
Tyto latky reaguji s esteratickym mistem AChE, &texcyluji. Dekarbamoylace enzymu,
nutnéd @i hydrolyze karbamatu, trva obvyklekolik hodin. Po tuto dobu je funkce enzymu
blokovana. Mezi inhibitorem typu OF a enzymem g&v&i kovalentni chemickd vazba.
Odsepeni fosfatoveho zbytku, defosforylace enzymu, fekfpcky nemozna, vigledku

¢ehoz jsou inhibitory tohoto typu prakticky irrevimifni. (9, 27)
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Inhibitory ChE nasli své uplaini jako pesticidy, bojové chemické latky, a tento
acinek nalezneme ughterych I€iv v humanni medicih- cholinomimetik, anestetik, sedativ,
anxiolytik a antihelmintik, ale zejména se aplikoj Iécb¢ chorob, které souvisi s relativnim
nedostatkem ACh. Nedostatek tohoto mediatoru jgompen u ®kterych onemocini

nervového systému - u Alzheimerovy demetiaayasthenia gravis.

4.3. Organofosfaty

OF jsou organické sl@eniny fosforu, které nasSly praktické vyuziti vapryslu jako
zmekeovadla, hydraulické kapaliny, sléeniny pro nehilavé Gpravy #iznych material, ve
veterinarnici humanni medicijako I&iva ¢i jako sloweniny k vyzkumu nervovych funkci
a v neposlednfact také zejména diky svym vlastnostem (snadiiprgva a pouZzitelnost,
mimoradre vysoka toxicita a rychle nastupujictiiek na Zivou silu) ve vateém konfliktu
pesticidy. Sirok& oblast jejich pouziti a dostugriasiing toxickych OF utvé podminky pro
vznik intoxikaci fizné ethiologie. (3, 9)

» Pesticidy

Jako pesticidy jsou ozdavany chemické latky pouZzivané proti Skodlivydimitelim
rostlinného i Zivéisného fivodu. Pouzivani pestididprindsi na jedné strarpozitivni efekt
v podol& ochrany ped Skidci, na straé druhé ale zvysujici se podil pesticidede k pitniku
téchto latek do biosféry a do potravnitezce. (7)

V zemedélstvi nasli OF praktické vyuZitiipdevSim jako insekticidy, tj. latkyapobici
proti hmyzu (nap Metathion, Malathion, Actellic, In-stop aj.) (11)

V souwasné dob predstavuji OF vice jak polovinu insektigigpouzivanych v USA. OF
nahradily dive pouzivané insekticidy na bazi chlorovanych oigjaych slodenin (DDT,
HCD, aldrin, dieldrin), a to diky svému rychlémuzpadu, dikycemuZz nedochazi ke
kumulaci v Zivotnim progedi a v organismech. Tato vyhodna vlastnost vig#apna ukor
veétSi akutni toxicity w¢i ¢loveéku i zviratim. Smrtelna davka preélovéka je podle druhu
organofosfatu odhadovana v rozmezi od 5mg/kg azni@Bg po p.o. poziti. iP perkutanni
aplikaci je smrtelna davkariplizn¢ 2-3x vysSi. V zemich, kde se pesticidy tohoto typu
pouzivaji, zafi¢inuji kazdor@né velky paiet otrav, & jiz profesionalnich, suicidalnich nebo
nahodnych. Odhaduje se, Z&nm® dojde na celém & ke 3 miliomim pripadi otravy OF a

kazda desata ma pro@bfatalni nasledky. V ¢kterych rozvojovych zemich (nagValajsie)
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se 90% suicidalnich pokiiodehraje s pomoci pestididkdy se v 80% jedn& o pesticidy na
bézi organofosfét V zemich tetiho s¥ta se spdebovava jerctvrtina z r@&ni celosétove
produkce organofosfat presto fipada na jejich obyvatele 99% vSech uamrti na ikacii OF.
Nej¢astji dochazi k umrti po otravach OFGing. K otravam dochazfasto gimo na polich
pii poskiku bez pouziti ochrannych prostka (bryle, rukaice a chrany &d). DalSi velmi
castou picinou je nedodrZzeni karantény porogbo postiku. Za zdravi nebezpeé se
povazuje vstup do prostoru pigstt do 48 hodin, kdy je koncentrace pesticidu vyso8,
10)

» Bojové chemické latky
Mezi organické sloteniny fosforu pai nervow paralytické latky (NPL), které se

zejména diky své vysoké toxigitadi mezi nejvyznan#si a nejnebezgec|Si skupinu
bojovych chemickych latek. Mimo svou vysokou towicise vyznauji také rychlym
nastupem &inku a pfinikem do organizmu vSemi branami vstupu. Jejicliéaanje porérné
snadna i levna a jsou vojensky i teroristicky sragauzitelné. Bli se na d¥ velké skupiny,
které jsou obechozna&ovany jako G latky a V latky. Meziipdstavitele G latek pattabun,
sarin a soman. Z V latek jsou to VX latka a VR.

Toxicita NPL, stejs jako pesticid na bazi organofosfétje v organismu zjsobena

ovlivnénim cholinergniho f&nosu nervoveho vzruchu. (3)

4.3.1. Struktura a fyzikalné chemické vlastnosti OF

viv s

NejvétSi skupinou OF s vyraznymi biologickymiciaky jsou latky obecného vzorce

uvedeného na obr. 3

0]
R. ,0(8)

5N\
R(u) R()

Obr. 3 Obecny vzorec OF sk®nin
R'-R?.. disociovatelné skupiny (halogeny, kyanoskugibgtky organickychi anorganickych
kyselin nebo nedisociovatelna skupiny, vodik, aikyo aryl apod.) (3)
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Pesticidy byvaji odvozeny od kyseliny fosfomé, kdezto NPL pé#t negasgji mezi
derivaty kyseliny fosfonoveé, ménpak fosforéné. Obeca plati, Ze toxicita OF pestiaid
byva daleko nizSi nez toxicita NPL - estery kysglimsfonové maji vysSi toxicitu nez
analogické estery kyseliny fosf@ree. Struktura nejzn&jsich BCHL a pesticill je uvedena
na obr. 4-10

Q CH,
F— F|>—O—c|:H—c|;—C|.|3
CH, CH, CH,

Obr. 4 Soman

O
I CH,
F/P\ @] CH\
CH, CH,
Obr. 5 Sarin

I
NC= P~0~Cyf,

N
7\

H,C CH,
Obr. 6 Tabun

s
e _CH—CH,
H,C— P—S—CH,CHN
O—C,H, CHTCH,
CH

3

Obr. 7 VX
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I ~CH,§
F—P—0O—CH,CH,N
| N
CH3
7\
H,C CH,
Obr. 8 GV

Na obr. 4-8 Jsou uvedeny chemické struktury nejgjdéch NPL [3]

C,HO_ X

N 7

/P\
CHO O NO,

Obr. 9 X = O...paraoxon
X = S...parathion

I
Cl~__N.__O—P—OCH,CH,
X |
OCH,CH
| _ 2 3
cl Cl

Obr 10 chlorpyrifos

Na obr. 9-10 jsou uvedeny struktugkterych OF pesticidl

4.3.2. Osud v organismu

OF pronikaji do organismu v8emi branami vstupuitppofesionalnim poskozeni

negasgji inhalatni cestou, perkutagrti pies spojivky u gimého zasazenig pti nahodnych

¢i suicidalnich otravach pak zejména peratal’v mist€ vstupu obvykle nedrazdi a

bezprostedre vétSinou nevyvolavaji ani népgemné subjektivni pocity. (3)

Po vstupu do organismu prochazi ©fyfmi hlavnimi fazemi dinku: resorpci,

transportem, metabolizaci a vlastnim toxickym efekt Vlastni toxicky efekt je realizovan
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pouze zlomkem podané davky OF, zbytek davigdgptavuji ztraty, vznikajici négn&jsSim
zpasobem. Ztraty mohou podle druhu OF dosdhnout 8®&. V krevninmrecisti reaguji OF
s cholinesterazami a dalSimi hydrolazami (mj. i BEEL a s dalSimi bilkovinami plazmy.
Faktu, Ze vazba OF na esterazy nevyvolava na ramtliinhibice AChE Zzadné Klinické
piiznaky intoxikace vyuZivaji dkteré nové fstupy k prevenci a &¢ akutnich intoxikaci
témito noxami. Tyto esterazyupobi vieCisti jako scavengery (vychytdsia a brani tak
dalSimu postupu OF do organismu &azayji ho z vlastniho toxickéhaiaku. OF jsou dale
Z krevnihoreCiste transportnim systémem zaneseny na misto metabelatoxického efektu.
Metabolizace zahrnuje detoxifi&ai reakce zejména v jatrech, exkreci a interalenzymy —
takto navadzany OF je ¢pvyiazen z dalSihodinku. Metabolizace v3ak zahrnuje i oxida
vyplavena zpt do olghu a zfisobit tak dalSi vinu intoxikace.dkteré NPL (zejména soman)
mohou vytvéet depa v tukové tkani, z nichz je latkaébpostupg vyplavovana do
organismu. V misttoxického efektu (CNS, PNS &kieré efektory) OF inhibuje AChE. (3,
11)

4.3.3 Mechanismus toxického &inku, dealkylace

OF blokuji zivotg dulezité esterazy, ipiemz samotny toxicky dinek vyplyva
z inhibice AChE na synapsich CNS a PNS. InhibovaG&aE jiz nentize Stpit ACh a na
téchto cholinergnich synapsich dochazi k hrotndadACh a tedy v podstatk endogenni
intoxikaci ACh, ktera nastane visledku jeho zvySené koncentrace na cholinergnich
receptorech. (11, 3)

AChE je inhibovana mechanismem kovalentni vazbyn@Isteratické misto enzymu,
diky cemuz je toto misto blokovano pro vazbu s ACh. Taktaikly komplex OF-AChE
(fosforylovany enzym) se vodou hydrolyzuje velminpadu, a proto je AChE pro normalni
funkci zablokovéana. [4]. Znovuobnoveni aktivity AEhprobiha spontagnvelmi malou
rychlosti. Reaktivaci je mozno urychlitiganim rékterych reaktivatar cholinesteraz (nap
oximi). U nekterych OF (soman) vSak probih& po navazani latkgldivniho mista enzymu
d¢j zvany dealkylace, coz je chemicka reakci#, kperé je jedna z alkoxylovych skupin
navazanych na fosfor odpena dinkem vody ve formy alkoholu. Proces dealkylace nemé
vliv na toxické vlastnosti OF, protoZe jak inhiboyatak dealkylovany enzym mé sniZenou,
resp. nulovou aktivitu a tedy néte vykovavat svoji fyziologickou funkci. Velky vyam
této reakce vSak spiva ve zméné vlastnosti inhibovaného enzymu vtom smyslu, Ze

dealkylovana AChE nenitistupna dinku reaktivatoi ChE, tzn., Ze neni mozné za pomoci
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chemickych latek znovu obnovit jeji aktivitu — réiakvat ji. Rychlost dealkylace je zavisla
na dok kontaktu enzymu s OF a na chemické strite&k@F. (3, 4, 15)

RIO. O HO  ,O
P + H20O — P! + RI1-OH
R2” “o.E R2 0.

Schéma 1 Dealkylace fosforylovaného enzymu

4.3.4. Klinicky obraz akutni intoxikace

Symptomy intoxikace OF vychazeji gitku nahroma&hého ACh na synapsich —
tedy ze zvySeného tonu parasympatiku. Podle redgpt@ kterych dochazi ke kumulaci
ACh, se intoxikace projevuje muskarinovymi, nikawymi a centralnimi fznaky. Rehled
piiznaki intoxikace je zobrazen v tab. 3

Tab. 3 Fehled giznaki intoxikace OH3, 8)

zornice midza
ciliarni sval poruchy akomodace
spojivky a nosni sliznicé piekrveni

slinne, Vslgne a potni 1 slirgni, slzeni, poceni
O Zlazy
3 dychaci cesty 1 sekrece v HDC i bronSich,
= bronchokonstrikce
g hIadk? S\{alovma ,GlT a 1 peristaltika, tenesmy, poruchy mikce a defekdce
) moc¢ového systéemu
= srdce bradykardie | TK

kosterni svalstvo svalova slabost, paralyza

= respirani systém omezeni ventllace,f.tgée, paralyzg'dgfchacich svua
IS bronchokonstrikce} bronchialni sekrece
IS
— bolesti hlavy, Uzkost, endai labilita,
% napsti, neklid, dekoncentrovanost,
= zavrat, depresivni stavy,
§ zmatenost, ataxie, bexlomi
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Nastup piznaki intoxikace a jejich intenzita zavisi na davce astcevstupu
organofosfal do organismu. Néas€jSim zpisobem otravy u OF byva peroralni intoxikace,
ktera mize vzniknout nadhodnci pii suicidalnim umyslu. Podle davky a v zavislosti na
toxicit¢ pozitého OF seifznaky projevi za cca 15 min. — 2 hod. Jedna iselqvSim o
gastrointestinalni ifiznaky, charakterizované jako bolesticha kolikovitého charakteru a
nevolnosti, ktera rive gejit ve zvraceni. Dale se projevi svalova slabosigsti ve svalech,
ztizené dychani a zhorSené &nd Mohou se objevit pocity Uzkosti, bolesti hlavy,
nesoustednost, hyperxcitace nebo utlum. Objekévje pozorovana midza, ktera zejména
v ¢asnych stadiich nebyva vyrazna, objevuje se bradikazvraceni, zvySeny svalovy tonus
kie¢e a bezedomi, pokles krevniho tlaku a kdbma.

U inhala&ni formy intoxikace jsou v porovnani s intoxikacdpzvyrazgny priznaky
ztizeného dychani, vice vyj@ha midza a travici obtiZze nejsou tak vyrazné. xyéajsou
piiznaky centralni. Také fioch otravy je rychlejSi, fiznaky se projevuji jiz po &kolika
minutach.

U perkutanniho zasaZeni nastavajzpaky za 2-3 hod. Midza byv&tginou dosti
nevyrazna, fidavaji se gastrointestinalni obtize, faéechové obtize a centralrfiznaky.

Akutni intoxikace probiha formou lehkéjedire tézke ¢i téZké otravy. Zatimco lehka
otrava vznika po latenci 10 min. az 2 hodin a jarakterizovana zejména centralnimi a
muskarinovymi piznaky, stedré t¢Zka otrava nastava po kratSi ddatence — do 1 hodiny
latence a uplauji se zde i nikotinové ffznaky. ®Zka otrava je typickd postupnym
vystupiovanim vSechit typa ptiznaki. Otrava vznika v zavislosti na bramstupu a davce
OF velmi kratce po expozici — minuty az 1 hod. Smastava nasledkem bronchospasmu
nebo paralyzy fi¢né pruhovaného svalstva, popu latek s vyraznymi centralnimiciaky
nasledkem centralniho Utlumu dechidagmi byva obvykle dlouho zachované. (3,8)

Kontakt s ukitymi OF latkami (nap tri-o-kresylfosfat) niZze vyustit v tzv.
neurotoxicky efekt. Neurotoxicky ¢inek neni podmign inhibici AChE, ale vznik&
fosforylaci jiného enzymu, tzv. neurotoxické estgraktera je pitomna v nervove tkani.
Jedna se o stav, ktery se manifestujbligné za 8 dni az 1 gsic po expozici OF a je
charakterizovany motorickymi a senzorickymi poruohaa histologickymi zrdnami
v perifernch neuronech (degenerace @ixamasledna degenerace myelinu). Klinickyglgh
zahrnuje fazi cholinergniho dréid projevujici se sekreci z HCD, slzenim, faryrmigiti,
laryngitidou; mize se vyskytnout i dysfagie. Déle se vyskytuji bblaz parestezie koatin.

Typickym priznakem u vS8ech postizenych jsou bolesti g&ekv lytkach. Bhem rekolika
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hodin pak nasleduje obrna volnich potiyktera se v pitbé¢hu dalSich dni zhorSuje. Obrna
za&ina distalg a Sfi se proximaly, horni koretiny jsou postizeny dnem 1-2 tyda;
senzitivni inervace byva zasazena minimal8tadium paralyzy trva 1-2 dsice. Po ni
nasleduje stadium denervace, zejména malychi svahich i dolnich kotetin a dale &Zka
atrofie sval rukou i nohouCasové rozmezi pro tuto fazi se udava mezi 2s6ioh Obdobi
rekonvalescence e byt velmi dlouhé; sklony ke spasticia abnormalnim Slachovym
reflexaim mohou petrvavat i po desitkach let. Specificka terapie raaljici vzniku

neurotoxického €inku a jeho progresi v séasné dob neni znama. (3, 5, 8)

4.3.5. Chronické otravy

Chronické otravy vznikaji iip opakované expozici nizkymi koncentracemi OF. Po
opakovném fisobeni malych davek OF dochazi k postupné inhlB@hE na cholinergnich
nervovych synapsich a k senzibilizaci recefptoa zvySenou hladinu ACh. Smrt pakize
nastat i po malém mnozstvi OF. Toto obdohizen byt zcela bezfznakové, gkdy se
vyskytuji nespecifické obtizet@devSim centralniho charakteru (zvySena hyperngtkti

emani labilita, poruchy spanku, zvySena unavnost). (3)

4.3.6. Diagnostika, terapie

Pro rychlé a spravné stanoveni diagnozy jeita gedevsim anamnéza, zejména
prikaz kontaktu s OF, dale vygeni klinického stavu otraveného a laboratorni \g$et

Z krevnich vySdeni je nejvyznam¥)Si stanoveni aktivity krevnich cholinesteraz.
Aktivita plamzatické cholinesterazy slouzi k detekakutni otravy, zatimco aktivita
acetylcholinesterazy ffiomné v erytrocytech je vhodna pro hodnoceni dibnajici,
chronické expozice OF. OF inhibuji jak plazmatickOHE, tak AChE na synapsich a proto
stanovena aktivita CHE v plazmkoreluje s inhibici enzymu nezbytnéhadi gienosu
nervového vzruchu. [12] Zakladni hodnoty aktivityCAE jsou interindividuaka variabilni,
proto je dilezita dynamikadchto hodnot. Vzestup aktivity AChE o 15 — 20%héem prvnich
3 — 5 dnii je prikazem otravy. BUChE v plaznu akutnich otrav nekoreluje s tiZi otravy, u
tézkych otrav niZze byt i normalni a jeji stanoveni se hodi spike @ologicky expoazini test
u pracujicich s organofosfaty. (13)
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U rekterych OF (nap parathion), kde je metabolitem p-nitrofenol, j@zno nalézt
jeho zvySenou hladinu v mio Tento ukazatel vSak poukazuje pouze na grmu expozici,
jeho hladina nekoreluje stizi otravy. Definitivpbtvrzeni diagndézy je mozné pomoci
specializovanych vySgni (test reaktivovatelnosti, volny Gir jeho metabolity v krvi). (3,
13)

Vzhledem k vysoké toxiait OF, rychlému nastupucinku a ohroZzeni zakladnich
Zivotnich funkci musi byt terapie dosi&ie rychla, radikalni a komplexni. V ramci prvni
pomoci je teba zabranit dalSimu goriku inhibitoru do organismu — opégi zamdeneho
prostoru, pi bezwdomi vyneseni zasazeného, odsimarpotisréného odvu, oplachnutici
omyti kiZze, vyplach spojivek (voda, 2% roztok bikarbonafB). Ri nutnosti KPR by rdl
zachrance dbat osobni bezpesti, zejména pakiptechnice umlého dychani individuakh
zvazit pouziti ochrannych paroek (Ustni rouska)/ ptipadech peroralnich otrav se vyvolava
zvraceni; podavani mléka, alkoholu attuke kontraindikovano. Lavaz Zaludku je mozno
provést do 4 — 6 hodin po expozici; vysoké davkivalkho uhli se podavaji igkolik dni.
Kazdou osobu otravenou OF je nutno hospitalizqwakud mozno na odd. ARO nebo JIP na
dobu nejméd& 24 hodin se zaji8him jejiho monitorovani. (3, 8, 13)

Z&klad I€by otrav OF sp&ivA v aplikaci antidotni terapie: anticholinergik
(symptomatickd terapie) a reaktivat@€@hE (kauzalni terapie). (11)

Z anticholinergik je lékem prvni volby na celémétsv atropin, ktery zabrauje
navazani akumulovaného ACh na cholinergni rece@dak brani jejich nadémeé stimulaci.
Atropin antagonizuje ¢&inek nahromaghého ACh pedevsim na perifernich muskarinovych
receptorech. Vzhledem Kk obtiznému prostuptesphematoencefalickou bariéru mén
ovliviuje priznaky centralni; ifiznaky nikotinové (svalova slabosi paralyza) nejsou
ovlivnény takkka viibec. Davka a Zjsob podani se odvozuje od zavaznosti staiideimz
hlavnim indikatorem nasledné velikosti a frekvepoelavani dalSich davek je atropinizace
pacienta (suchost sliznic, Ustup bronchialni sekracpoceni, &ervenani kze, zrychleni
tepové frekvence, zlepSeni klinického stavu). tédstich a &kych otrav je mozné &éu
atropinem doplnit o peroralni podani Benactyzinterk mirni centralni &nky otravy a
piiznivé ovliviuje i jeji kiecovou slozku. (3, 13) Na zakladckxperimentalnich vysledkse
jako dalsi vhodna anticholinergika gepahou centralniho ¢inku jevi biperiden nebo
skopolamin, je vS8ak mozno pouZit i dalSi anticteigika. (11) Zjsob aplikace a velikost

davky pro jednotlivé medikamenty jsou uvedeny v tab
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Tab. 4 Davkovani a Zpob aplikace jednotlivych anticholinergik

davka v mg

funk &ni antidotum p.o I.m. V.

dosgli 2-5 2-5
Atropin déti (dle weku) 0,5-2 0,5-2
Benactyzin
Skopolamin 0,5-1,0 0,5-1,0
Trasentin 50 -100 50 -100
Tiphen 20 - 30
Tropacin 10-125

K tomu, aby vymizely nebezpeé giznaky otravy je pdeba obnovit alesgozlomek
normalni enzymové aktivity. Spontanni aktivita CHE vSak obnovi az po neosyntéze
molekul enzymu, coz trva relati¥rdlouhou dobu — regenerace cholinesterazy v mozku t
priblizn¢ 50 dni; aktivita erytrocytarni CHE se obnovi aZl@@ dni. (14) Reaktivatory AChE
umoziuji ndvrat k normalnimuipnosu cholinergniho nervového vzruchu cestou nesdei
inhibované AChE. Oximova skupinachto reaktivatal reaguje s fosfatem inaktivovaného
enzymu a dochazi tak k hydrolyze fosforylovanéhayeru. (8, 11) Reaktivatoryugobi

hlavne na nikotinové acasténé i CNS piznaky, mohou zabranit vzniku opaie

vvvvvv

viv s

hod., resp. v prvnich 24 hod.). Pokud se po pnaicd stav postizeného nezlepSi, pop
nedojde-li ke zvySeni hodnot aktivit ChE, oximy bgnely byt dale podavany (zejména
neni-li diagndza jasna). (8, 13}i RlepSeni klinického stavu je moZno opakovat pddan
reaktivatory jsou monopyridiniové (pralidoximgi bispyridiniové oximy (obidoxim,
methoxim, trimedoximéi oxim HI-6). Zadny z dosud znamych reaktivditohChE vsak
nedokaze efektivh reaktivovat AChE inhibovanou v3emi znamymi orgastdty. (16)

Zpusob aplikace a velikost davky pro jednotlivé oxijpgu uvedeny v tab. 5
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Tab. 5 Davkovani a zgob aplikace jednotlivych oxim

davka v mg
latka i.m. AYA
Pralidoxim jodid 0,5-1,0 0,5-1,0
Pralidoxim chlorid 0,5-1,0 0,5-1,0
Obidoxim 0,25 0,25
Trimedoxim 0,20 - 0,25 0,20 - 0,25
Methoxim 1 1
HI-6 0,8-1,0 0,8-1,0

Jako podprnou terapii otravy OF lze pouZzit serum cholinestam humanum, které
suplementuje chyjici cholinesterazu. Davkovani je velmi rozdilnéyislé na mnozstvi v
krvi kolujicich OF. Melo by byt tak vysoke, aby doSlo k vzestupu aktivitlye v seru pokud
mozno na dolni hranici normalnich hodnot. ¥b& je dopordovano pokrdovat do trvalé
Upravy aktivity ChE k normalu. (17)

Kromeé specifické terapie je nutno zajistit monitorovuuistizeného, dle jeho stavu
fidit ventilaci, g vyskytu centrald vyvolanych keci pouzit tlumici latky (nap diazepam),
symptomaticky I&it silnou bronchialni sekreci, eventu&lnkorigovat acidobazickou
rovnovahu. (14)

4.3.7. Prevence intoxikace; farmakologicka profylag

Pri praci s jedy je nutné dodrZzovat zasady beémpsti prace, a to jak z hlediska
ochrany Zivotniho progdi, tak z hlediska pracovnika. Jde o dodrZovakimo vyrobce,
technologickych postupa pokyri pro likvidaci jedu po skafeni jeho pouziti. Zakladni
sestavu ochrannych pdicek WtSinou tvd@i ochranny o&v pro postik, bryle, Stit nebo
respirator, gumoveé rukavice a holinky. Ochranné {oky musi byt v ptadku a musi se
denrg kontrolovat, protoZze poSkozené nebo nedokonaleot®imd ponicky mohou byt
pii¢inou otrav. (3)

Kazdy gislusnik ACR je pro pipad expozice OF vybaven tzv. individualnim

protichemickym bali
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