Dr. Maté Laszl6 mérnok alezredes, Dr. Wolf Imre

Kolineszteraz reaktivatorok hatdsossaganak
vizsgalata kisérletes dimetoat mérgezésben

Erkezett: 1985. 11. 12.

Kulcsszavak: reaktivatorok, dimetoat, atropin, kolineszteraz

A kolineszterdz bénité dimetoat mérgezésben az enzimreaktiva-
torok hatdsossagarol sz6l6 irodalmi adatok ellentmondék. Ennek tisz-
tazasara végeztek vizsgalatokat a szerzék. Megallapitottak, hogy in
vitro jol reaktivalhaté az in vivo bénitott vér és agyi kolineszteraz
2—PAM-mal, Toxogoninnal és HI—6-tal. Kimutathaté az in vivo
alkalmazott reaktivatorok enzimreaktivalé hatéasa is. Ennek ellenére
a reaktivatorok az atropinnal kombinalt kezelésben csokkentették
a kolinolitikum terdpias hatasat, ezért dimetoat mérgezésben a vizs-
galt reaktivatorok adasa kontraindikalt.

A novényvédbszerek nagylizemi és haztaji gazdasagokban tortént elterjedésével
viszonylag nagy szdmban fordulnak el6 ezekkel a szerekkel mérgezések, melyek ko-
z0tt vezetd helyen szerepelnek az dngyilkossagi szandékkal elkovetett mérgezések (7).
Meérgez6 anyagot tekintve a dimetoat (Bi-58) vezeti a listat (12, 13, 16, 27).

A dimetoat foszforsavészter, amelynek toxikus hatasa els6sorban a kolineszteraz
(ChE) bénitasan keresztul nyilvanul meg. Az antikolineszterdz mérgezések egyik speci-
fikus antiddtuma az atropin, amelynek muskarin receptor blokkol6 hatasa fliggetlen
az antikolineszterinaz kémiai szerkezetétél. A masik specifikus antidétum, az enzim-
reaktivator hatdsossaga azonban jelent8s mértékben fiigg egyrészt az antikolineszte-
raz, masrészt a reaktivator kémiai szerkezetét6l, igy adott intoxikacio esetén a reak-
tivatorok alkalmazésa megfelel6 mérlegelést igényel.

A dimetoat mérgezésben alkalmazott enzimreaktivatorok hatasossagét illetGen
az irodalomban ellentmond6 adatokat taldlunk. Zech és mtsai (26) a dimetoattal
bénitott 16szérum ChE-hez adott Toxogonintél tovabbi aktivitdscsokkenést tapasz-
taltak. In vivo kisérleteikben az LD mennyiséggel szajon at mérgezett egerek
Toxogonin, illetve 2-PAM kezelés utan mind elhullottak, ami a toxicitas fokozoda-
sara utal. Sanderson és Edson (21) dimetoattal mérgezett patkanyokon 2-PAM kezelés

Kémiai elnevezések

Dimetoat: 0,0-dimetil-S-(N-metil-karbamoil-metil)-ditiofoszfat.

DDVP: 0,0-dimetil-2,2-diklor-vinil-fo8zfat.

2-PAM (pralidoxim): 2-hidroxiimino-metilpiridin-I-metiljodid.

Toxogonin (obidoxim, LUH—6): -bis-(4-hidroxiiminornetil-piridin-l1)I(-metil)éter-diklorid.
H I—B: (2-hidroxiimonometil)-piridin-(1)-metil(—)(4-karbamoil)-piridin-(I/metil)éter.
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utan nem észleltek javulast az allatok allapotaban. Lundi és Trambky (15) szerint
a dimetoat rezisztens a hagyomanyos oxim terdpiaval szemben. Kisielinski és mtsai.
(10) viszont kimutattak, hogy a Toxogonin ndveli a bénitott vér aktivitasat és ked-
vezben befolyasolja az allatok talélését. Erdman (3) Toxogonin kezelés hatdsara a
plazma pseudo-kolineszterinaz (BuChE) aktivitasanak cstkkenésével egyidejlleg a
vorosvértest acetilkolineszteraz (AChE) aktivitasanak novekedését figyelte meg.

A dimetoat mérgezés nagyszamu hazai el6fordulasa, és ennek kapcsan a reakti-
vatorok terapias alkalmazasanak hatasossaga korili bizonytalansag tisztazasara vé-
geztlink in vivo és in vitro vizsgalatokat.

Munkank soran arra kerestlink valaszt, hogy kisérletes dimetoat mérgezéshen
a reaktivator hogyan befolyasolja a vér ChE aktivitasat, az in vivo bénitott ChE in
vitro reaktivalhaté-e, és végul a reaktivatorral kombindlt atropinkezelés milyen
mértékben hatasos vagy karos.

Anyagok és modszerek
In vivo kisérletek

Kisérleteinkben CFY torzsli 180—220 g sulyl him patk&nyokat hasznéltunk,
amelyeknek 16 6ran &t tortént éheztetés utdn gyomorszonddn 4t adtuk az 50%
propilénglikol—viz elegyben oldott 95% tisztasagl dimetoatot (VEB Chemiekombi-
nat Bitterfeld). Mérgezés el6tt majd a mérgezést kovetben 1, 2, 3, 4, 5, 6 éra mulva
farokbdl vett teljes vérb6l, mddositott Ellman modszerrel (18) hataroztuk meg a ChE
aktivitast. A reaktivatort (Toxogonin, Merck) mérgezés utan adtuk intraperitoneali-
san az alébbi kisérleti elrendezésben:

1 csoport: csak olddszert kapott (propilénglikol—viz)

2. csoport: 3X25 mg/kg Toxogonin (0; 1 és 2 érakor)

3. csoport: 300 mg/kg dimetoat

4. csoport: 300 mg/kg dimetoat és 3X25 mg/kg Toxogonin (0,5; 1,5 és 2,5 éra

mulva)

5. csoport: 300 mg/kg dimetoat és 3x50 mg/kg Toxogonin (0,5; 1,5 és 2,5 6ra

mulva)

6. csoport: 300 mg/kg dimetoat és 11X 10 mg/kg Toxogonin (0,5; 1; 1,5; 2, 2,5;

3; 3,5; 4; 4,5; 5 és 5,5 6ra mulva)

7. csoport: 25 mg/kg dimetoat

8. csoport: 25 mg/kg dimetoat és 3X25 mg/kg toxogonin (0,5; 15 és 2,5 6ra

mulva).

Egy-egy csoportban 8 allat volt (a kontroll csoportokban: 1., 2. csoport, 5-5
allat). A mért értékeket a mérgezés el6tt mért alapaktivitds %-ban fejeztik Kki.
A tdblazatokban és az dbrakon a 8 (5) allat atlagat és a szorést (SD) tuntettik fel.

Az atropin, illetve az atropin- és reaktivator kombindlt kezelés hatasatl40—
160 g sulyd him patkédnyokon vizsgaltuk. A mérgezést 300, 350, 440, 550 és 800 mg/kg
dimetoattal az el6z6ekben emlitettek szerint végeztik. A kilénb6z6 dézist dimetoat-
tal mérgezett allatokbdl 5-5 csoportot képeztiink (dsszesen 25), 10—12 allattal cso-
portonként, amelyek a mérgezést kdvetden 0,5; 3 és 6 6ra malva az alabbi kezelést
kaptak ip. :

1 csoport: 0 (csak dimetoatot kapott)

2. csoport: 3X 15 mg/kg atropinszulfat

3. csoport: 3X 15 mg/kg atropinszulfat-f 3X 25 mg/kg 2-PAM
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4. csoport: 3x 15 mg/kg atropinszulfat+ 3X25 mg/kg Toxogonin

5. csoport: 3X 15 mg/kg atropinszulfat-f 3X25 mg/kg HI—6.

A 2-PAM Raschig gyartmanyu volt, a HI1—6-ot prof. Nador bocsatotta rendel-
kezésuinkre. Az allatok elhullasat 48 6ran at figyeltiik. Az elhullas alapjan probit-
analizist (4) végeztink.

A szamitdsokat az altalunk készitett PASCAL nyelvii programmal ZEMA
TWIN (Apple I1) személyi szamitogépen végeztik.

In vitro kisérletek

A dimetoat in vitro inhibiciés hatasat, valamint az igy bénitott vér reaktival-
hatésagat human véren vizsgaltuk. Milliliterenként 500 //g dimetoatot és (illetve)
50 pg Toxogonint adtunk 50 y\ dssztérfogatban a teljes vérhez, a mosott voros vér-
testekhez és plazmahoz, majd meghataroztuk a teljes vér, mosott vorosvértestek és
plazma aktivitasat. Az inkubécids id6 mind a dimetoat, mind a Toxogonin hozza-
adésa utan 30 perc volt. A kontroll mintdkhoz 50 ul fiziolégias séoldatot adtunk, 5
parhuzamos mérést végeztink.

Az in vivo bénitott vér és agyi ChE reaktivalhatdsidganak vizsgalatara 4-4 &lla-
tot 300 mg/kg dimetoattal szajon 4t mérgeztiik, majd 120 perc mulva elvéreztettik.
A heparinnal kezelt 1 ml vérhez 20 /A térfogatban adtuk a reaktivatorokat (Toxogo-
nin és 2-PAM), hogy azok végkoncentracidja 10~6, 10-5, 10~4, 10~3 mol/1 legyen.
A 10~3 mol/1 koncentréaciéju vérekbdl 5, 10, 15, 20, 25, 30 és 45 perc mulva 5
mintat vettlink, és meghataroztuk a ChE aktivitasat. A tobbi koncentracional 30
perc mualva végeztik el az aktivitdsmérést.

Az allatok agyat desztillalt vizzel 1:9 ardnyban potteren homogenizaltuk. A ho-
mogenatokat a vérhez hasonldan vizsgaltuk. A vér ChE aktivitasat a mérgezés el6tt
mért aktivitds %-&ban, az agyi aktivitast 1 g nedves szoveti stlyra szdmitva nkat-
ban fejeztik ki. (Kontrollként 20 intakt allat agyanak ChE aktivitasat meghatarozva
azt 104+5,2 nkat/g-nak talaltuk.)

Eredmények

In vivo kisérletek

Az in vivo reaktivalasi kisérletek eredményeit az /. tablazat tartalmazza.

Az 1. dbran tintettik fel a dimetoat oldasara hasznalt és szajon at adott propi-
lénglikol—viz (kontroll), valamint a reaktivalas soran ip. adott 3X25 mg/kg Toxo-
gonin hatasat a vér ChE aktivitasara.

A kezeléseket kovet6en az aktivitas mindkét csoportnal enyhe emelkedést mu-
tat, amely 4 6ra mulva éri el maximumat. A két goérbe kdzott nincs szignifikans k-
I6nbség. Ezek kozel parhuzamos futasa arra utal, hogy inkabb a kezelés altal kivaltott
trauma, mintsem az alkalmazott vegviletek okozzak a ChE emelkedést. Ennek alap-
jan a tovabbi kisérleteink soran nem alkalmaztunk korrekciot a mért ChE értékeknél.

A 300 mg/kg dimetoattal szajon at végzett mérgezés utan a vér ChE aktivitasa
jelentdsen csokken az els6 2 6raban, (2. dbra, L gorbe), de ezt kdvet6en mar nincs
szamottevd valtozas.

A 25 mg/kg ip. adott Toxogonin er6sen mérsékli a ChE aktivitdsanak csokke-
nését az elsd és masodik kezelés utdn (0,5 és 1,5 dra). Ez a mérsékl§ hatas még a 3.
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1. 4bra Az oldészer (50% propilénglikol—viz) és a 3x25 mg/kg Toxogonin hatdsa a patkanyvér
ChE-aktivitasara

kezelés utan is megmarad, noha csekélyebb meértékben (2. dbra, 2. gorbe). A reaktiva-
torral kezelt és kezeletlen allatok csoportjai kdzott a ChE aktivitasi értékek még 6
6ra mulva is szignifikansan (P<0,05) eltérnek.

A reaktivator kezelést gyakrabban, de kisebb doézisban (11X10 mg/kg) alkal-
mazva, az aktivitds csokkenés még elnyujtottabba valik (2. abra, 3. gorbe), és az
aktivitas a kezeletlen csoporthoz viszonyitva szignifikdansan magasabb szintre all be.

A reaktivator dozisanak novelésével (3x50 mg/kg) a ChE aktivitasa ugyan
magasabb szinten marad (2. dbra, 4. gorbe), de 4 6ran belil minden &llat elpusztult.
(Az elhullott allatok agyanak ChE aktivitasa 23,34; 1,66 nkat/g volt.)

2. dbra A 300 mg/kg dimetoattal mérgezett és Toxogoninnal kezelt patkanyvér ChE-aktivitasa.
1. mérgezett kontroll; 2. mérgezett és 3x25 mg/kg Toxogonin; 3. mérgezett és 11x10 mg/kg
Toxogonin; 4. mérgezett és 3x50 mg/kg Toxogonin .

A 25 mg/kg dimetoat mérgezés utdn (3. 4bra) a Toxogonin kezelés szamottevéen
nem befolyasolja az aktivitads alakulasat a kezdeti szakaszban, de a 24 6ra mulva
mért érték mar szignifikdnsan magasabb, mint a kezeletlen csoporté (64%, illetve
48%).
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3. &bra A 25 mg/kg dimetoattal mérgezett és 3X 25 mg/kg Toxogoninnal kezelt patkanyvér
ChE-aktivitasa

Az atropin, illetve atropin+ reaktivator kezelés eredményeit a 2. tablazatban
foglaltuk dssze. A szamlaldban a 48 éran bell elhullott, a nevez6ben az dsszes kezelt
allat szamat tuntettiik fel, amely értékekbdl a probit analizissel szamitott LD®
értékeket, a regresszids egyenesek meredekség értékeit, valamint a 95%-os konfidencia
hatarokat a 3. tablazatban talaljuk.

A probit analizis sordn szamitott regresszios egyenesek kozil szemléltetés végett
egyet abrazoltunk. A 4. dbran a dimetoattal mérgezett, atropinnal és 2-PAM-mal
kezelt (3. csoport) allatok elhullasat (probit értékét), illetve a szamitott regresszios
egyenest dbrézoltuk a dimetoat dozis logaritmusanak fiiggvényében.

2. tablazat
Dimetoattal mérgezett és antidotumokkal kezelt patkanyok elhullasa
Dimetoat mg/kg
Kezelés 300 350 440 550 800

Elhullott/kezelt allatok szama

Kezelési
csoport

1 DIMETOAT 0/10 2/10 6/12 8/12 12/12
2. DIMETOAT + 3X 15 mg/kg atropin 0/10 0/10 1/12 4/12 6/12
3. DIMETOAT + 3x15 mg/kg atropin

+ 3x25 mg/kg 2-I’AM 0/10 3/12 2/12 4/12 8/12
4. DIMETOAT + 3x15 mg/kg atropin

-1-3x25 mg/kg Toxogonin 0/10 1/10 2/12 6/12 7/12
5. DIMETOAT + 3x15 mg/kg atropin

+ 3x25 mg/kg HI—6 0/10 2/12 5/12 4/12 7112

A 48 6ran belil elhullott allatok szdma/a kezelt allatok szama
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3. tablazat
Az LD, valamint a gorbemeredekség-értékek a 95%-o0s konfidencia-szinten szamitott
also és felsé hatarokkal

Kezelés LDso mg/kg Gérbe meredekség (probit/log doézis)
1. 459 (411—522) 8,99 (2,74—15,25)
2. 747 (621—1166) 5,65 (0,48—10,82)
3. 656 (533—1118) 4,16 (—0,009—8,34)
4. 656 (548—959) 4,97 (0,54—9,4)
5. 660 (523—1361) 3,59 (-0,38—7,57)

D IMETOtFT-"ATROP IN-F"AH

4. abra A kilénb6z6é dozisi dimetoattal mérgezett, a mérgezés utan harom alkalommal (0,5; 3
és 6 6ra) 15 mg/kg atropinszulfattal és 25 mg/kg 2-PAM-mal kezelt patkanyok elhullasabél
szamitott probit gérbe, 95%-o0s konfidenciahatarral

Az abra jobb oldali skaldjan szerepel az elhullas valészinlisége %-ban (a skala osztasa nem
linearis, hanem Un. Gauss-eloszlast), a bal oldali skalan az ehhez a valdészin(iséghez tartozé
probit értékek (probit 5= 50% valdszin(iség).

A regressziés egyenes parameétereit (az y= ax + 6, ahol az a= meredekség, b=y tengelymet-
szet) a dozis értékek logaritmusa (x) és az elhullds %-&hoz tartozé probit (y) értékparokbol
szamitjuk. A pontos értékek kiszamitasa tobbszoros kozelitéssel (iteracio) toérténik.

Az LD értéket Ugy kapjuk, hogy az &brén a probit 5 értéktél hazott vizszintes egyenes
(50%-0s elhullasi val6szin(iség) és a regresszidés egyenes metszéspontjat levetitjuk a dézis ten-
gelyre. Az ott kapott érték antilogaritmusa adja az LD értéket.

A regresszids egyenestél jobbra és balra levé gorbék (parabolak) a 95%-o0s konfidencia-
hatart jelolik. Ezeknek a gorbéknek és a probit 5 értékt6l huzott vizszintes egyenes metszés-
pontjainak a ddézistengelyTe vetitett értékei, illetve azok antilogaritmusa adjak az LD%0 érték
95%-0s konfidenciaszintl alsé és felsé hatarait. Ezen értékek pontos meghatarozasa nem grafikus
Gton, hanem szamitéssal torténik.

A kovariancia analizissel szamitott x2 (chi négyzet) értékek és az ebb6l szamitott
P (valészin(iségi) értékek a regressziés egyenesek meredekségére és a teljes populécid
(minden kisérleti csoport egyiittesen) heterogenitasara vonatkozdan az alabbiaknak
adodtak:
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chi négyzet P szabadsagi fok

paralelitas 5,1032 0,276 4
heterogenitas 12,1276 0,670 15

A P -értékek értelmezése:

Ha P>0,96: a regresszios egyenesek szignifikdnsan parhuzamosan futnak.
Ha P < 0,05: a regresszids egyenesek meredeksége szignifikusan eltér egymastél.

A 0,95>P >0,05 azt jelenti, hogy az egyenesek meredekségi értékei kozott nincs szigni-
fikans eltérés, az egyenesek azonos populaciékat reprezentadlnak. A szamitdsaink soran kapott
P=0,27 érték ebbe az intervallumba esik.

A heterogenitas 0,670 értéke a fentiekhez hasonléan azt jelenti, hogy szignifikansan sem nem
homogén, sem nem heterogén a vizsgalatokban kapott és egylttesen vizsgalt adathalmaz, hanem
megfelel a normalis eloszlasnak. Az 5. dbran az 6sszes csoport mérési eredményeit, valamint az
egyes kezelések regresszios egyeneseit egylttesen tintettik fel. Az adathalmazbdl szemléletesen
latszik az el6z6ekben szamszer(ien tett megallapitas, nevezetesen, hogy nincs szignifikans eltérés
a gorbék meredekségében, és a mérési pontok nem mutatnak sem tokéletes homogenitast, sem
heterogenitast.

0OSSZES KEZELES

5. abra A dimetoattal mérgezett (1), a mérgezés utan atropinnal (2), atropinnal és 2-PAM-mal (3),
atropinnal és Toxogoninnal (4), atropinnal és H 1—6-tal (5) kezelt allatok elhullasi adatai és probit
gorbéi

A kezelések hatdsossagat szamszeriien az LD®értékek dsszevetésével mérhetjiik
le, képezve a két Osszehasonlitand6 csoport LD®értékeinek a hanyadosat, Ggy, hogy
a szamlaléban mindig a nagyobb érték szerepeljen. Az igy kapott értéket nevezhetjik
potencia hanyadosnak vagy terapias indexnek (TI).

PL:
dimetoattal mérgezett, atropinnal kezelt csop. LD® _ 747

I = ;
dimetoattal mérgezett csop. LD" 459

= 1,63

A kilénboz6 kezeléseket 6sszevetve a kapott potencia hanyadosokat (vagy tera-
pias indexeket) a 4. tblazat tartalmazza.
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i. tablazat
Az atropin-, illetve kombinalt (atropin « reaktivator) kezelés hatdsossaga
dimetoat mérgezéshen

Potencia hanyados

Kezelés (Terépis index) Megjegyzés
2vs1 1,63 1. DMO
3vs | 1,43 2. DMO + Atropin
4vs1l 1,43 3. DMO—Atr.—2 PAM
5ve l 1,44 4, DMO—Atr.—TOX.
2vs3 1,14 5. DMO—Atr.—HI—6
2vs 4 1,14
2vsh 1,13
3vs4 1,00
5vs 3 1,01
5vs 4 1,01

A potenciahanyadosokbdl kit(inik, hogy a leghatasosabb az atropin énmagaban
reaktivator nélkul. A reaktivatorok rontjak az egyiitt adott atropin hatésat, és nincs
kilonbség az egyes reaktivatorok hatdsa kozott. A potenciahdnyadosok alacsony
értéke csekély terapias hatasra utal.

In vitro kisérletek

A dimetoéttal in vitro bénitott és Toxogoninnal reaktivalt human* vér ChE akti-
vitds értékét az 5. tAblazat tartalmazza.

Az 500 /tg/ml koncentréciéban levd (2,18X 10-3 M) dimetoat a teljes vérnél
10% aktivitascsokkenést eredményez. A vorosvértest ChE aktivitas csupan Kismér-
tékben (5%) csokken, de a plazmaaktivitas csokkenése sem jelent8s (21%) 30 perc
inkubalas utan. Az ezt kdvetd reaktivator kezelés 50 ng/ml Toxogoninnal (1,30X 10~4
M) az eritrocita ChE aktivitasat helyreallitja, de nincs hatassal a plazma aktivitasara,
s6t dnmagaban Kismértékben bénitja azt.

A szajon at torténé mérgezés utan in vivo bénitott vér és ag}’homogenat in
vitro reaktivalasa Toxogoninnal és 2-PAM-mal eltér6 kinetikai képet mutat (6. tab-
lazat, 6., 7. abrak).

10~5 M koncentracioban a Toxogonin mar 5 perc mulva maximalis effektust
mutat, mig a 2-PAM kezeléssel a maximalis érték kb. 30 perc mulva érhet6 el.

Vérnél nincs kulénbség a két kezelés hatdsa kozott, mig agyhomogenatnal némi
kilonbség mutatkozik. Az effektusok 0sszehasonlitasara tulajdonképpen az un. reak-
tivalo hatas (r%) értéke a legalkalmasabb, melyet a kdvetkez6 képlettel szamitha-
tunk Ki:
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3r-- 8j
a0 ai
ahol a0 az alapaktivités, a; a bénitds utan és aj a reaktivitas utdn mért aktivitas.

' A 30 perces értékekbdl r% :
Toxogonin 2-PAM

Vér 35 36

Agy 60 51

(Az agynal a kontroll csoport a0= 104 nkat/g értékét alkalmaztuk.)

5. tablazat
Human teljes vér, mosott eritrocita és ‘plazma ChE aktivitasa 500 fjug/nd.
dimetoat valamint 50 pg/ml
Toxogonin kezelés utan a kezelés el6tti aktivitas szazalékdban (+<S.D)

Kezelés Teljes vér Mosott eritrocita Plazma
100 100 100
+5,21 +3,98 +6,35

DIMETOAT 500 pg/ml és 90 95 79
+5,94 +7,76 +14.9

DIMETOAT 500 pg/ml 101 105 78

TOXOGONIN 50 pg/ml +3,98 +4,76 +8,6

TOXOGONIN 50 /tg/ml 100 103 82
+4,61 +4,16 +9,29

(n=5)

6. &abra A 300 mg/kg dimetoattal mérgezett és 120 perc mulva elvéreztetett patkany vérének
ChE-aktivitdsa 10~3M koncentracidéju reaktivator kezelésutan, a mérgezésel6tti aktivitas %-aban

202



300 mg/kg dimetoattal po. mérgezett és 120 perc mulva elvéreztetett patkanyok
vérének és agyhomogenéatjanak ChE értékei (+SD) in vitro reaktivalas titan

Reaktivator

vezés

Minta

TOXO-
GONIN

I*

5

2-PAM

TOXO-
GONIN

2-PAM

Kon-
Megne- Centracio

—%
mol/1

3

22(3,6)

22(3,6)

22(3,6)

22(3,6)

15(2,8)
15(2,8)
15(2,8)

15(2,8)

28(3,3)
26(2,3)
26(2,3)

26(2,3)

28(3,3)
26(2,3)
26(2,3)

26(2,3)

Aktivitas (agy: nkat/g; vér %) +(SD)

70(8,9)

36(4,3)

61(8,7)

37(3.8)

10

68(7.8)

44(4,5)

58(8,1)

45(3,2)

Perc

15

20

67(11,0) 72(9,5)

50(3,8)

60(7,5)

52(3,8)

54(4,7)

58(6,3)

55(4,2)

25

73(6.5)

59(5,1)

59(5,7)

52(6,3)

30

71(8,4)

68
(14,1)

39(9,4)

25(8,2)

60(5,2)
43(4,8)
25(2,8)

18(1,7)

54(6,2)
48(5,6)
35(4,8)

29(2,2)

53(5,9)
45(5,1)
33(3,2)

28(2,1)

A reaktivator koncentraciojanak csokkenésével az effektus is csokken.
Nincs kiilonbség a két reaktivator hatasaban a vér ChE reaktivalasa esetén
(8. dbra), mig az agynal a Toxogonin effektivebb (9. &bra).

6. tablazat

45

68(7,8)

62(6,1)

58(4,8)

55(4,3)
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7. 4&bra A 300 nig/kg dimetoattal mérgezett és 120 perc mulva elvéreztetett patkany agyhomoge-

¥ abra A 300 mg/kg dimetoattal mérgezett és 120 perc mulva elvéreztetett patkany vérének
aktivitasa (1); 10~6 (2); 10-5 (3); 10-4 (4) és 10-3 (5) koncentraciéju reaktivatorral tortént
30 perces inkubalas utan

Megbeszélés

A dimetoat igen gyenge inhibitor, patkdny agyhomogenatumban 8,5x 10-3 M
koneentracidban okoz 50%-0s AChE bénulést (21).

Kisérleteinkben is azt tapasztaltuk, hogy a human vérhez adva 1,39X 10~4 M
koncentracidban az eritrocita AchE-t alig bénitja (5. tdblazat).

A gyomor-bél-csatornabol gyorsan felszivodik és f6leg a majban talalhatd poli-
szubsztrat-monooxigenaz (citokrom P—450) rendszer alakitja at toxikus oxi (A)
vagy lényegesen kevéshé toxikus (B) karbonsav szdrmazékka, majd mindkett6t to-
vabbi nem toxikus metabolitokka (1, 22).
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9. 4bra A 300 mg/kg dimetoattal mérgezett és 120 perc mulva elvéreztetett patkdny agyhomo-
30 perces inkubalas utan

S 0
P—S—CH,—<>-NH—CH3

chd
chd
Dimetoat LDMpatkany po 320—380 mg/kg (459 mg/kg) *

Iso (AChE) 8,5-10-* M
A B
0 ] S
CHD chd
P—S—CH2—C—NH—CH3 P—S—ch2—-—cooh
chd chdu
dimetoxon dimetoatsav
LDP55 mg/kg L) 3000 mg/kg
Ioi.ixio0-5 (nem ChE inhibitor)

A fent véazolt metabolit utak mellett mas utak is el6fordulnak.
(* kisérleteinkben kapott érték)

A dimetoat és f6bb metabolitjainak kilrilése a szervezetbdl gyors folyamat.
A borjanak szajon at adott 3P-vel jelzett dimetoat (10 mg/kg) 87—90%-a 24 6ra
alatt kiuralt. Im. adva ez a mennyiség mar 9 dra alatt eltdvozott (9).

Az oxi szarmazék kilriilése a vizelettel lényegesen lassibb, 24 éra alatt kb.
20% drdl ki (2). A legtdbb organofoszfattdl eltér6en a dimetoat nem zsiroldékony
(olivaolajban 1,3%), a zsirszdvetekben nem halmozddik fel.

A metabolizmus f6 Gtja a karboxi sz&rmazékon, a nem toxikus metaboliton &t
vezet, de a metabolit Gt fligg az allatfajtatél, az allat nemétél, valamint a dimetoét
koncentraciojatol. Patkanynal pl. a nagyobb koncentracid mellett a dimetoatsav a
fébb termék, mig alacsonyabb koncentracional ez jelentésen csokken. Kisérleteink-
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ben, noha analitikai vizsgélatokat a metabolitok mennyiségére és mindségére nem
végeztiink, ugy tlnik, hogy az oxidacioés (t, a toxikus szarmazék képz6dése limitalt.
A képz8dott oxi szarmazék mennyisége nem aranyos a beadott dozissal. Erre vezet-
het6 vissza, hogy a 25 és 300 mg/kg dimetoattal mérgezett allatok vérének aktivita-
saban nem talaltunk olyan kilénbséget, mint amilyen kilénbség van az alkalmazott
ddzisban.

Hasonl6 megfigyelést tettek Westlake és mtsai (24), valamint Marosi és mtsai
(17), akik nem tapasztaltak dozisfliggé enzimbénitast dimetoattal szjon at mérgezett
japan fiirjeknél, illetve tengerimalacoknal.

A dimetodt és oxi szdrmazékanak enzimbénité hatdsaban (19) kozel 3 nagyséag-
rendbeli kilonbség van (8,5x 10-3, illetve 1,1X 10~5), igy a mért 70—80%-0s inhi-
bici6hoz elegendd, hogy a dimetoatnak csupdn néh&ny %-a alakuljon at toxikus
oxiszarmazékka.

Az in vitro reaktivalasi kisérletek azt bizonyitottdk, hogy az in vivo bénitott
vér és agyi ChE a vizsgalt reaktivatorokkal jol reaktivalhatd. Az alkalmazott legna-
gyobb reaktivator koncentraciéval 35 (Toxogonin), illetve 36%-0s (2-PAM) reakti-
valé hatés érhetd el a vér ChE-nél 30 perc mulva.

Az in vivo kisérletek eredményeibdl (1. tAblazat, 3., 4. kisérlet) szdmitott reakti-
valé hatas (1 6ra: 41,3%; 2 6ra: 50,5%; 3 d6ra: 32,4%; 4 6ra: 33,3%; 5 6ra: 17,3%)
az els6 két éraban magasabb, mint az in vitro kapott érték (35%), és a tovabbi két
orén at is csak kismértékben esik ez ald. Ez csak azzal magyardzhatd, hogy Toxo-
gonin a reaktivalé hatas mellett az enzim reverzibilis bénitasaval védi azt a dimeto-
xontdl (profilaktikus hatas). Masik lehetséges magyarazat az lenne, hogy a Toxogonin
koncentracidja a vérben nagyobb, mint 10-3 M. Ez pedig 25 mg/kg dozis esetén akkor
lenne igaz, ha a beadott mennyiség csak a vérkeringésben lenne. Szamitas szerint
egy 200 g-os patkany veértérfogata 11,3 ml (26), igy a Toxogonin koncentracidja
1,23X10-3 M-nek adédna. A gyakorlatban a vér Toxogonin koncentracidja ezt az
értéket meg sem kozeliti (23), elosztési tere az egész viztér, és eliminacidja gyors
(felezési id6 26 perc).

Annak ellenére, hogy a reaktivator tobb alkalommal ker(ilt beadéasra, a vér ak-
tivitasa folyamatosan csokkent.

Sem a nagyobb dézissal (50 mg/kg), sem a gyakoribb adassal (11x10 mg/kg)
nem lehetett aktivitds ndvekedést elérni, mint amilyet direkt hatasd antikolinesz-
teraz vegyuleteknél megfigyeltek (5).

Ajelenség feltételezésunk szerint farmakokinetikai folyamatokra vezethet§ visz-
sza. Bar a tapcsatornaba jutott mérgez6 anyag felszivodasa viszonylag gyors, na-
gyobb mennyiség ingestidja esetén ez elhizédik, és ennek kovetkeztében a metaboliza-
cié is. A valtozatlan forméaban levd, illetve a metabolizaci6é sordn képz6dott toxikus
anyag koncentracidja a keringésben egyre n6, mig a reaktivator koncentracioja egy
rovid emelkedd szakasz utan csokkenést mutat. Noha a reaktivator Gjabb bevitelével
valamelyest szinten tarthatd egy ideig, a mérgez6 anyag koncentracioja, kiléndsen
a lassan 0ruld dimetoxoné, tartésan magasabb lesz, mint a reaktivatoré. A tartésan
magasabb koncentracidju inhibitor a reaktivalt vagy irreverzibilisen védett enzimet
ismételten bénitja, és ezért nem tapasztalhatd in vivo szamottevd aktivitas ndvekedés
a reaktivator kezelés utan.

A reaktivalas — ismételt bénitas ciklusos reakcié folyamatok ereddjét az inhibi-
tor és a reaktivator farmakokinetikaja (felszivodas, metabolizacid, kiurilés), valamint
a foszforillalt enzim oregedési folyamata szabja meg. Sulyosabb mérgezés esetén,
amikor a mérgez6 anyag koncentricidja tartésan magas, ennek hatasa dominal.
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Az in vivo és in vitro reaktivalasi kisérletek az emelkedett ChE aktivitdsan ke-
resztiil azt igazoltak, hogy a reaktivalas biokémiai reakcidja soran nem képzddik
az eredeti antikolineszteraz vegyuletnél potensebb inhibitor, mint ami pl. Szarin és
Toxogonin vagy Szoméan és Toxogonin, illetve TMB—4 kélcsonhatasaban képzddik,
és tovabbi ChE aktivitdscsokkenést eredményez (8, 14, 19, 20).

Ez a kedvezd hatads azonban nem mutatkozott meg az atropinnal egyditt alkal-
mazott kombinalt kezelésben. Mindharom reaktivator csokkentette az atropin tera-
pids hatésat, amit egyrészt az 4llatok elhulldsdban szamszer(ien, mésrészt az allatok
allapotdban megfigyeléssel tapasztalhattunk. Mivel a reaktivitorok alkalmazasa
sordn nem észleltik potensebb inhibitor képz6dését, a reaktivatorok kedvez6tlen
hatasa mas okokra vezethet§ vissza.

Ezt a feltevést alatimasztja az in vivo reaktivalasi kisérletekben az 50 mg/kg
Toxogonin haromszori alkalmazasa utani tapasztalt teljes elhullas is. A harmadik
6rdban mért 41%-os vér kolineszteraz aktivitas nem utal endogén acetilkolin mérge-
zésre. Az elhullott allatok agyi ChE aktivitdsa is valamelyest magasabb volt (23
nkat/g), mint amit 300 mg/kg dimetoat mérgezés utan kaptunk (22, illetve 15 nkat/g),
amely aktivitds mellett elhullast egyaltalan nem tapasztaltunk.

Nem nagy a valdszin(isége annak sem, hogy az inhibitor és reaktivator kdlcson-
hatadsaban olyan toxikus szarmazék képz&dne, amely nem a ChE bénitason, hanem
més mechanizmuson keresztll fejti ki hatasat. Valdszindtlen, hogy a harom eltéré
szerkezet(i reaktivator ugyanolyan toxikus szarmazékot képezne a dimetoéattal vagy
annak valamilyen metabolitjaval.

Marosi és mtsai (17) allatkisérletekben bebizonyitottdk, hogy sulyos dimetoat
intoxikacidban szivelégtelenség okozza az elhullast, mely nem hozhatd 6sszefiiggéshe
a ChE bénulaséaval. Ebb6l a dimetoat direkt kardiotoxikus hatdsara kdvetkeztettek,
amelynek sulyossaga viszont 6sszefliggésbe hozhat6 a szivizom dimetoat koncentra-
cidjaval. Ez a direkt toxikus hatas kezdetben funkcionalis zavarokat okoz morfoldgiai
elvéltozas nélkiil, de a mérgezés utdn 12—24 6raval mar morfologiai elvaltozasok is
megfigyelhet6k a sziv izomzataban.

Az atropin Kis- és kozepes méregddzisoknal kivédi az acetilkolin tdlsuly hatésat,
de nincs hatasa a direkt kardiotoxikus effektusokra (25), amelyek ebben a dézisban
még nem letélisak. A reaktivitorok mérsékelhetik az acetilkolin tulsaly kialakulasat,
de a kardiotoxikus effektusokra nincs, vagy ha van, kedvezétlen lehet a hatasuk.
Lehetséges azonban, hogy a reaktivatorok nem a direkt kardiotoxikus hatasokat
befolyasoljak karosan, hanem mas mechanizmuson keresztil hatnak. Nem hagyhato
figyelmen kivil, hogy a reaktivatorok is toxikus vegyiletek (LD3 180—220 mg/kg),
és bar ennél lényegesen kisebb dézisban keriltek alkalmazésra, a fiziolégias egyen-
stlybdl erésen kibillentett biolégiai rendszer allapotat kedvezétlen irdnyban befolya-
solhatjéak.

Kedvez6 (reaktivalo) hatasukat ugyanakkor a mérgezé anyag tartos jelenléte
miatt csak ideiglenesen tudjak kifejteni.

Az in vivo terapias kisérletek azt bizonyitottak, hogy dimetoat mérgezésben az
atropin monoterapia adja a legjobb eredményt. Az atropint reaktivatorral kombi-
nalva csokken a hatds. Az atropin hatdsossadga sem tul nagy (terapids index 1,6),
mivel stlyosabb intoxikacioban a dimetoatnak egyéb toxikus hatasa is jelentkezik,
melyet az atropin nem befolyasol.

A reaktivatorok kezdeti hatasa kedvezd, de a kés6bbiekben a keringéshen tarto-
san jelen levé inhibitor ezt a hatast megszinteti, és a reaktivatornak csak a toxikus
hatasa érvényesil, ezért dimetoat mérgezésben reaktivator adasa ellenjavallt.
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110"0JIKOBHHK m/c JJ. Marne. H. Bo/ibtR:

H3YHEHHE 300EKTHBHOCTM PEAKTHPOBATOPOB XOJIHHECTEPA3LI
riPM 3KCIIEPHMEHTAJIbHOM OTPABJIEHMM fIHMETOATOM

JIMTepaTypHbie flamibie 06 a*xjjeicrHBHOCTH peaKTHBaTopoB npH oTpaBnemH zwmctostom
npoTHBopeHHBbi. ABTopaMH npoBegeHBi onbiTw jura bwhchchm aaHHOH npoOlJieMbi. Emjio ycra-
HOBjieHO, tto b YcjioBiiHX in vitro 2—FIAM, Tokcotohiih h HI—6 3<34Gcttibho peakK THBHpyeT
HHTHOHpoBaHHyYK) in Vivo xolJiHHecrepa3y kpobh h M 03ra. Peaktubmpyjoiiwh atlxjjeKT moxcct 6bm>
BbWBJieH H npn npMMeHeHHH peak THBaTOPOB in Vivo. OgHaKO, B KOMOHHaUHH C aTpOIlIHHOM, peaK-
THBaTopw yMeHbinaioT TepaneBTHnecKHii 3(})<})eKT x0jiHHOJiHTHKa, h no3TOMy Ha3HaneHKe HCClJliego-
BaHHbix peaKTHBaTopoB npa oTpaBlieHHH zmMeToaTOM npoTHBonoKa3aHo.

Lt. col. L. M&té M. C., I. Wolf:

EFFICACY OF CHOLINESTERASE REACTIVATORS
IN EXPERIMENTAL DIMETHOATE INTOXICATION

In the literature there are contradictory views on the efficacy of enzyme reactivator in
intoxication caused by cholinesterase inhibiting dimethoate. The present study was carried out
to elicit this problematic issue. The authors have established that 2-PAM, Toxogonine and H1—6
used in vitro reactivate blood and brain cholinesterase inhibited in vivo. Enzyme reactivating
effect of reactivators can be demonstrated also in vivo. But reactivators applied in combination
with atropine reduced the therapeutic effect of cholinolytics. Thus the reactivators involved in
this study are contraindicated in intoxication caused by dimethoate.
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