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Sazetak

Acetilholinesteraza (AchE) je Siroko rasprostranjen enzim. Nalazi se u nervima, sivoj
mozdanoj masi, plué¢ima, slezini, timusu i eritrocitima. Glavna uloga ovog enzima je raz-
gradivanje acetilholina, pri ¢emu se zavrSava transmisija signala. Organofosfatna jedinjen-
ja (OFJ) su ireverzibilni inhibitori AchE, koja imaju Siroku primenu u poljoprivredi i kao
takva su Cest uzrok sluéajnih i profesionalnih trovanja.

Cilj ovog rada je sagledavanje najée$céih uzroka ekspozicije koji dovode do poremecaja
aktivnosti holinesteraze, kao i pregled rezultata aktivnosti holinesteraze kod otrovanih ljudi.
U grupi od 11 akutno otrovanih pacijenata dokazano je prisustvo organofosfatnih insektici-
da, pri ¢emu je kod 9 pacijenata doslo do inhibicije AchE. Stepen inhibicije enzima bio je
uglanom veci kod bolesnika kod kojih su dokazane veée koncentracije OFJ. Najcesci uzro-
ci trovanja bili su malation i dimetoat. ZabeleZen je pad broja akuno trovanih pesticidima u
2013 godini.

Odredivanje aktivnosti AchE ima veliki znacaj kako sa aspekta leenja tako i u ekonom-
skom pogledu. PruZene analiticke informacije potvrduju dijagnozu trovanja, omogucavaju
predvidanje toka bolesti i prognozu oporovka. Kod profesionalno izlozenih radnika
odredivanje aktivnosti acetilholinesteraze i butirilholinesteraze u poredenju sa vrednostima
pre ekspozcije moze posluziti kao dobar bioloski pokazatelj efekta OFJ i potvrda dijagnoze

trovanja.

UvoD

Acetilholin (Ach) je neurotransmiter centralnog i per-
ifernog nervnog sistema. Uglavnom ima ekscitatorni efekat,
ali na nekim perifernim parasimpatikusnim nervnim
zavrSecima moze imati i inhibitorno dejstvo. Ach deluje na
dve vrste receptora, nikotinske i muskarinske.

Tokom neurotransmisije Ach se oslobada u sinapticku
pukotinu i povezuje za holinergicki receptor na postsinap-
tickoj membrani prenoseéi signal iz neurona. Acetilholine-
steraza (AchE) je enzim koji je pricvrséen uglavnom za sun-
derast sloj finog vezivnog tkiva koji ispunjava sinapticki
prostor izmedu presinaptickog nervnog zavrSetka i post-
sinpticke membrane. Glavna uloga ovog enzima je razgra-
divanje acetilholina, pri ¢emu se zavrSava transmisija sig-
nala. Dejstvom enzima osloboda se holin koji se ponovo
preuzima od strane presinaptickog nerva i koristi za po-
novnu sintezu Ach kombinovanu sa acetil CoA uz pomod
enzima holin acetiltransferaze. Inhibicija esteraze dovodi do
gomilanja Ach u sinapti¢koj pukotini, a time i do nakuplja-
nja Ach u sinapsama.
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Postoji jo§ jedan enzim slican AchE a to je butirilho-
linesteraza (nespecifi¢na holinesteraza).

Razlika izmedu acetilholinesteraze i butirilholinesteraze
ustanovljena je na osnovu njihovog razli¢itog afiniteta pre-
ma pojedinim estrima holina. Brzina kojom acetilholinester-
aza razlaze estre holina opada sa produZenjem ugljovodo-
ni¢nog lanca: acetilholin, propionilholin, butirilholin, dok
kod butirilholinesteraze brzina hidrolize opada obrnutim
redom. Takode, za razliku od butirilholinesteraze, acetilho-
linesteraza razlaze acetil-B-metilholin, ali ne razlaze ben-
zoilholin.

Acetilholinesteraza je jedan od najefikasnijih poznatih
enzima; jedan molekul acetilholinesteraze u toku jednog mi-
nuta moZe da hidrolizuje 6x105 molekula acetilholina (1-4),

Nasuprot acetilholinesteraze, jasna fizioloska funkcija
butirilholinesteraze jo$ uvek nije poznata. Medutim, pozna-
to je iz klinicke prakse da kod genetski uzrokovanog ili ste-
cenog deficita butirilholinesteraze, primena depolarizujuceg
misiénog relaksanta suksametonijuma dovodi do prolongira-
nog, po zivot opasnog, nervno-misicnog bloka.
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AchE ima dva aktivha mesta-anjonsko i estarsko. Pri
interakciji Ach i AchE dolazi do hidrolize Ach, acetilovanja
estarskog mesta AchE i oslobadanje holina. Acetilovana
AchE zatim reaguje s vodom, stvara se siréetna kiselina i
slobodna AchE.
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Slika. 1 Interakcija acetilholinesteraze i acetilholina

Pri delovanju organofosfornih jedijenja (OFJ) nastaje
reakcija izmedju AchE i ovih jedinjenja na estarskom mestu
AchE i stvara se kompleks enzim fosfat. Kako je fosforil-
isani enzim veoma postojan zbog atoma fosfora koji nije
dovoljno elektrofilan da bi reagovao u prisustvu vode, to se
spontana reaktivacija uopste ne odvija ili je veoma spora, tj
inhibicija AchE je prakti¢no ireverzibilna (1:4-5),
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Slika 2. inhibicija acetilholinesteraze organofosfornim
Jjedinjenjima

Posle nastanka ireverzibilne inhibicije AchE, normalna
funkcija se moze postici stvaranjem nove AchE, $to je ve-
oma spor proces (oko 1% dnevno). Za potpunu normalizaci-
ju funkcije potrebno je i do 100 dana, zavisno od stepena
prethodne inhibicije. Zbog inhibicije AchE i izostanka njene
funkcije dolazi do nakuplanja Ach na sinapsama nervnih
zavrSetaka i do klinicke slike endogenog toksi¢nog delova-
nja Ach.

Organofosforna jedinjenja (OFJ) inhibiraju i serumsku i
eritrocitnu holinesterazu. Po hemijskom sastavu to su estri
fosforne kilseline. Ova grupa jedinjenja Siroko se koristi za
unistavanje Stetnih insekata, grinja, gljivica, korova i nema-
toda.

OFJ lako prodiru kroz nepovredenu kozu i sve sluznice.
Trovanje moze nasati inhalacijom, kontaktom preko koze i
ingestijom. Pri profesionalnoj ekspoziciji najvazniji je der-
malni put prodiranja i inhalacija, a manji znacaj ima prodi-
ranje preko digestivnog trakta.

Vedina radnika izlozenih pesticidima su poljoprivredni
radnici (vozaci traktora, ratari, voéarski i vinogradarski rad-
nici, radnici u staklenicima), radnici na odrzavanju uredaja
za primenu pesticida (mehanicari, elektricari), piloti, radnici
na utovaru pesticida i odrzavanju aviona, magacioneri, pro-
davci u poljoprivrednim apotekama, radnici na proizvodnji
pesticida, radnici koji rade ne dezinfekciji, deratizaciji itd
(1,5),

Organofosforni insekticidi su uzro€nici oko 80-90 % slu-
Cajeva svih akutnih trovanja ljudi pesticidima. GodiSnje se u
svetu registruje oko 100000 Zrtava akutnog trovanja organo-
fosfornim jedinjenjima. Oko 20 % su akcidentalna trovanja,
a samoubilackih je oko 70 %, pri cemu je 30 % slucajeva sa
letalnim ishodom (5-8),

Izlaganje organofosfatima moze da dovede do Cetiri
klinicka sindroma, koji imaju razli¢itu patogenezu, prog-
nozu i koji zahtevaju razli¢it tretman. Oni se javljaju nakon
razlicito dugog latentnog intervala posle izlaganja organiz-
ma ¢oveka organofosfornom jedinjenju. To su: akutna holin-
ergicka kriza, intermedijarni sindrom, odlozena periferna
neuropatija i druge specificne lezije organa.

Simptomatologija akutne holinergicke krize javlja se
neposredno po ekspoziciji, odnosno maksimalno do 12 sati
od momenta ekspozicije. Kako je pri trovanju organofosfati-
ma fizioloska funkcija enzima acetilholinesteraze blokirana,
slika trovanja ima karakteristike intoksikacije endogenim
acetilholinom. U zavisnosti od stepena inhibicije acetilho-
linesteraze i povedanja sadrzaja acetilholina, organofosfati
dovode do stimulacije odnosno paralize prenosa nervnih im-
pulsa u centralnim i neuroefektornim sinapsama holiner-
gickog nervnog sistema. U klinic¢koj slici trovanja razlikuju
se: muskarinski efekti (bradikardija, bronhokonstrikci—ja,
bronhoreja, hipotenzija, pojacani motilitet gastrointestinal-
nog trakta, abdominalni gréevi, mioza, hipersalivacija),
nikotinski efekti (hipertenzija, tahikardija, fascikulacija,
nekroza skeletnih misica), kao i centralni toksi¢ni fenomeni
(tremor, inkoordinacija pokreta, konvulzije, centralna depre-
sija disanja, koma i smrt) (5.9-11),

Terapija trovanja organofosfornim jedinjenjima podra-
zumeva aspiraciju gornjih respiratornih puteva, kardiopul-
monalnu reanimaciju, lavazu Zeluca, davanje specifi¢nih
lekova odnosno antidota. U okviru specificne terapije pri-
menjuju se atropin kao antagonista muskarinskih receptora i
oksimi kao reaktivatori inhibirane holinesteraze. Konven-
cionalna terapija podrazumeva i primenu benzodiazepina,
koji su efikasni antikonvulzivi -9-11),

Cilj ovog rada je sagledavanje najcescih uzroka ekspozi-
cije koji dovode do poremedaja aktivnosti holinesteraze, kao
i pregled rezultata analize aktivnosti holinesteraze kod
otrovanih ljudi.

MATERIJAL I METODE

Uzorci bioloskog materijala (krv i urin) pacijenta akutno
otrovanih OFJ koriSceni su za odredivanje aktivnosti enzima
i odredivanje koncentracije OFJ.

Odredivanje OFJ vrSeno je primenjenom metodom na
UPLC-MS analiti¢kom sistemu (12),

Odredivanje aktivnosti eritrocitne holinesteraze vrSeno
je Elmanovom metodom koja se zasniva na merenju brzine
hidrolize tioholinskog supstrata nastalog katalitickim dejst-
vom enzima pod odredenim uslovima (13),

Za kvantitativno odredivanje serumske holinesteraze
koriScen je in vitro dijagnosticki test — Dimension klinicko-
hemijski test.

REZULTATI

U Tabeli 1. prikazane su vrednosti o aktivnostima enzi-
ma, vrste OFJ pesticida i njihove koncentracije. Takode,
bolesnici su prikazani na osnovu pola i starosne dobi.
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Tabela 1. Podaci o otrovanim bolesnicima
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organofofatnih insekticidi (54%)
bolenik | pol starost | identifikovan OFJ |koncentracija OFJ %l/lfhE, ﬁ/CIIjE (18).
l - = p " 0 2omalL 377 3356.95 Od hospitalizovanih pacijenata
z dfmetoat( ™) el 93| bez klinicke slike trovanja (PSSO)
imetoat(urin) SUTmE je bilo 18 osoba (33%). Trovanje
2 m 40 dimetoat (krv) dokazano u tragu 1975 1344 lakog stepena (PSS1) je ispoljeno
m 36 dimetoat(krv) 9,70mg/L 3244 1175 kod 15 pacijenata (28%), srednje
dimetoat(urin) 6,75mg/L teskog stepena (PSS2) kod 6 pacije-
4 7 27 malation (krv) nije dokazan 6363 4605 | nata (11%), a zbog teSkog trovanja
malation(urin) dokazano u tragu (PSS3) je leCeno 10 pacijena-
o . . .

7 50 malation(urin) 1,20mg/L 4399 | s678 | ta(19%). Letalan ishod je zabelezen
_ kod 3 pacijentkinje koje su bile
m 76 malation(krv) 0,71mg/L 580 198 S .
. . otrovane organofosfatnim insekti-

malation(urin) 0,08mg/L .1 18

cidima (18),
7 v/ 68 malation(krv) 3,Img/L 720 1153 U odnosu na 2012. godinu u
m 37 karbafuran(krv) 0,2mg/L 7010 2793 2013. je zabelezen pad broja akut-
karbafuran(urin) dokazano u tragu nih trovanja pesticidima (81
9 m 44 malation(urin) 1,37mg/L 7870 2041 | bolesnik). Na bolnicko lecenje je
10 2 |26 | dimetoat(krv) 11,70mg/L 4454 | 1264 | Primljeno 38 bolesnika. Leceno je
dimetoat(urin) 16,53mg/L 60.50 /; mhuskgtra{':a i 39.'51 % zena. t
11 ¥ 39 diazinon(krv) 0,04mg/L 6000 2065 | nosprratizovanih pacijenata
diazinon(urin) 0.03marL. trovanja lakog stepena (PSS1) je
Dome ispoljeno kod 22 pacijenata
DISKUSLJA (57.9%), srednje teSkog stepena

Postavljanje dijagnoze akutnog trovanja organofosforn-
im jedinjenjima (OFJ) i pracenje toka njihovog metabolizma
veoma je znacajno u terapiji. Dijagnoza trovanja moze se
potvrditi odredivanjem aktivnosti (acetilholinesteraze)
ACHE u eritrocitima i (butirilholinesteraze) BuChE u seru-
mu, a veoma je znacajna identifikacija i odredivanje koncen-
tracije organofosfornih jedinjenja u serumu, i pracenje dal-
jeg metabolizma preko njihovih urinarnih metabolita-alkil-
fosfata.

Analiza organofosfornih jedinjenja i njihovih metabolita
u bioloskom materijalu, obuhvata primenu velikog broja
metoda, kako pripreme uzoraka za analizu, tako i njihovo
odredivanje. Njihova identifikacija veoma je slozena, a pra-
éenje niskih koncentracija nalaze primenu veoma osetljivih
analitickih tehnika, kao §to je hromatografija sa UV ili mase-
nim spektrometrijskim detektorom (12, 14-16),

Prema podacima Centra za kontrolu trovanja u 2011. god
je pregledano 58 pacijenata zbog akutne ekspozicije i tro-
vanja pesticidima, a na Klinici leCeno 35 pacijenata. Naj-
CeS¢i toksicni agensi bili su organofoforni insekticidi (71%).
Lecen je priblizno jednak broj muskaraca i Zena. Od hospi-
talizovanih pacijenata bez klinicke slike trovanja (PSSO0) je
bilo 14 osoba (40%). Trovanje lakog stepena (PSS1) ispo-
lijeno je kod 6 pacijenata (17%), srednje teskog stepena
(PSS2) kod 3 pacijenata (9%), a zbog teSkog trovanja
(PSS3) je leCeno 9 pacijenata (25%). Letalan ishod zbog
akutnog trovanja organofosfatnim insekticidima je
zabeleZen kod 2 pacijentkinje (17),

U 2012. Zbog akutne eksozicije i trovanja pesticidima u
OPR CKT pregeledano je 97 pacijenta (2.3%) od ukupnog
broja pregledanih pacijenata, §to je znacajno vise u odnosu
na prethodnu godinu. Na bolni¢ko leéenje je primljeno 54
bolesnika, $to ¢ini 6.5% ukupno hospitalizovanih pacijenata.
U odnosu na pol, bilo je vise muskaraca (65%) u odnosu na
zene (35%). Najcesci toksicni agensi su i ove godine bili
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(PSS2) kod 3 pacijenata (7.9%), a zbog teskog trovanja
(PSS3) je leGeno 8 pacijenata (21.1%). Letalan ishod je
zabelezen kod 5 pacijenata (19,

Podaci o akutno otrovanim pacijentima hospitalizovanim
2013. sa klini¢kom slikom trovanja organofosfornim insek-
ticidima prikazani su u tabeli 1.

Pri akutnim trovanjima obi¢no postoji povezanost iz-
medu stepena inhibicije aktivnosti AchE i tezine klinicke
slike. Pri inhibiciji aktivnosti AchE od 50% u odnosu na
pocetnu, mogu se ocekivati laka trovanja, od 60% do 70%
srednje teska, od 80% do 90% teska i pri aktvnosti AchE od
1 do 4% smrtna. Pojava simptoma trovanja vise zavisi od
brzine inhibicije holinesteraze nego od apsolutnog nadenog
nivoa aktivnosti (1.5),

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 1. vidi se da je
AchE bila inhibirana u uzorcima dobijenim od 9 pacijenata
nakon prijema. Takode, kod ovih pacijenata dokazane su i
znacajne koncentracije OFJ. Najcesci uzrocnici trovanja bili
su malation i dimetoat. Stepen inhibicije enzima bio je
uglavnom veci kod pacijenata kod kojih su dokazane visoke
koncentracije OFJ.

Veoma niske vrednosti enzima AchE od 118 1J/L i BuchE
od 580 IJ/L uz neSto nizu koncentraciju malationa za-
belezene su kod pacijenata starosti 76 godina. Ovo ukazuje
na Cinjenicu da su stare osobe osetljivije na delovanje
toksi¢nih agenasa zbog usporenog metabolizma i eliminaci-
je otrova.

Oporavak pacijenata otrovanih OFJ je dug i spor proces.
Razgradnja acetilholina se dogada tek nakon sinteze novih
koli¢ina AchE §to je mali procenat dnevno. U toku lecenja se
AchE odreduje na svakih 72h pri ¢emu se prati vradanje
AchE u opseg referentne vrednosti. Takode se prati i nivo
koncentracije organofosfatnog jedinjenja sa ciljem da se ut-
vrdi stepen njegove eliminacije iz organizma kao i njegov
eventualni rezidualni efekat usled deponovanja u mastima
(1,5),
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Kada je je aktivnost enzima u okviru referentnih vred-
nosti, a nije dokazano prisustvo OFJ prekida se sa davanjem
antidota. Ova Cinjenica ukazuje na veliki znacaj laboratori-
jskog odredivanja aktivnosti enzima kako u aspektu leCanja
tako i u ekonomskom pogledu.

Pri akutnim trovanjima otrovani ¢e biti privremeno nes-
posobni za rad, do saniranja klini¢kih manifestacija. Nakon
potpunog ozdravljenja, radnike je potrebno premestiti na
druge poslove sve dok aktivnost holinesteraze ne dostigne
nivo koji je imala pre ekspozicije (oko 2-3 meseca zavisno
od stepena inhibicije). Nakon toga radnici ¢e moéi da se
vrate na prethodna radna mesta uz sanaciju uslova rada i
adekvatnu primenu mera zastite. U slucajevima trovanja sa
trajnim posledicama ili recidiva trovanja, indikovana je
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ZAKLJUCAK

U dijagnostici trovanja veoma je bitno izvrSiti analizu
organofosfornih jedinjenja 1 njihovih metabolita u biolos-
kom materijalu. PruZene analiti¢ke informacije potvrduju
dijagnozu trovanja, omoguéavaju predvidanje toka bolesti i
prognozu oporovka.

Holinesteraza je parametar od izuzetnog znacaja za
potvrdu ili iskljucivanje trovanja OFJ kao i pokazatelj stan-
ja pacijenata i uspesnosti primenjene terapije. Stepen inhibi-
cije AchE odreduje tezinu trovanja, a serumska holinester-
aza samo ukazuje na kontakt sa organofosfatnim jedinjenji-
ma.

Kod profesionalno izlozenih radnika odredivanje ak-
tivnosti acetilholinesteraze i butirilholinesteraze u poredenju

promena radnog mesta (). sa vrednostima pre ekspozcije moze posluziti kao dobar

bioloski pokazatelj efekta OFJ i potvrda dijagnoze trovanja.

Abstract

Acetylcholinesterase (AchE) is widely distributed enzyme. It is present in nerves, gray brain
matter, lung, spleen, thymus and erythrocytes. The main role of this enzyme is degradation of
acetylholine when transmission of the signal finishes. Organophosphate compounds are irre-
versible inhibitors of AchE, which are widely used in agriculture and as such are common
cause of accidental and professional poisoning.

The aim of this study is to determine the most common causes of exposure that lead to disor-
der of cholinesterase activity, as well as to review the results of the analysis of cholinesterase
activity in intoxicated people.

In the group of 11 acutely poisoned patients, the presence of organophosphate compounds was
determined. Nine patients had inhibition of AchE. Patients with a higher concentration of
organophosphate compounds had a higher degree of inhibition of the enzyme. The most com-
mon poisons were malathion and dimethoate. There was a decrease of people intoxicated by
organophosphate compounds in 2013.

Determination of AchE has a great importance both from the aspect of the treatment and from
economical point of view. Provided analytical information confirm a diagnosis of poisoning,
allow monitoring of disease as well as the prediction of recovery. The activity of acetyl-
cholinesterase and butirilholinesterase compared with values before exposure can serve as a
good indicator of the biological effect in cases of exposed workers. These parameters also con-

firm a diagnosis of poisoning.
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