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PROBLEMATIKA PRENOSU TOXICITY VYSOCE UCINNYCH ORGANOFOSFATU
Z LABORATORNIHO ZVIRETE NA CLOVEKA

Kpt. MUDr. [i¥i BAJGAR, CSc., RNDr. Jifi PATOCKA,
Vojensky 1ékarsky vyzkumny a doSkolovaci dstav J. E. Purkyn&, Hradec Krdlové

Nebezpec¢i chemické vAalky zilstdvd stéle
aktudlni a spektrum latek pouZitelnych jako
moZné bojové chemické latky se stdle roz-
Sifuje intenzivnim vyzkumem, zejména v Kkapi-
talistickych stdtech (Edgewood Arsenal v USA,
Porton v Anglii, Rijswijk v Holandsku, Sundby-
berg ve Svédsku ap.). Vyvoj novych, stéle
toxictéjSich latek s sebou proto p¥inaSi potfe-
bu FeSit ochranu jednotlivcli i celych skupin
obyvatelstva ¢&i vojsk pred jejich ucinkem. Jed-
nim z nutnych pfedpokladd pro posouzeni ak-
tudlniho nebezpedi té které latky je vSak zna-
lost jeji toxicity pro ¢lovéka. Tyto tidaje nejsou
experimentdlné pfistupné a usuzovat na né
miZeme bud z nahodilych otrav nebo z mode-
lovych pokusti, provedenych na zvifatech, kte-
ré extrapolujeme na €lovéka. To ovSem pred-
pokladad detailni znalost mechanismu uc¢inku
i déja, které ho ovliviiuji, jako je napf. distri-
buce, detoxikace apod. Vzhledem k mnoZstvi
faktorti ovliviiujicich toxicitu latky pro orga-
nismus je snahou p¥i prevddéni vysledkid ze
zvifat na Clovéka zvolit pokud moZno jedno-
duchy model, ktery by zahrnoval jen ty fak-
tory, které jsou z hlediska ptFeZivani organis-
mu nejdtleZit&jsi.

Z vojenského hlediska je moZno povaZovat

za nejnebezpecnéjsi a pro potencidlni pouZiti
nejredlnéjsi skupinu organofosfatd (OF), které
jsou b&Zné ve vyzbroji armAad kapitalistickych
stati pod rdznym kédovym oznacenim (8).
PrestoZe tyto latky jsou zndmy pomérné dlou-
ho, jejich udavana toxicita pro c¢lovéka byla
spiSe vysledkem empirickych spekulaci a od-
hadl bez dostateénych teoretickych podkladd.
Pfitom jsou tyto latky z hlediska pfenosu ide-
4lni, nebot maji zcela jednoduchy a uniformni
spousStéci mechanismus (¢inku. Ten spoc&ivd
v inhibici cholinesterdz v nervovém systému
Zivo€ichu (5).

Termin cholinesterdzy oznacuje skupinu en-
zymi, hydrolyzujicich cholinové estery. Z hle-
diska funké&éni diileZitosti je moZno je zhruba
rozdé&lit na pseudocholinesterdzy (BuChE, EC
3.1.1.8), vyskytujici se zejména v plazmé a
jatrech, s funkci nezndmou, a acetylcholin-
esterazy (AChE, EC 3.1.1.7), vyskytujici se
hlavn& v erytrocytech a mozku, ev. v nékte-
rych elektrickych orgédnech ryb. Funkce AChE
spodiva v hydrolytickém Stépeni acetylcholinu,
ktery je uvolilovan p¥i pfenosu nervového vzru-
chu v cholinergnim nervovém systému. OF inhi-
buji jak BuChE, tak AChE, pri¢emZ afinita
riiznych OF k tomu & onomu enzymu miZe
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byt znacné rozdilnd. Modelovédni tohoto dé&je
lze provést na zdkladé schématu, uvedeného
na obr. 1.

Celé schéma predstavuje organismus. Ctver-
ce nebo obdélniky znézoriiuji bud moZné dé&je
nebo jejich lokalizaci, nebo jsou to odpovédi
na otazky rozhodovacich blokid, zndzornénych
jako krouZky.
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mentu i exkreci (Ex). Jako inhibitor — I —
vstupuje OF na misto toxického efektu. Mini-
malné jde alespoil o dva vicekompartmentové
oddily, periferni (R) a centrdlni (C) nervovy
systém. Inhibitor reaguje opét minim4lné
s dvéma druhy enzymii, AChE a BuChE, opét
na reverzibilni €¢i ireverzibilni komplex-enzym-
inhibitorovy. Enzym sdm pisobi Stépeni acetyl-
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Obr. 1. Zjednodusené schéma ucinku OF. BLEST vysvétleni v textu

OF vstupuje do organismu riznymi cestami
a dostavai se pfi i. v. podédni ihned do trans-
portniho systému, do krevniho obé&hu. P¥i
jinych zplisobech podéani je jeho vstup do obg&-
hu opoZdén, coZ je na schématu vyjadieno jako
DT. Pri této cesté dochéazi ke ztratdm (L) bud
detoxikaci (D), nebo {fyzikdlné& (PH), napf.
vydychdnim pfi inhala¢ni otravé, absorpci na
potravu pfi p. o. podani nebo odpaienim na
kiZi pfi p. c. intoxikaci. V ob&hu je nebo neni
detoxikovén a je nebo neni inhibitorem cholin-
esterdz (I). Tento posledni rozhodovaci blok
bude dtleZity u latek, které se teprve po meta-
bolizaci stdvaji U€innéjSi noxou z hlediska
schopnosti inhibice cholinesterdz. Je-li latka
inhibitor, jeji urc¢itd Cast reaguje s enzymy
v ob&hu (E), minim4lné s erytrocytdrni AChE
a plazmovou BuChE na reaktivovatelnou formu
(EI{), eventudlné na nereaktivovatelny kom-
plex EI,. Tato €&st OF je tedy z dalSiho po-
stupu opé&t ztracena. A kone¢né miZe urcita
¢ast OF reagovat s nespecifickymi latkami (B).
Ob&hem je OF zanesen do mista metabolismu
a toxického efektu. Pro vé&tSi ndzornost jsou
tyto d&je znézornény na schématu za sebou,
i kdyZ probihaji soucasné. Latka pfi tom bud
je inhibitorem, a muZe se takto uplatnit v mis-
té toxického efektu, nebo inihibitorem neni,
a musi byt metabolizovdna v nékterych orga-
nech (O) na vlastni Géinnou latku. Po této
metabolizaci je vyplavovédna zpét do ob&hu a
prochazi opét stejnymi cestami. Ztraty jsou
zplisobeny opét detoxikaci a v tomte kompart-

cholinu (A), vzniklého z acetylkoenzymu A
(CoA) a cholinacetyltransferazy (ChA) a cho-
linu (Ch), na kyselinu octovou (AA) a Ch. Pii
inhibici cholinesterdz neni ACh hydrolyzovan
a jeho nahromadéni vede k toxickému efektu.
Tento dalSi d&j jiZ neni na schématu zné-
zornén.

Z uvedeného schématu vyplyva, Ze na toxi-
citu daného OF budou mit vliv pfedevsim

— ztraty OF pfi priniku na misto toxického
efektu a _

— afinita cholinesterdaz k danému typu OF.

Vyslednym efektem bude rizny stupeii inhi-
bice cholinesterdz v Zivotné diileZitych struk-
turdch, na némZ bude zaviset stav intoxikova-
ného organismu. Rizny stupeil posSkozeni cho-
linesterdz vede k nahromadéni ACh a k vyvo-

-1&ni rGzné téZkych projevl intoxikace. Stupeii

inhibice cholinesterdz je dobrym diagnostic-
kym méritkem pro posouzeni tiZe intoxikace.
Je nutno vSak mit na zfFeteli, Ze inhibice krev-
nich cholinesterdz je sice diagnosticky dobfe
pfistupnd, ale Ze neni podstatou toxického
efektu. Ten je dan stupném poSkozeni AChE
v nervovém systému, coZ vSak zase neni moZno
diagnosticky vyuZit.

Za predpokladu urcitého zjednoduSeni, jako
je nap¥. predpoklad stejného zplisobu podani,
distribuce a detoxikace, mftZeme za faktor
urcujici toxicitu povaZovat afinitu cholineste-.
rdz k danému OF. Tato afinita je velmi dobfe
meéfitelnd v pokusech in vitro, napf. jako kon-
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centrace inhibitoru, kterd za stanovenou dobu
inkubace enzymu s inhibitorem zptisobi 50 %
inhibice enzymu. Tuto koncentraci oznacujeme
symbolem I5; zdporny dekadicky logaritmus
této koncentrace znaCime pls.

Pri hledédni vztahu struktury a uc€inku byla
sledovéna otdzka z4vislosti toxicity daného OF
na afinité k izolovanému enzymu. Vysledky
téchto praci zavisely na tom, zda sledované
OF byly chemicky pfibuzné a zda bylo pouZito
vhodného enzymu jako modelu (2, 3, 7, 10]).
Pokusili jsme se provést podobnou korelaci
toxicity OF s jeho afinitou k BuChE &i AChE
s vybranymi OF, které patfi do skupiny vysoce
adinnych insekticid €i potencidlné pouZitel-
nych bojovych chemickych latek.

Material a metodika

Soustredili jsme se na skupinu latek obec-
ného vzorce

alkyl [O]\P/O / alkyl

alkyl (0)/ \_[g]a (CHy)a —N < alkyl

Do této skupiny patii prevadZna Cast nejto-
xiCtéjSich OF, jako jsou Kklasické bojové OF
typu sarin a soman a nejnovéjsi OF ze skupiny
V-latek. V préaci bylo pouZito jak naSich, tak
i dosazitelnych literarnich tdaji, zahrnujicich
jejich zdkladni toxicitni tdaje, vyjadfené veli-
kosti LDs, i. m., pfepoCtené na molarni kon-
centrace (umol/kg) a afinitni konstanty, vy-
jadfené velikosti I5), resp. pls. Afinitni kon-
stanty byly méfreny in vitro na plazmové BuChE
a mozkové €i erytrocytarni AChE Kkrysy nebo
mySi. VeSkeré citace tykajici se tohoto mate-
ridlu jsou shrnuty v préaci Bajgara, 1968 (9)
a pro obsdhlost nejsou uvadény.

Meéreni interakce afinitnich konstant inter-
akce O-izopropylmethylfluorofosfonatu (IMPF)
a O-pinakolylmethylfluorofosfonatu (PMPF)
psi, morceci a lidské mozkové AChE bylo pro-
vedeno na poloautomatickém zafizeni, drive
popsaném (6).

VSechny afinitni konstanty byly prevedeny
na vyraz plsy, toxicitni na pLDj5, (zdporny de-
kadicky logaritmus velikosti LDsj).

Korelace afinitnich a toxicitnich konstant a
jeji statistické vyhodnoceni bylo provedeno na
samocCinném pocitaéi MINSK 22 metodou re-
gresni analyzy podle prisluSnych programi (4).

Vysledky a diskuse

Na obr. 2 jsou vyneseny hodnoty pLDs, proti
hodnotdm plgz interakce sledovanych OF
s plazmovou BuChE. Korelace zde nebyla pro-
kéazéana, coZ svédCi o tom, Ze aktivita plazmové
BuChE neni faktorem rozhodujicim o Zivoté
organismu intoxikovaného OF.

Na obr. 3 jsou vyneseny zminéné hodnoty
pLDsy proti hodnotdm plg, interakce sledova-
nych OF s AChE, mozkovou €i erytrocytdrni.
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Obr. 2. Vztah mezi toxicitou riznych OF (vyjddienou ako
pLDg,) a jejich schopnosti inhibovat BuChE (vyjddienou jako
ply). Rovnice: y = 0,32 + 1,23 x 1y = 0,5395 p > 0,05
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Obr. 3. Vaztah mezi toxicitou riznych OF (vyjddienou jako
pLD;y) a jejich schopnosti inhibovat AChE (vyjddienou jako
pl5o). Rovnice: y = —0,93 + 1,53 x, 1y = 0,7727 p < 0,05

V tomto pripadé byl prokédzan statisticky vy-
znamny (p<<0,05) vztah mezi témito dv&ma
veli¢inami. Tento nélez svéd¢i o vfznamu AChE
pfi intoxikaci OF. Vzhledem k tomu, Ze byla
nalezena korelace mezi in vitro naméfenou
afinitou k AChE a in vivo stanovenou toxicitou,
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1ze predpokladat, Ze podobné& korelace by
mohla byt nalezena mezi hodnotami LDgy a Is
pro jeden OF na né&kolika druzich laborator-
nich zvifat. Pro ovéfeni tohoto predpokladu
byly vybrény dva OF — IMPF a PMPF.

Né&lezy podporujici tuto hypotézu jsou
shrnuty na obr. 4. Tato korelace byla proka-
zéna jen pro AChE mozku; u AChE pfitomné
v ostatnich orgénech (srdce, plice, jatra) byla
korelace nevyznamna.

Ze z4vislosti tohoto druhu je moZné — znéa-
me-li jednu veliinu, napf. plsy — vypocitat
i druhou (pLDsy) a naopak. PonévadZ hodnota
plsy je experimentdlné snadno pristupné, mi-
Zeme tak predpovédé&t velikost pLDs, i pro ta-
kové druhy, kdy toxicitni experimenty nepfi-
chazeji v avahu. Je to tedy zpisob, ktery vede
ke stanoveni toxicity na zé&kladé statisticky
prokédzané pravdépodobnosti, coZ je mnohem
pfesnéjS§i neZ jakykoliv odhad. Na obr. 5 je

N
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Obr. 4. Vztah mezi toxicitou IMPF a jeho schopnosti inhibovat AChE riznych orgdnit mysi, krysy a morcete. Tvar bodi oznaluje
ACHE rgznych orgdnii: O, @, ® —mozek, \/, Y, \/ —srdce, [, ), 8 - plice, A> A, A - jdtra, vyplii bodii oznaiuje AChE druhu:
N>, Vs O - morle, A, .’ ," @ - krysa, A, H, ¥V, @ - mys

pLDsp (mol/kg)

PMPF ]

1" ”?

Obr. 5. Uréeni toxicity IMPF a PMPF pro &lovéka, zndme-li hodnoty pls, pro lidskou mozkovou AChE ( ozfnac'eny Sipkami). Tvar
bodi oznatuje ACHE raznych druhi: N\, A - krysa, O, @ —mys, [, l - krdlik, O — pes, + — morce; vyplfi bodu oznaluje OF:
A, 0,8, + - IMPF, A, O, (), ® - PMPF.

Rounice pro vztah toxicity a inhibiéni udinnosti pro IMPF: y = 0,42 + 0,61 x
PMPF:y = 3,59 + 0,3 x

Ty = 0,9409  p < 0,05;
Ty = 0,9462  p < 0,05.
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demonstrovdno urcCeni toxicity IMPF a PMPF
pro Clovéka, kterd €ini pfi i. m. podAani 4,9 aZ
7,4 mg/70 kg pro IMPF a 6,6 mg/70 kg pro
PMPF.

Velikost této konstanty umoZiiuje odhad
i extrémné malych ¢i vysokych davek, coZ ma
vyznam napf¥. pfi urovani norem ¢i maximélné
pripustnych davek apod.

MiZe se namitnout, Ze takto odvozend hod-
nota toxicity neni kontrolovatelnd a ma pouze
spekulativni charakter. Je vSak moZno kon-
frontovat nase udaje s nékterymi publikova-
nymi fakty z ndhodnych otrav OF.

Toxicita IMPF, vyjadfenad jako LDsy pro clo-
véka pfi p. o. podéani, je udavéna asi 14 aZ
35 mg/70 kg. Pri aplikaci na spojivky je veli-

kost LDsy uddvédna 0,05 mg/kg, tj. 3,5 mg/70 kg. -

Pfi inhala¢nim podéni je velikost LDsy kolem
4—8 mg/70 kg. Udaje pro PMPF tak bohaté
nejsou; pf¥i inhala¢ni brané& vstupu je déavka
LDy, PMPF asi 2—4 mg/70 kg, p¥i p. c. zasaZeni
kolem 50 mg/70 kg (11). Tyto Gdaje jsou v me-
zich udédvanych Craigem a Woodsonem, 1959
(1), ktefi popsali 22 lidskych intoxikaci ner-
vovymi plyny, tj. OF. Jak je vidét, srovndme-li
tidaje toxicit téchto OF z ndhodnych otrav a
z naSich pokusii, dochazime k dobré shodé.

Z uvedeného vyplyva, Ze zphsob vypoctu
toxicity OF pro ¢lovéka popsanou metodou ma
své opodstatnéni a umoZiiuje s malymi expe-
rimentalnimi nédklady odhadnout pomérné
pFesné toxicitu, a to bez rizika pokusid na dob-
rovolnicich. Mame za to, Ze tento zplisob by
byl vyhodny zejména pri screeningu novych
OF jako jedno z prvnich tfidicich Kkritérii pfi
vybéru vysoce Gcinnych latek typu OF.

Souhrn

V préci je sledovédn vztah mezi toxicitou riz-
nych organofosfath a jejich schopnosti inhi-
bovat butyrylcholinesterdzu (BuChE) ¢€i ace-
tylcholinesterdzu (AChE). Bylo prokazano, Ze
toxicita latky je zavisld na jeji inhibi¢ni G&in-
nosti k AChE, ne vSak k BuChE. Na zikladé
srovndani toxicity izopropylmetylfluorofosfona-
tu (IMPF) a jeho schopnosti inhibovat AChE
riznych zdroji (srdce, plice, jatra a mozek
mysi, krysy a morcete) bylo dokazano, Ze toxi-

cita této slouCeniny je ve vztahu k schopnosti
inhibovat pouze AChE mozkovou. Tento vztah
mezi inhibici mozkové AChE a toxicitou IMPF
byl prokédzan také pro daldi organofosfat —
pinakolylmetyl fluorofosfonat a pro dalsi dru-
hy; pomoci uvedené zavislosti byla ze znalosti
inhibiéniho G¢inku na lidskou mozkovou AChE
in vitro extrapolovdna toxicita obou téchto
latek pro Clovéka.
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