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PROBLEMATIKA PŘENOSU TOXICITY VYSOCE ÚČINNÝCH ORGANOFOSFĂTÚ
Z LABORATORNÍHO ZVÍŘETE NA ČLOVĚKA

Kpt. MUDr. Jiří BAIGAR, csc., RNDr. Jiří PATOČKA,
Vojenský lékařský výzkumný a doškolovací ústav j. E. Purkyně, Hradec Králové

Nebezpečí chemické války Zůstává Stále
aktuální a Spektrum látek použitelných jako
možné bojové chemické látky Se Stále roz-
šiřuje intenzivním výzkumem, Zejména v kapi-
talistických Státech [Edgewood Arsenal v USA,
Porton v Anglii, Rijswijk v Holandsku, Sundby-
berg ve Švédsku ap.]. Vývoj nových, Stále
toxičtějších látek S Sebou proto přináší potře-
bu řešit ochranu jednotlivců i celých skupin
obyvatelstva či vojsk před jejich účinkem. jed-
ním Z nutných předpokladů pro posouzení ak-
tuálního nebezpečí té které látky je však Zna-
lost její toxicity pro člověka. Tyto údaje nejsou
experimentálně přístupné a usuzovat na ně
můžeme buď Z nahodilých otrav nebo z mode-
lových pokusů, provedených na Zvířatech, kte-
ré extrapolujeme na člověka. To ovšem před-
pokládá detailní Znalost mechanismu účinku
i dějů, které ho ovlivňují, jako je např. distri-
buce, detoxikace apod. Vzhledem k množství
faktorů ovlivňujících toxicitu látky pro orga-
nismus je Snahou při převádění výsledků Ze
Zvířat na člověka Zvolit pokud možno jedno-
duchý model, který by Zahrnoval jen ty fak-
tory, které jsou Z hlediska přežívání organis-
mu nejdůležitější.

Z Vojenského hlediska je možno považovat

Za nejnebezpečnější a pro potenciální použití
nejreálnější Skupinu organoíosfátů [OF], které
jsou běžně ve výzbroji armád kapitalistických
států pod různým kódovým označením [8].
Přestože tyto látky jsou známy poměrně dlou-
ho, jejich udávaná toxicita pro člověka byla
Spíše výsledkem empirických Spekulací a od-
hadů bez dostatečných teoretických podkladů.
Přitom jsou tyto látky Z hlediska přenosu ide-
ální, nebot' mají Zcela jednoduchý a uniformní
Spouštěcí mechanismus účinku. Ten Spočívá
v inhibici cholinesteráz v nervovém Systému
živočichů [5].

Termín cholinesterázy označuje Skupinu en-
Zymů, hydrolyzujicích cholinové estery. Z hle-
diska funkční důležitosti je možno je Zhruba
rozdělit na pseudocholinesterázy [BuChE, EC
3.1.1.8), vyskytující Se Zejména v plazmě a
játrech, S funkcí neznámou, a acetylcholin-
esterázy [AChE, EC 3.1.1.7), vyskytující Se
hlavně v erytrocytech a mozku, ev. v někte-
rých elektrických orgánech ryb. Funkce AChE
Spočívá v hydrolytickém štěpení acetylcholinu,
který je uvolňován při přenosu nervového vzru-
chu v cholinergním nervovém Systému. OF inhi-
buji- jak BuChE, tak AChE, přičemž afinita
různých OF k tomu či onomu enzymu může
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býtznačně rozdílná. Modelování tohoto děje
lze provést na Základě Schématu, uvedeného
na obr. 1.

Celé Schéma představuje organismus. Čtver-
ce nebo obdélníky znázorňují bud' možné děje
nebo jejich lokalizaci, nebo jsou to odpovědi
na otázky rozhodovacích bloků, Znázorněných
jako kroužky.

TRANSPORT
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mentu i exkrecí [EX]. jako inhibitor —— I -—
vstupuje OF na místo toxického efektu. Mini-
málně jde alespoň o dva vícekompartmentové
oddíly, periferní [R] a centrální [C] nervový
Systém. Inhibitor reaguje opět minimálně
S dvěma druhy enzymů, AChE a BuChE, opět
na reverzibilní či ireverzibilní komplex-enzym-
inhibitorový. Enzym sám působí štěpení acetyl-
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Obr. I. Zjednodušené Schéma účinku OF. Bližší vysvětlení v textu

OF vstupuje do organismu různými cestami
a dostává Se při i. v. podání ihned do trans-
portního Systému, do krevního oběhu. Při
jiných způsobech podání je jeho vstup do obě-
hu opožděn, což je na Schématu vyjádřeno jako
DT. Při této cestě dochází ke ztrátám [L] bud'
detoxikací [D], nebo fyzikálně (PH), např.
vydýcháním při inhalační otravě, absorpcí na
potravu při p. o. podání nebo odpařením na
kůži při p. c. intoXikaci. V oběhu je nebo není
detoxikován a je nebo není inhibitorem cholin- r
esteráz [I]. Tento poslední rozhodovací blok
bude důležitý u látek, které se teprve po meta-
bolizaci Stávají účinnější noxou z hlediska
schopnosti inhibice cholinesteráz. Ie-li i“ látka
inhibitor, její určitá část reaguje S enzymy
v oběhu [E], minimálně s erytrocytární AChE
a plazmovou BuChE na reaktivovatelnou formu
[E11], eventuálně na nereaktivovatelný kom-
plex E12. Tato část .OF je tedy z dalšího po-
Stupu opět ztracená. A konečně může určitá
část OF reagovat s nespecifickými látkami [B].
Oběhem je OF zanesen do mista metabolismu
a toxického efektu. Pro větší názornost jsou
tyto děje znázorněny na Schématu Za Sebou,
i když probíhají současně. Látka přitom bud’
je inhibitorem, “a může Se takto uplatnit v mís-
tě toxického efektu, nebo inihibitorem není,
a musi být metabolizována v některých orgá-
nech [O] na vlastní účinnou látku. Po této
metabolizaci je vyplavována Zpět do oběhu a
prochází opět Stejnými cestami. Ztráty jsou
způsobeny opět detoxikaci a v tomto kompart-

cholinu [A], vzniklého Z acetylkoenzymu A
[CoA] a cholinacetyltransferázy [ChA] a cho-
linu [Ch], na kyselinu octovou [AA] a Ch. Při
inhibici cholinesteráz není VACh hydrolyzován
a jeho nahromadění vede k toxickému efektu.
Tento další děj již není na schématu zná-
zorněn.

Z uvedeného schématu vyplývá, že na toxi-
citu daného OF budou mít vliv především

— ztráty OF při průniku na místo toxického
efektu a ,

—— afinita cholinesteráz k danému typu OF.
Výsledným efektem bude různý stupeň inhi-

bice cholinesteráz v životně důležitých Struk-
turách, na němž bude záviset stav intoxikova-
ného organismu. Různý Stupeň poškození cho-
linesteráz vede k nahromadění ACh a k vyvo-
lání různě těžkých projevů intoXikace. Stupeň
inhibice cholinesteráz je dobrým diagnostic-
kým měřítkem pro posouzení tíže íntoXikaoe.
Je nutno však mít na Zřeteli, že inhibice krev-
ních cholinesteráz je Sice diagnosticky dobře
přístupná, ale že není podstatou toxického
efektu. Ten je dán stupněm poškození AChE
v nervovém Systému, což však zase není možno
diagnosticky využít. ,

Za předpokladu určitého zjednodušení, jako
je např. předpoklad Stejného způsobu podání,
distribuce a detoxikace, můžeme za faktor
určující toxicitu považovat afinitu cholineste--
ráz k danému OF. Tato afinita je velmi dobře
měřitelná v pokusech in vitro, např. jako kon-
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centrace inhibitoru, která Za stanovenou dobu
inkubace enzymu s inhibitorem způsobí 50 0/0
inhibice enzymu. Tuto koncentraci označujeme
Symbolem 150; záporný dekadický logaritmus
této koncentrace Značíme p150.

Při hledání vztahu Struktury a účinku byla
sledována otázka Závislosti toxicity daného OF
na afinitě k izolovanému enzymu. Výsledky
těchto prací závisely na tom, zda sledované
OF byly chemicky příbuzné a zda bylo použito
vhodného enzymu jako modelu [2, 3, 7, 10).
Pokusili jsme se provést podobnou korelaci
toxicity OF S jeho afinitou k BuChE či AChE
s vybranými OF, které patří do Skupiny vysoce
účinných insekticid či potenciálně použitel-
ných bojových chemických látek.

Materiál a metodika

Soustředili jsme Se na skupinu látek obec-
ného vzorce
alkyl [O] \P/ O /alky1

alkyl [oj/ \[Š]- [cHzln-N \a1kyl

Do této skupiny patří převážná část nejto-
xičtějších OF, jako jsou klasické bojové OF
typu sarin a soman a nejnovější OF ze skupiny
V-látek. V práci bylo použito jak našich, tak
i dosažitelných literárních údajů, zahrnujících
jejich základní toxicitní údaje, vyjádřené veli-
kostí LD50 i. m., přepočtené na molární kon-
centrace [nmol/kg] a afinitní konstanty, vy-
jádřené velikostí 150, resp. pl50. Afinitní kon-
stanty byly měřeny in vitro na plazmové BuChE
a mozkové či erytrocytární AChE krysy nebo
myši. Veškeré citace týkající se tohoto mate-
riálu jsou shrnuty v práci Bajgara, 1968 [9]
a pro obsáhlost nejsou uváděny.

Měření interakce afinitních konstant inter-
akce O-izopropylmethyliluorofosfonátu [IMPF]
a O-pinakolylmethyliluorofosionátu [PMPF]
psí, morčecí a lidské mozkové AChE bylo pro-
vedeno na poloautomatickém zařízení, dříve
popsaném [6].

Všechny afinitní konstanty byly převedeny
na výraz pl50, toxicitní na pLD50 [záporný de-
kadický logaritmus velikosti LD50).

Korelace afinitních a toxícítních konstant a
její Statistické vyhodnocení bylo provedeno na
samočinném počítači MINSK 22 metodou re-
gresní analýzy podle příslušných programů [4].

Výsledky a diskuse

Na obr. 2 jsou vyneseny hodnoty pLD50 proti
' hodnotám pl50 interakce Sledovaných OF

s plazmovou BuChE. Korelace zde nebyla pro-
kázána, což svědčí o tom, že aktivita plazmové'
BuChE není faktorem rozhodujícím o životě
organismu íntoxíkovaného OF.

Na obr. 3 jsou vyneseny zmíněné hodnoty
pLD50 proti hodnotám pI50 interakce Sledova-
ných OF s AChE, mozkovou či erytrocytární.
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Obr. 2. Vztah mezi toxz'cíıou různých OF (vyjádřenou ako
pLDăU) a jejich Schopnosıí inhibovaı BuChE (vyjádřenou jako

p150). Rovnice: y r: 0,32 + 1,23 x rx). r: 0,5395 p > 0,05
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Obr. 3. Vztah mezi toxicı'tou různých OF (vyjádřenozı jako
pLDĎO) a jejich Schopnostz' ínhibovat AChE (vyjádřenou jako

p150)- R0vnice:y z "'—0,93 + 1353 x, Tx): -: 0,77271) < 0305

V tomto případě byl prokázán Statisticky vý-
znamný (p<0,05] vztah mezi těmito dvěma
veličinami. Tento nález svědčí o významu AChE
při intoxikaci OF. Vzhledem k tomu, že byla
nalezena korelace mezi in vitro naměřenou
afinitou k AChE a in vivo stanovenou toXicItou,
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lze předpokládat, že podobná korelace by
mohla být nalezena 'mezi hodnotami LD50 a 150
pro jeden OF na několika druzích laborator-
ních Zvířat. Pro ověření tohoto předpokladu
byly vybrány dva OF -- IMPF a PMPF.

Nálezy podporující tuto hypotězu jsou
Shrnuty na obr. 4. Tato korelace byla proká-
zána jen pro AChE mozku; u AChE přítomné
v ostatních orgánech (Srdce, plíce, játra] byla
korelace nevýznamná.

Ze Závislosti tohoto druhu je možné —— zná-
me-li jednu veličinu, např. pI50 —- vypočítat
i druhou [pLD50] a naopak. Poněvadž hodnota
pI50 je experimentálně snadno přístupná, mů-
žeme tak předpovědět velikost pLD50 i pro ta-
kové druhy, kdy toxicitní experimenty nepři-
cházejí v úvahu. je to tedy způsob, který vede
ke stanovení toxicity na základě statisticky
prokázané pravděpodobnosti, což je mnohem
přesnější než jakýkoliv odhad. Na o-br. 5 je
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Obr. 4. Vztah mezi toxicitou IMPF a jeho Schopnostı' inhibovat AChE různých orgánů myši, krysy a morčete. Tvar bodů označuje
AChE různých orgánů: 0, O, GB - mozek, V, v, V -Srdce, E], I, EB — plíce, A, A, A — játra, výplň bodů označuje AChE druhu:
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Obr. 5. Určení toxicity IMPF a PMPF pro člověka, známe-li hodnoty 1)]50 pro lidskou mozkovou Ach? (oznaˇčeny šipkami) ._ Tvar
bodů označuje AChE různých druhů: A, A '— krysa, O, O - myš, U, I *- krdlz’k, O - P65, + - morce; vypln bodů označuje OF:

A, I, I, + -IMPF, A, 0,13, a) - PMPF.
Rovnice pro vztah toxicity a inhibiční účinnosti pro IMPF: y = 0,42 + 0,61 x

PMPF: y = 3,59 + 0,3 x
7.x}; = 0,9409r” = 0,9462 P < 0,05;

p < 0,05.
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demonstrováno určení toxicity IMPF a PMPF
pro člověka, která činí při i. m. podán'í 4,9 až
7,4 mg/70 kg pro IMPF a 6,6 mg/70 kg pro
PMPF.

Velikost této konstanty umožňuje odhad
i extrémně malých či vysokých dávek, což má
význam např. při určování norem či maximálně
přípustných dávek apod.

Může Se namítnout, že takto odvozená hod-
nota toxicity není kontrolovatelná a má pouze

spekulativní charakter. Ie však možno kon-
Írontovat naše údaje S některými publikova-
nými fakty Z náhodných otrav OF.

Toxicita IMPF, vyjádřená jako LD50 pro člo-
věka při p. o. podání, je udávána asi 14 až
35 mg/70 kg. Při aplikaci na Spojivky je veli-
kost LD50 udávána 0,05 mg/kg, tj. 3,5 mg/70 kg. -
Při. inhalačním podání je velikost LD50 kolem
4-8 mg/70 kg. Údaje pro PMPF tak bohaté
nejsou; při inhalační bráně vstupu je dávka
LD50 PMPF asi 2-4 mg/70 kg, při p. c. Zasažení
kolem 50 mg/70 kg [11]. Tyto údaje jsou v me-
zích udávaných Craigem a Woodsonem., 1959
[1], kteří popsali 22 lidských intoxikací ner-
vovými plyny, tj. OF. Iak je vidět, Srovnáme-li
údaje toxicit těchto OF Z náhodných otrav a
Z našich pokusů, docházíme k dobré Shodě.

Z uvedeného vyplývá, že Způsob výpočtu
toxicity OF pro člověka popsanou metodou má
Své opodstatnění a umožňuje S malými expe-
rimentálními náklady odhadnout poměrně
přesně toxicitu, a to bez rizika pokusů na dob-
rovolnících. Máme Za to, že tento Způsob by
byl výhodný Zejména při Screeningu nových
OF jako jedno Z prvních třídicích kritérií při
výběru vysoce účinných látek typu OF.

Souhrn

V práci je Sledován vztah mezi toxicitou růz-
ných organofosfátů a jejich schopnosti inhi-
bovat butyrylcholinesterázu [BuChE] či ace-
tylcholinesterázu (AChE). Bylo prokázáno, že
toxicita látky je Závislá na její inhibiční účin-
nosti k AChE, ne však k BuChE. Na základě
Srovnání toxicity izopropylmetylfluoroiosfoná-
tu [IMPF] a jeho schopnosti inhibovat AChE
různých Zdrojů (Srdce, plíce, játra a mozek
myši, krysy a morčete] bylo dokázáno, že toxi-
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cita této Sloučeniny je ve vztahu k Schopnosti
inhibovat pouze AChE mozkovou. Tento vztah
mezi inhibicí mozkové AChE a toxicitou IMPF
byl prokázán také pro další organofosfát -
pinakolylmetyl Íluoroíosfonát a pro další dru-
hy; pomocí uvedené Závislosti byla Ze Znalosti
inhibičního účinku na lidskou mozkovou AChE
in vitro extrapolována toxicita obou těchto
látek pro člověka.
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