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Vojenský lékařský výzkumný a doškolovací ústav I. E. Purkyně, Hradec Králové

Perkutánní [p.c.) brána vstupu je při po-
užití bojových chemických látek jednou Z nej-
důležitějších cest proniknutí otravné látky
[OL] do organismu [14]. Průnik DL je při
tomto druhu intoxikace ovlivňován mnoha
faktory, Z nichž je nutno uvést alespoň stav
kůže a Ostatních biologických bariér, fyzikál-
ně chemické vlastnosti dané látky včetně její
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chemické stálosti, těkavosti, povrchového na-
pětí, viSkoZity a j. Účinnost a průběh akutní
otravy Záleží vedle rychlosti průniku na cha-
rakteru biologického účinku použité OL.

Z hlediska možného vojenského použití Zů-
stávají co do pořadí důležitosti na prvním
místě látky S nervově paralytickým účinkem
[NPL], jejichž mechanismus účinku je v Sou-
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Schéma 1. Strukturní vzorce použitých nervově paralytických látek
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časné době v podstatě objasněn: je vysvětlo-
ván inhibicí cholinesteráz v nervovém- Systé-
mu živočichů [8, 9 a jiní). V Závislosti na
Chemické struktuře dané NPL se Však v jed-
notlivostech různé NPL mezi sebou značně
liší, Zejména při p. c. podání [17].

V této práci jsme Se pokusili postihnout
rozdíly v p. c. účinnosti tří NPL, které se od-
lišují svou chemickou strukturou. Použité NPL
byly: O-fli'Sopropylmethylfluoroíosfoniát [IMPF ],
'O-isopropyl-S- [Z-dii'Sopropylaminoethyl ]‘ -me,t—
-hy1fosf0nothioät [IDIM] a O—ethyl—S—[Z—di-
isopropylaminoethyl ] -methylfosfon0thioât j
[EDIM]. Vzorce těchto NPL jsou uvedeny na
schématu 1. jako měřítko účinku byla Zvole-
na hodnota toxicity —— LD50 při p. c. podání
u krysy a Změny aktivity funkčně rozhodují-
cího enzymu acetylcholinesterázy [AChE, EC
3.1.1.7] v transportním Systému — v krvi --
a v místě toxického zásahu —— V mozku.

MATERIÂL A METODIKA

Stanovenî p. c. toxicity
Ke Stanovení hodnot LD50 u zkoumaných

látek [IMPF, IDIM, EDIM] byly použity krysí
samice [VelaZ], váhy 150—230 'g. Bylo pou-
žito skupin po 6 Zvířatech. Látky byly podá-
vány na oholenou kůži dorzální části těla
krysy kalibrovanou platinovou kličkou. Mor-
talita byla odečítána Za 2 hod. po podání
látky.

Změny aktivity AChE V průběhu p. c. otravy
Krysi samice [VelaZ], váhy 150-230 g, by-

ly rozděleny nahodilým výběrem do skupin
po 5 Zvířatech. Zvířatům v kontrolní skupině
byl podán na oholenou kůži hřbetu fyziolo-
gickýroztok, zvířatům v pokusných skupi-
nách byly p. c. podány NPL v dávkách asi
2-4XLD50, tj.: IMPF -- 156,7 mg/kg, IDIM ——
0,119 mg/kg a EDIM -— 0,049 m'g/kg. Pak byla
Zvířata ve skupinách Zabíjena v různých ča-
Sových intervalech po intoXikaci přestřihnu-
tím krčních cév, tj. u otravy IMPF 1, 5, 9 a
13 min. po intoXikaci, u EDIM 1, 3, 5, 10, 30
a 60 min. a u IDIM 3, 5, 10, 15, 30 a 70 min.
po intoXikaci. Poslední časový interval před-
Stavoval prakticky dobu uhynutí zvířat ve
Skupině.

Zpracování materiálu
Krev byla odebírána do zkumavek vysypa-

ných heparinem a pak hemolyzována ledovou
destilovanou vodou 1 : 20; mozky byly po vy-
jmutí opláchnuty ledovým Íyziologickým roz-
tokem a zmrazeny na suchém ledu. Pak Z nich
byla vypreparována oblast prodloužené míchy
a homogenizována v 0,2 M TRIS-H01 pufru pH
8,0 na 1% homogenát [homogenizátor Ianke
a Kunkel, NSR].

Měření aktivity AChE
Aktivita AChE byla měřena metodou podle

Ellmana et al. [5], modifikovanou pro auto-

matický kolorimetr Auto Analyzer, Technicon,
New York, USA [3] Se substrátem acetylthio-
cholinjodidem [Lachema Brno] a chromoge-
nem 5,5*-dithio-biS-2-nitrobenzoovou kyselinou
[Serva Heidelberg, NSR]. Aktivita byla vyjad-
řována v Íamol hydrolyzovaného substrátu/min.
na 100 mg vlhké tkáně nebo v 1 ml hemolyzá-
tu, ev. jako 0/0 kontrol.

Statistické vyhodnocení
Hodnoty LD50 byly vypočteny probitovou me-

todou na počítači MINSK 22 [7]. Hodnota LT
udává průměrnou dobu uhynutí. Z hodnot ak-
tivity AChE v krvi a prodloužené míše byly
vypočteny průměry s intervaly spolehlivosti
[P=95 O/0] a vyjádřený jako 0/0 kontrolních
hodnot. Statistická významnost byla testována
Duncanovým pořadovým testem opět na poči-
tači MINSK 22 [7].

VÝSLEDKY A DISKUSE

Výsledky stanovení p. c. toxicity ukazuje
obr. 1. Ie vidět, že p. c. LD50 pro IMPF je asi
o tři řády vyšší nıež velikosti LD50 zbývajících
NPL; přitom nejvyssi toxicitu vykazuje EDIM.
Sklony přímek závislostí mortalita vs. dávka

90 I

50-

30-m
or

ta
lita

(%
)

40 '
10 20 50 400 200

mq/kg (IMPF)
600/kg (ID/Ml EDIM)

Obr. 1. Stanovení p. 0. toxicity pro IMPF, IDIM a EDIM.
Každý bod reprezentuje mortalita v % u 6 Zvířat

v probit-logaritmické transformaci ukazují, že
pro nejvíce účinnou sloučeninu [EDIM] exis-
tuje i nejvíce Strmá závislost těchto dvou veli-
čin. Z těchto pokusů určené toxicitní konstan-
ty jsou uvedeny v tabulce 1.

Po p. c. intoXikaci všemi použitými NPL byl
pozorován intenzívní pokles aktivity AChE
v krvi. Lišil Se však časový průběh tohoto pro-
cesu [tedy vlastně inhibice AChE), tak i časový
průběh vlastní intoxikace v závislosti na typu
použité NPL.

Při intoXikaci IMPF byl průběh intoxikace
velmi rychlý [uhynutí všech zvířat ve skupině
do 10——15 min.] a inhibice AChE v krvi tomu-
to rychlému poklesu odpovídala [obr. 2). Pro
obě zbývající NPL byl průběh otravy prodlou-
žen a uhynutí zvířat bylo pozorováno asi za
hodinu po zasažení. Inhibice krevní AChE byla
povlovnější a nejintenzívnějši pokles byl pozo-
rován až v terminálním Stadiu otravy [obr. 2].
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Tabulka I
Konstanty charakterizujici toxicita tři použitých NPL při p. c. podání

Látka LD50 (mg/kg) LT (min)

IMPF 79,8 (45,3 — 138,8)

IDIM

EDIM

0,059 (0,039 - 0,087)

0,0121 (0,0094 — 0,0163)

16,3 (12,5 — 21,2)

90,3 (75,9 — 107,3)

142,8 (104,5 — 194, 9)

Hodnotu v Závorkách udávají intervaly spolehlivosti (P= 95%)
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Obr. 2. Změny aktivity AChE v Kˇrvi I O] a v pontomedu-
lărni Oblasti {A} krysîho mozku při p. c. otravě IMPF
[A], IDIM [B] a EDIM (C). Každý bod reprezentuje
průměr Z 6 měření s intervaly Spolehlivosti (P=95 %]

Pokles aktivity AChE v krvi je Však pouze
odrazem Stavu transportního Systému, kterým
je noxa dopravována na místo vlastního toxic-
kého účinku. Tento vlastní efekt je vyjádřen
sledováním inhibice AChE v mozku, resp. v je-
ho části důležité pro dechové funkce [16] --
v prodloužené míše. Je vidět, že u otravy IMPF
je inhibice AChE v pontomedulární oblasti
prakticky Stejně rychlá jako v krvi. U dalších
dvou NPL byla inhibice AChE v mozku proti
krvi opožděna, pro EDIM byla Zřetelná i ja-
kási doba latence [obr. 2). V dalším průběhu
otravy se však inhibice prudce Zvyšovala a
v terminálním stadiu otravy opět dosahovala
maxima.

Z výsledků je Zřejmý význam látek typu
EDIM a IDIM — organofosforovÿch sloučenin
typu V. Jejich p. c. toxicity jsou proti IMPF
[reprezentant klasických NPL] Zhruba 1000-
-krát vyšší. Tento fakt je Způsoben Zřejmě vět-
ší chemickou stálostí EDIM a IDIM proti IMPF
a Zřejmě i rychlostmi detoxikace, které jsou
pro IMPF relativně rychlé [6], Zatímco pro
EDIM a IDIM prakticky neprokazatelné [12].

Zajímavým náleZem u EDIM je jistá doba
latence před inhibicí AChE v mozku. Tato la-
tence byla pozorována i při p. c. intoxikaci psů,
kde však byla vyjádřena daleko Zřetelněji [4].
Vzhledem k rychlejšímu metabolismu u krysy
než u psa je kratší doba latence Zcela pocho-
pitelná.

Srovnáním inhibice AChE v krvi a prodlou-
žené míše je možno dojít k názoru, že inhibice
mozkové AChE S menším Zpožděním odráží
Stav aktivity AChE v krvi. Toto Zjištění je vel-
mi významné pro diagnostiku otrav NPL, pro-
tože krev je Snadno dostupným materiálem
pro klinicko-laboratorní vyšetření. Z uvedené-
ho Srovnání také vyplývá, že existuje rychlá
penetrace uvedených NPL do mozku, protože
inhibice AChE ireverzibilními inhibitory, kte-
rými použité látky jsou [2, 13], je vlastně obra-
Zem rychlosti jejich penetrace do kompartmen-
tu, kde je aktivita AChE měřena [10, 11]. Vy-
soká inhibice AChE v prodloužené míše dále

' Svědčí pro centrální působení uvedených NPL
v CNS i při p. c. podání. Centrální efekt IMPF
při i. m. podání byl prokázán dříve [2]. Pokud
Se týká EDIM, Side'll et al. [15] popsali cen-
trální účinek této NPL na Zdravých dobrovol-
nících. Zjistili, že látka má centrální účinek
při i. v. podání, ne však při perorální aplikaci.
Vzhledem k tomu, že při p. c. podání [jak
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tomu bylo v našich pokusech] byl centrální
efekt [vyjádřený jako inhibice AChE] pozo-
rován také, je možno uvažovat o tom, že tento
druh podání (p. c.) Se i přes nutnost penetro-
vat přes více biologických bariér než při i. v.
podání [podobně jako při perorálním podání]
Spíše blíží podání i. v. než perorálnímu. ˇ

Vzhledem k tomu, že v minulých pokusech
bylo prokázáno, že AChE pontomedulární ob-
lasti mozku vykazuje in vivo nejvyšší afinitu
k IMPF, IDIM a analo'gickým NPL [1, 2], je
možno uvažovat o této Struktuře jako funkčně
velmi důležité pro centrální efekt uvedených
NPL, a to i při p. c. intoxikaci.

Závěrem je možno konstatovat, že všechny
tři NPL představují vzhledem ke Své vysoké to-
Xicitě velmi reálné nebezpečí při jejich použití
v případném válečném konfliktu. IDIM a EDIM
jsou látky vysoce účinné, převyšující IMPF,
Zvláště p. c. toxicitou. V přepočtu na molární
koncentrace účinkují při p. c. podání smrtelně
již v dávkách 10“7 molu/kg a tím Se řadí k nej-
toxičtějším nízkomolekulárním Sloučeninám
Současné doby.

Souhrn

U krys byla Stanovena p. c. toxicita tří ner-
vově paralytických látek, O-iSopropylmethyl-
fluorofosfonátu [LD50, p. c. = 79,8 mg/kg],

O-ethyl-S- [ 2-diisopropylaminoethyl ] -methyl-
fosfonothioátu [LD5.0, p. c. = 0,012 mg/kg) a

O-isopropyl-S- [ 2-diiSopropylaminoethyl ] -me-
thylfosfonothioátu [LD50, p. c. = 0,059 mg/kg].
Dále byl Sledován časový průběh Změn akti-
vity acetylcholinesterázy [AChE] v krvi a pon-
tomedulární oblasti mozku krys otrávených
p. c. třemi uvedenými látkami v dávkách cca
2-4><LD50. Inhibice AChE v transportním Sy-
Stému - V krvi - je.při otravě první látkou
Značně rychlá a prakticky Shodná s rychlostí
inhibice AChE v mozku. U ostatních dvou látek
byl pozorován protrahovanější průběh intoxi-
kace i pomalejší inhibice AChE v krvi. Pokles
aktivity AChE v pontomedulární oblasti mozku
byl proti krvi opožděn také.
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