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UCINEK NEKTERYCH NERVOVE PARALYTICKYCH LATEK
PRI PERKUTANNIM ZASAZENI
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Vojensky lékarsky vyzkumny a doSkolovaci dstav J. E. Purkyn&, Hradec Kréalové

Perkutdnni (p.c.) brdna vstupu je pfi po-
uZiti bojovych chemickych latek jednou z nej-
dileZitéjSich cest proniknuti otravné latky
(OL) do organismu (14). Prinik OL je pfi
tomto druhu intoxikace ovliviiovdn mnoha
faktory, z nichZ je nutno uvést alespoii stav
kliZe a ostatnich biologickych bariér, fyzikal-
né chemické vlastnosti dané latky vCetné jeji

chemické stalosti, tékavosti, povrchového na-
péti, viskozity a j. Ucinnost a pribgh akutni
otravy zdleZi vedle rychlosti priniku na cha-
rakteru biologického uGédinku pouZité OL.

Z hlediska moZného vojenského pouZiti zli-
stdvaji co do poradi dileZitosti na prvnim
misté 14tky s nervové paralytickym uacCinkem
(NPL), jejichZ mechanismus Gc€inku je v sou-
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Schéma 1. Strukturni vzorce pouZitjch nervové paralytickijch ldtek
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Casné dob& v podstaté objasnén: je vysvétlo-
van inhibici cholinesterdz v nervovém systé-
mu ZivoCicht (8, 9 a jini). V zavislosti na
chemické struktuife dané NPL se vSak v jed-
notlivostech rtzné NPL mezi sebou znacéné
1i8i, zejména pii p.c. podani (17).

V této praci jsme se pokusili postihnout
rozdily v p.c. acinnosti tfi NPL, které se od-
liSuji svou chemickou strukturou. PouZité NPL
byly: O-isopropylmethylfluorofosfonéat (IMPF),
O-isopropyl-S- (2-diisopropylaminoethyl) -met-
-hylfosfonothiodt (IDIM) a O-ethyl-S-(2-di-
isopropylaminoethyl)-methylfosfonothioat
(EDIM]). Vzorce téchto NPL jsou uvedeny na
schématu 1. Jako méfFitko uc€inku byla zvole-
na hodnota toxicity — LDsy p¥fi p. c. podéni
u krysy a zmény aktivity funkéné rozhoduji-
ciho enzymu acetylcholinesterdzy (AChE, EC
3.1.1.7) v transportnim systému — v Kkrvi —
a v misté toxického zdsahu — v mozku.

MATERIAL A METODIKA

Stanoveni p. c. toxicity

Ke stanoveni hodnot LDs; u zkoumanych
latek (IMPF, IDIM, EDIM) byly pouZity krysi
samice (Velaz), vdhy 150—230 g. Bylo pou-
Zito skupin po 6 zvifatech. Latky byly pod&-
vdny na oholenou ki#Zi dorzdlni ¢4sti téla
krysy kalibrovanou platinovou klickou. Mor-
talita byla odefitdna za 2 hod. po podéni
latky.

Zmény aktivity AChE v priibéhu p. e. otravy

Krysi samice (Velaz), vdhy 150—230 g, by-
ly rozdé&leny nahodilym vybérem do skupin
po 5 zvifatech. Zvifatim v Kkontrolni skupiné
byl poddn na oholenou kaZi hibetu fyziolo-
gicky . roztok, zvifatim v pokusnych skupi-
nach byly p. c. podany NPL v déavkach asi
2—4xLDy, tj.: IMPF — 156,7 mg/kg, IDIM —
0,119 mg/kg a EDIM — 0,049 mg/kg. Pak byla
zvifata ve skupindch zabijena v rlznych &a-
sovych intervalech po intoxikaci prestrihnu-
tim krénich 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. Posledni Casovy interval pred-
stavoval prakticky dobu uhynuti zvifat ve
skupiné.

Zpracovani materialu

Krev byla odebirdna do zkumavek vysypa-
nych heparinem a pak hemolyzovdna ledovou
destilovanou vodou 1 : 20; mozky byly po vy-
jmuti oplachnuty ledovym fyziologickym roz-
tokem a zmrazeny na suchém ledu. Pak z nich
byla vypreparovédna oblast prodlouZené michy
a homogenizovédna v 0,2 M TRIS-HCl1 pufru pH
8,0 na 1% homogenat (homogenizator Janke
a Kunkel, NSR]).

Méieni aktivity AChE

Aktivita AChE byla mé&fena metodou podle
Ellmana et al. (5), modifikovanou pro auto-

maticky kolorimetr Auto Analyzer, Technicon,
New York, USA (3) se substratem acetylthio-
cholinjodidem (Lachema Brno) a chromoge-
nem 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoovou kyselinou
(Serva Heidelberg, NSR). Aktivita byla vyjad-
Fovédna v uymol hydrolyzovaného substratu/min.
na 100 mg vlhké tkdné nebo v 1 ml hemolyza-
tu, ev. jako % kontrol.

Statistické vyhodnoceni

Hodnoty LDgy byly vypoc€teny probitovou me-
todou na pocita¢i MINSK 22 (7). Hodnota LT
udiva primérnou dobu uhynuti. Z hodnot ak-
tivity AChE v krvi a prodlouZené miSe byly
vypolteny priméry s intervaly spolehlivosti
(P=95 %) a vyjadreny jako % kontrolnich
hodnot. Statistickd vyznamnost byla testovdna
Duncanovym pofadovym testem opé&t na podi-
taci MINSK 22 (7).

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky stanoveni p. c. toxicity ukazuje
obr. 1. Je vidét, Ze p. c. LDsy pro IMPF je asi
o tFi fady vySsi neZ velikosti LDsy zbyvajicich
NPL; pritom nejvy38i toxicitu vykazuje EDIM.
Sklony piimek zéavislosti mortalita vs. davka
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Obr. 1. Stanoveni p. c. toxicity pro IMPF, IDIM a EDIM.
Kazdy bod reprezentuje mortalitu v % u 6 zvirat

v probit-logaritmické transformaci ukazuji, Ze
pro nejvice acinnou slouceninu [(EDIM) exis-
tuje i nejvice strma z4vislost téchto dvou veli-
Cin. Z téchto pokusth urené toxicitni konstan-
ty jsou uvedeny v tabulce 1.

Po p. c. intoxikaci vSemi pouZitymi NPL byl
pozorovéan intenzivni pokles aktivity AChE
v krvi. LiSil se vS8ak Casovy prabéh tohoto pro-
cesu (tedy vlastné inhibice AChE), tak i ¢asovy
pribéh vlastni intoxikace v z&vislosti na typu
pouZité NPL.

Pri intoxikaci IMPF byl pribé&h intoxikace
velmi rychly (uhynuti vSech zvirat ve skupiné
do 10—15 min.) a inhibice AChE v krvi tomu-
to rychlému poklesu odpovidala (obr. 2). Pro
obé zbyvajici NPL byl priibéh otravy prodlou-
Zen a uhynuti zvirfat bylo pozorovéano asi za
hodinu po zasaZeni. Inhibice krevni AChE byla
povlovnéjsi a nejintenzivnéjsi pokles byl pozo-
rovadn aZ v termindlnim stadiu otravy (obr. 2).
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Tabulka 1
Konstanty charakterizujici toxicitu t¥{ pouZitych NPL pi p. c. poddni
Létka LDso (mg/kg) LT (min.)
IMPF 79,8 (45,3 — 138,8) 16,3 (12,5 - 21,2)
IDIM 0,059 (0,039 - 0,087) 90,3 (75,9 - 107,3)
EDIM 0,0121 (0,0094 - 0,0163) 142,8 (104,5-194,9)

Hodnotu v zévorkidch uddvaji intervaly spolehlivosti (P=95%)
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Obr. 2. Zmény aktivity AChE v krvi (O) a v pontomedu-
ldrni oblasti (A ) krysiho mozku pFi p. c. otravé IMPF
(A), IDIM (B) a EDIM (C). Kazdy bod reprezentuje
primér z 6 méreni s intervaly spolehlivosti (P=95 %)

Pokles aktivity AChE v krvi je vSak pouze
odrazem stavu transportniho systému, kterym
je noxa dopravovédna na misto vlastniho toxic-
kého ucinku. Tento vlastni efekt je vyjadien
sledovadnim inhibice AChE v mozku, resp. v je-
ho c&asti dualeZité pro dechové funkce (16) —
v prodlouZené miSe. Je vidét, Ze u otravy IMPF
je inhibice AChE v pontomeduldrni oblasti
prakticky stejné rychld jako v krvi. U dalSich
dvou NPL byla inhibice AChE v mozku proti
krvi opoZdéna, pro EDIM byla zfetelnd i ja-
kési doba latence (obr. 2). V dalSim priibéhu
otravy se vSak inhibice prudce zvySovala a
v termindlnim stadiu otravy opé&t dosahovala
maxima.

Z vysledkl je zrejmy vyznam latek typu
EDIM a IDIM — organofosforovych sloucenin
typu V. Jejich p. c. toxicity jsou proti IMPF
(reprezentant klasickych NPL) zhruba 1000-
-krat vy38i. Tento fakt je zplisoben z¥ejmé vét-
81 chemickou stdlosti EDIM a IDIM proti IMPF
a zFejmé& i rychlostmi detoxikace, které jsou
pro IMPF relativné rychlé (6), zatimco pro
EDIM a IDIM prakticky neprokazatelné (12).

Zajimavym néalezem u EDIM je jist4 doba
latence pred inhibici AChE v mozku. Tato la-
tence byla pozorovéna i pfi p. c. intoxikaci psil,
kde v3ak byla vyjddrena daleko zfetelné&ji (4).
Vzhledem k rychlejSimu metabolismu u krysy
neZ u psa je kratSi doba latence zcela pocho-
pitelna.

Srovnadnim inhibice AChE v krvi a prodlou-
Zené miSe je moZno dojit k nédzoru, Ze inhibice
mozkové AChE s men$im zpoZdénim odraZzi
stav aktivity AChE v krvi. Toto zjiSténi je vel-
mi vyznamné pro diagnostiku otrav NPL, pro-
toZe krev je snadno dostupnym materidlem
pro klinicko-laboratorni vySetfeni. Z uvedené-
ho srovnéani také vyplyva, Ze existuje rychla
penetrace uvedenych NPL do mozku, protoZe
inhibice AChE ireverzibilnimi inhibitory, kte-
rymi pouZité latky jsou (2, 13), je vlastné obra-
zem rychlosti jejich penetrace do kompartmen-
tu, kde je aktivita AChE méfena (10, 11). Vy-
sokd inhibice AChE v prodlouZené miSe déle
svéd€i pro centrdlni ptisobeni uvedenych NPL
v CNS i pfi p. c. podéani. Centrdlni efekt IMPF
pfi i. m. podéani byl prokdzan dfive (2). Pokud
se tykd EDIM, Sidell et al. (15) popsali cen-
trdlni Gcinek této NPL na zdravych dobrovol-
nicich. Zjistili, Ze ldtka mé& centrdlni Gcinek
pfi i. v. podani, ne vSak pfi perordlni aplikaci.
Vzhledem k tomu, Ze pfi p. c. podéni (jak
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tomu bylo v naSich pokusech) byl centralni
efekt (vyjadfeny jako inhibice AChE) pozo-
rovan také, je moZno uvaZovat o tom, Ze tento
druh podéni (p. c.) se i pfes nutnost penetro-
vat pfes vice biologickych bariér neZ p¥i i. v.
podéni (podobné jako pfi perordlnim podéni)
spiSe bliZi podéni i. v. neZ perordlnimu.

Vzhledem k tomu, Ze v minulych pokusech
bylo prokézéno, Ze AChE pontomeduldrni ob-
lasti mozku vykazuje in vivo nejvySSi afinitu
k IMPF, IDIM a analogickym NPL (1, 2}, je
moZno uvazovat o této struktufe jako funkc¢né
velmi dileZité pro centrdlni efekt uvedenych
NPL, a to i pfi p. c. intoxikaci.

Zavérem je moZno konstatovat, Ze vSechny
tii NPL piedstavuji vzhledem ke své vysoké to-
xicité velmi redlné nebezpedi pf¥i jejich pouZiti
v pfipadném véleCném konfliktu. IDIM a EDIM
jsou latky vysoce ucdinné, pfFevysujici IMPF,
zvlasté p. c. toxicitou. V pfepodtu na molarni
koncentrace Géinkuji p¥i p. c. poddni smrtelné
jiZ v davkach 10-7 molu/kg a tim se fadi k nej-
toxi¢téjSim nizkomolekuldrnim sloucenindm
souCasné doby.

Souhrn

U krys byla stanovena p. c. toxicita tfi ner-
vové paralytickych latek, O-isopropylmethyl-
fluorofosfonatu (LDg, p. ¢c. = 79,8 mg/kg),

0-ethyl-S-(2-diisopropylaminoethyl)-methyl-
fosfonothiodtu (LDs;, p. ¢. = 0,012 mg/kg) a

0O-isopropyl-S-(2-diisopropylaminoethyl)-me-

thylfosfonothiodtu (LDjg, p. c. = 0,059 mg/kg).
Déle byl sledovdn Casovy priibéh zmén akti-
vity acetylcholinesterdzy (AChE]) v Kkrvi a pon-
tomedularni oblasti mozku krys otrdvenych
p. c. tfemi uvedenymi ldtkami v ddvkach cca
2—4XLDg,. Inhibice AChE v transportnim sy-
stému — v krvi — je.p¥i otravé prvni latkou
znaéné rychld a prakticky shodnd s rychlosti
inhibice AChE v mozku. U ostatnich dvou latek
byl pozorovadn protrahovanéj$i pribéh intoxi-
kace i pomalej$i inhibice AChE v krvi. Pokles
aktivity AChE v pontomeduldrni oblasti mozku
byl proti krvi opoZdén take.
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