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~_ Úvod

I když je v Současné době Známa celá řada vysoce
q toxických látek Z několika skupin, které by mohly
být použity jako náplně chemických Zbraní (CHZ)
(6, 29, 40, 50), nervově paralytické látky (NPL) patří

k nejaktuálnějším Z nich (17). Podle informací, které
dosud dodaly jednotlivé Státy (do Současné doby pouze
dva), spektrum NPL jak v armádě USA, tak bývalého
SSSR Zahrnuje Sarin, Soman a látku VX (18, 19).
U ostatních států tyto informace na dobrovolné bázi
podány' nebyly, takže je možné je Zjistit pouze
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ve výjimečných Situacích (jako tomu bylo v případě
Iráku). Spektrum otravných látek Iráku se v podstatě
neliší od bývalého SSSR a USA, Snad S výjimkou
cyklosarinu (21).

Nervově paralytické látky patří do velké Skupiny
organofosfátů (OF), které Zahrnují i organofosforové
insektícidy (OFI) široce používané v Zemědělství,
některá léčiva, látky používané v průmyslu jako
změkčovadla, hydraulické kapaliny apod. (4, 35, 37).
Není tedy vyloučena možnost intoxíkací náhodného,
profesionálního nebo Suicidiálního charakteru, a proto
efektivní léčba intoxikací OF obecně má význam nejen
pro vojenskou, ale i civilní medicínu.

Z hlediska vojenského použití však Spektrum
Zavedení NPL není optimální: u sarinu jeho relativně
vysoká odparnost brání "efektivnímu použítí" při
Zvýšených teplotách, a. naopak prakticky nulová
odparnost VX látky limituje její použítí pouze na
aerosol. Z tohoto hlediska byly hledány nové NPL,
které by měly nižší odparnost než Sarin a vyšší než VX.
Tato Snaha Zřejmě vyústila v reálný efekt a byly
Zachyceny informace, které popisují NPL se Střední
těkavostí (intermediate volatility agent - IVA), 'jejíž
odparnost by měla být větší než u VX látky, ale menší
než u Sarinu (42) S tím, že její toxicita je Srovnatelná
S nejznámějšími NPL. Její Stálost je přitom o něco
menší než NPL řady G (satin, soman), což by před-
určovalo její použití v binární municí. Byla vytipována
její obecná Struktura í v úvahu nejvíce přicházející
Sloučeniny (42).

Zajímavým faktem přitom je Skutečnost, že tato látka
není Zahrnuta (ani v obecné podobě) do Spektra látek,
které budou kontrolovány budoucí Úmluvou o zákazu
chemických Zbraní (17). Je možné však předpokládat,
že po vstupu Umluvy v platnost bude tato látka
doporučená budoucí vědeckou radou (Scientific
Advisory Board) k zahrnutí do Spektra látek Úmluvou
kontrolovaných.

Látka IVA byla jíž dříve charakterizována (8) jako
NPL se Střední těkavostí S poměrně vysokou toxicitou
a relativní rezístencí k léčbě v současné době v AČR
Zavedenými antidotnímí prostředky. Tyto Skutečnosti
vedly ke Snaze blíže Specifikovat účinek možného
představitele látky IVA, která byla syntetizována,
včetně jejich modifikací ve VÚ 070 Brno. Obecně
Se jedná o 2-díalkylamínoalkyl-(dialkylamído)-fluoro-
fosfáty.

Jsou to látky, které ve Své molekule obsahují
strukturu příbuznou látkám řady G (sarin, Soman,
tabun) í látkám řady V (VX). Tato skupina Sloučenin je
Sice Známa delší dobu (l, 24), avšak toxicita dosud
popsaných látek, která by byla Srovnatelná se
Současnými bojovými otravnýmí látkami, nebyla
Zjištěna“.

Sloučeniny syntetizované ve VÚ 070 Brno a námi
označené jako látky řady GV však měly toxicitu
srovnatelnou se Sarínem. Somanem či VX, a to í při
perkutánním podání (7). Nejjedovatější látkou Z této
Skupiny byl dimethyl derivát, označovaný jako GV
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[2-dimethylaminoethyl-(dimethylamido)-fluorofosfát] a
jeho Základní chemické a toxicítní charakteristiky byly
již publikovány (5, 7, 8, 26, 27). Struktura nejznáměj-
ších NPL je uvedena na obr. l.
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Obr. 1 Vzorce nejznámějších NPL a GVlátky

Mechanismus účinku NPL í méně toxických OFI
je v podstatě totožný a tedy i základní mechanismus
účinku GV látky se od ostatních neliší: zahrnuje
inhibici cholinesteráz, především acetylcholinesterázy
(AChE, E.C. 3.1.1.7) na cholinergnich synapsich
S následným hromaděnim neuromedíátoru acetylcholi-
nu. Akumulace acetylcholinu vede k dalším metabo-
lickým Změnám (4-6, 8, 10), které se projevují Zejména
rozvratem energetického a minerálního metabolismu
a ve svém důsledku vedou k dysfunkcí celé řady
Systémů nesouvisejících bezprostředně S cholinergním
přenosem nervového vzruchu (8).

Vzhledem k vysoké toxicíté NPL obecně a GV
Zvláště je jasné, že jakékoliv ovlivnění koncentrace
látky v organismu bude mít velký vliv na jeji toxicítu
a následný efekt na organismus. Z tohoto důvodu je
důležité Získat informace o dějích, které koncentraci
látky ovlivňují.

Mezi velmi důležité pochody v tomto Smyslu by
patřila detoxikace látky GV. V této otázce nebylo
možné vycházet z literárních údajů, protože takové
informace pro tento typ látek dosud popsány nebyly.
Je známo, že látky řady G (Sarín, Soman) jsou v orga-
nismu detoxikovány (9, 20, 28, 51), zatímco látky řady
V detoxikovány nejsou (9). Vzhledem k tomu, že
Strukturu látky GV je možno považovat Za kombinací
obou typů, bylo nutné experimentálně tento děj ověřit.
Je Známo, že při .detoxikaci organofosforových
sloučenin obecné je důležitá role jater a plazmy. Zde
existují Specializované enzymy, triviálně označované
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jako foSforylfoSfatázy, Schopné detoxikovat NPL i OFI.
Biologická role těchto enzymů v Současné době není
známa (36, 49). Schopnost enzymů štěpit tyto látky byla
aktivována kalciem, magneziem a manganem a inhi-
bována kadmiem, rtutí a stříbrem. Aktivita jatemího
enzymu byla pro jejich hydrolýzu důležitější než enzym
v plazmě. Hladina podobného enzymu v mozku byla
zanedbatelná (48, 49). Prioritni roli v mechanismu
detoxikace by tedy měla mít játra (32, 47, 53).

Detoxikační Schopnost jater je možno v podstatě
Sledovat dvěma způsoby. Jednak je možno ji pomocí
chemických látek nebo jiných zásahů (např. hepa-
tektomie) Snížit (32, 47), nebo je možné naopak
indukovat metabolickou aktivitu jater podáním např.
barbiturátů (16), popř. , dodat do organismu přímo
enzym, na který Se OF naváže (23), a ve všech
případech pak Sledovat sníženou, resp. zvýšenou
hladinu či efekt daného OF. Tyto modely byly využity
pro Sledování detoxikace a toxicity různých OF a bylo
prokázáno, že v případě látek řady G jsou tyto OF
detoxikovány, zatímco látky řady V detoxikovány
nejsou.

Dalším důležitým faktorem účinku NPL obecně
je i jejich Schopnost při intoxikaci reagovat na
terapeutické zásahy. Zásady léčby intoxikaci NPL i OF
insekticidy jsou v podstatě Stejná a zahrnují podávání
anticholinergik a reaktivátorů cholinesteráz (4, ll, 35,
37, 40).

Z anticholinergik je nejvice používán atropin, i když
zejména zkušenosti z našeho pracoviště ukázaly
výhodnost benactyzinu (4, 33, 52). U reaktivátorů
existuje více možností: většinou jsou používány
obidoxim nebo trimedoxim (4, 35, 37, 52). Kromě toho
Se jako velmi účinný ukázal methoxim (4, 52).

Přesto však tyto prostředky nejsou Stejně účinné proti
všem typům NPL, a proto je výzkum v této oblasti
zaměřen na nové typy reaktivátorů, Z nichž Se jako
perspektivní jeví l-(2-hydroxyiminomethylpyridinium)-
-3-(4-karboxamidopyridinium)-2-oxapropan dihaloge-
nid, označovaný jako HI-6 (6, 12, 33, 40, 52, 54).

O terapeutické účinnosti antidotních kombinací
(anticholinergikum a reaktivátor) proti intoxikaci GV
látkou byly dosud publikovány jen velmi omezené údaje
z našeho pracoviště (33, 52): stresogenní' účinek GV
látky byl nejméně ovlivněn antidotní kombinací
atropinu S reaktivátorem HI-6 a nejvíce kombinací
téhož reaktivátoru S benaktyzinem.

_ Cílem této práce bylo ověřit, zda látka GV je
v játrech detoxikována, či nikoliv. Jako model byl
vybrán organismus Se Sníženou detoxikační Schopností
jater v důsledku parciální hepatektomie či působením
farrnak. Dalším cílem této práce bylo ověřit účinek GV
látky na některé fyziologické funkce a možnosti jejich
terapeutického ovlivnění. Na základě získaných výsled-
ků pak byl proveden odhad významu Substituovaných
Skupin v molekule látky GV pro její toxické účinky.

ROČNÍK LXIII, 1994, č. 3-4

Materiál a metody

Zvířata
V pokusech in vivo byla používána pokusná zvířata -

bílí potkani (Velaz Praha, chov Wistar, Samci)
o hmotnostním rozmezí 220-280 g. Zvířata byla krme-
na Standardní dietou ad libitum S volným přístupem
k vodě. Pokusy na zvířatech byly prováděny pod
dohledem Etické komise VLA JEP.

Aktivita AChE
Byla Stanovena v krvi, pontomedulární oblasti

mozku a bránící metodou Ellmana et al. (22) v naší
modifikaci (3).

Hepatektomovaná zvířata
Postup hepatektomie byl popsán detailně v práci

Bajgara et al. (11), takže zde uvádíme jen pokusné
skupiny (n=6): ,
a) kontrolní Skupina - podán pouze fyziologický roztok

(0,5 ml/kg),'
b) zvířata v této Skupině byla jen intoxikována látkou

GV (6 ug/kg, i. m.),
c) slepě operovaná zvířata - v éterové narkóze provede-

no otevření břišní dutiny bez hepatektomie,
d) zvířata byla pouze narkotizována éterem,
e) v éterové narkóze byla provedena hepatektomie dvou

laloků jater podle Holečka et al. (30), rezultující v
65 ± 3 % resekce.

Zvířata ve Skupinách c), d) a e) byla intoxikována
GV látkou (6 ug/kg, i. m.) za l2 hodin po popsaných
procedurách. Dávka GV reprezentovala přibližně
0,5 x LD50 stanovené dříve na 4 Skupinách intaktních
zvířat v Souhlase S publikovanými výsledky (7). Změny
aktivity AChE u Zvířat pouze hepatektomovaných
stanovována nebyla, protože již dříve bylo prokázáno,
že aktivita enzymu tímto zásahem nebyla ovlivněna
(47).

Dvě hodiny po intoxikaci byla zvířata usmrcena,
odebrány mozek, krev a bránice a v homogenátech
tkání či hemolyzátech krve byla stanovena akti-
vita AChE. Aktivita byla vyjadřováná jako umol
hydrolyzovaného Substrátu/min/g tkáně (ml krve) nebo
jako procento kontrolních hodnot.

Statistické hodnocení bylo provedeno pomocí
příslušných programů na počítači Turbo 12 (Amer. Res.
Ctr., USA) computer.

Tento přístup měl dovolit zjištění významu
intaktních jater pro toxický efekt látky GV, avšak na
jeho základě nebylo možné rozhodnout, zda převažují
detoxikační procesy způsobené rozkladem GV látky,
nebo ztráty GV látky způsobené vazbou na
karboxylesterázy (EC 3. 1.1. l).

K tomuto rozlišení bylo využito následujícího
postupu:
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Inhibice karboxylesteráz
Karboxylesterázy byly inhibovány podáním tri-o-kre-

sylfosfátu (TOCP) v dávce 250 mg/kg (S. c.) 24 hodin
před aplikací GV látky další Skupině 6 Zvířat. Uvedená
dávka TOCP způsobuje prakticky kompletní inhibici
aktivity karboxylesteráz v plazmě, kůži a játrech
a nemá vliv na enzymy detoxikující (fosforylfosfatázy)
(32). U této Skupiny byla stanovena aktivita AChE
v materiálech a metodou uvedenou Výše. Skupinu byla
pro odlišení označena jako TG. Přehled postupů včetně
očekávaných odpovědí udává následující tabulka.

Tabulka l

‘ očekávaná
sku- podmínky Zbytková
pina aktivita

' AChE (%)

interpretace

a) F 12 h F 100
b) F 12 h GV 50 . . .narkozou am slepou operaci u
c) Slepá 12 h GV 50 b, c, d vazba na CaE a

operace detoxikace v játrech

d) narkôza 12 h Gv SO Predmkladany

normální průběh intoxikace,
neměl by být ovlivněn

20 vazba na CaE Snížená,
detoxikace Snížená,
role jater význanmá

e) hepate- 12 h GV 50 vazba na CaE neovlivněna
ktomie detoxikace neovlivněna,

role jater zanedbatelná

50 vazba na CaE vyloučena,
převažuje detoxikace

TG) TOCP 24 h GV 20 vazba na CaE vyloučena,
nižší podíl detoxikace

Monitorováníjfj/ziologických funkcí
V pokusech byla používána anestezie thiopentalem

v dávce 50 mg.kg'l i. p. Pro potřeby Sledování Srdeční
frekvence, dechového volumu, hodnot Středního
krevního tlaku, Snímání EKG křivky byla Zvířata
heparinizována (25 mgkg", S-Heparinoid, Léčiva
Praha). Plicní ventilace byla Sledována pomocí Snímačů
v průdušnici, EKG bylo Snímáno pomocí podkožních
jehlových elektrod Z končetin zvířete fixovaného
na vyhřívaném operačním Stole, TK Z vypreparované
a. carotis. Podání otravné látky bylo realizováno i. m.
způsobem, léčba pak buď i. m., resp. i. v. do vyprepa-
rované v. femoralis (max. objem 0,2 ml na 100 g
hmotnosti). K registraci základních životních funkcí
bylo použito Zařízení firmy Hugo-Sachs-Electronic
(Německo), zapisovače typu PN 8221 Philips (Holand-
Sko) a ke Snímání EKG NEK 401 elektrokardiograf
firmy Messgärette-Zwönitz (Německo). Terapeutická
účinnost používaných léčiv byla hodnocena dobou
přežití Zvířat po intoxikaci a Za Základní kritérium
terapeutické účinnosti byla brána doba 24 hodin přežití
od intoxikace.
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V pokusných skupinách bylo 6 Zvířat, v případech
nejúspěšnějších výsledků terapie intoxikaci byly pokusy
s tímtéž počtem Zvířat ve skupině minimálně jednou
opakovány s odstupem jednoho měsíce.

Použité dávlg/
GV látka byla používána v dávkách, které odpoví-

daly vždy násobku LD50 pro i. m. podání (1, 2, 4 atd).
LD50 látky GV pro i. m. podání byla 17,0 (15,5 až
23,6) pgkg" (7). Z řady anticholinergik byly použity
následující látky:

ATR, atropin - v dávkách 0,5, 1, 2, 5, mgkg'l i. v.
nebo 10 a 20 % LD50 pro i. v. podání

- v dávkách 5, 10 a 20 % dávky LD50 pro i. m.
podání

BNZ, benaktyzin - v dávkách 2, 5 mg.kg'l i. v. nebo
v dávkách 5, 10 a 20 % LD50 pro i. m. podání.

Velikosti LD50 pro tyto sloučeniny byly pro i. m. a
i. v. podání u atropinu 1264 a 117,4 mg/kg, u bena-
ctyzinu 184,7 a 30,6 mg/kg.

Reaktivátory cholinesteráz byly používány i. m. a
i. v. v dávkách obvykle odpovídajících 10 a 20 %
hodnot LD50 pro daný Způsob podání, jejichž hodnoty
byly publikovány dříve (52). Z centrálních analeptik
byla použita 9-antracen karboxylová kyselina, ANCA -
v dávce 10, 30, 60 a 100 mgkg'l i. v., resp. i. m. ajako
doplňkové antikonvulzivum Diazepam - FaustanR
v dávce 0,1-0,3 mgkg'l i. m.

Výsledky

V úvodu výsledků s látkou GV je potřebné uvést
Symptomatologii intoxikace a dobu hynutí pokusných
Zvířat po dávce 2x LD50 i. m. Do dvou až tří minut po
injekci roztoku noxy do Svalstva zadní končetiny Se
dostavuje u Zvířat zvýšení orientačně pátrací aktivity,
do pěti až šesti minut přežvykování, zxýšené slinění,
naježení Srsti, plazení po boxu. Do 6 až 10 minut
fascikulace Svalstva hlavy, krku, předních a zadních
končetin, za 10 až 12 minut tachypnoe, ztížené dýchání
v inspiriu s lehem zvířete na břiše, zvednutou hlavou a
nataženým krkem, za 14 až 15 minut tonicko-klonické
křeče S dobou trvání 5-10 vteřin opakovaně, za 18 až 20
minut chromodacryorrhoea, velmi namáhavé dýchání
v inspiriu i expiriu, smrt za 22 až 30 minut zástavou
dýchání a následně Srdeční činnosti. U vyšší dávky
(4x LD50 i. m.) byly tyto intervaly zkráceny - exitus byl
pozorován zhruba do 10 minut po intoxikaci, naopak
u dávek nižších než LD50 se prodlužovaly (obr. 2).

Sumarizované výsledky potvrzují, že toxicita GV
látky Stanovená probit-logaritmickou metodou byla
relativně vysoká, avšak časové konstanty ze všech
pokusů (vysoké i nízké dávky) byly naopak posunutý
Směrem k delším hodnotám. Toxikologické konstanty
pro i. m. podání látky GV potkanům udává následující
tabulka.
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Tabulka 2

LDSo 17,0 (15,5-23,6) ug/kg '
CT 14,2 ± 4,4 min
LT ' 24,3 ± 4,2 min

Hodnoty udávají průměr s 95% mezemi Spolehlivosti (LDSOG ), resp.
průměry se směrodatnými odchylkami (CT a LT)

200

150

1”

zoo

150

1oo

I III] n Il Iu w Ivf 1o 20 ao 12D 240
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Obr. 2 Schematicke" znázornění změn EKG, hodnot středního krevního
tlaku (TK) a minutove'ho dechového volumu (DV) u nele'čene'
intoxı'kace potkanů GV látkou v dávce 2x LD50 i. m. (nahoře)
a u potkanů otrávených GV látkou v dávce 4x LD50 1'. m. a léčených
1‘. v. kombinaci atropinu (11. 7'mg/kg), benactyzı'nu (30 Ing/kg) a H1-6
(140 mg/kg)

Aktivita krevní AChE byla v průběhu intoxikacc
GV látkou Snížená (obr. 3a, b) v Závislosti na dávce (2x
a 4x LDso), avšak Skupiny příznaků (Salivace, fasciku-
lace, Ztížené dýchání, křeče, exitus) u obou dávek byly
pozorovány u téměř Stejne'ho Stupně inhibice krevní
AChE.
. U hepatektomovaných Zvířat byly výsledky odlišné.

Cas výskytu křečí byl u Skupiny hepatektomovaných
Zvířat Statisticky Signifikantně Zkrácen (tab; 3 uvádí čas
výskytu křečí u Skupin pokusných Zvířat, kterým byla
i. m. podána látka GV v dávce 6 lig/kg). Zvýsledků
vyplývá, že u narkotiZovaných a slepě operovaných
Zvířat (Skupiny c, d) nedošlo k ovlivnění časového
výskytu křečí. Co Se týká letality, u žádné Ze čtyř Skupin
(b, c,` d, e) nedošlo k úmrtí pokusných Zvířat.

Změny aktivity AChE byly také rozdílné (obr. 4).
Nebyly pozorovány Statistický Signifikantní rozdíly ve
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Změnách aktivity krevní AChE ve Skupinách b, c, d,
tj.-jen intoxikované, narkotiZované Se Slepou operací
a narkotiZované .
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Obr. 3 Změny aktivity krevní AChE potkanů otrávených i. m. GV
látkou v dávce 2x LD50 (obr. 3a) a 4x LD50 (obr. 3b). Výsledky udávají
průměry Se Smeˇrodatnýmı' odchylkami.

Tabulka 3

skupina b 18,7 ± 4,72
c 18,5 ± 4,51
d 19,3 ± 4,73
e 14,0 ± 4,13

Hodnoty udávají průměry se směrodatnými odchylkanıi

Ve Srovnání S kontrolními hodnotami u Zvířat,
kterým byl podán pouze fyziologický roztok (Skupi-
na a), byla aktivita krevní AChE ve Srovnání
S experimentálními Skupinami (b, c, d, e) Signifikantně
(p<0,0001) nižší a blížila Se přibližně 40_% normálních
hodnot. Aktivita AChE ve Skupině hepatektomovaných
Zvířat (Skupina c) byla Signifikantně nižší a blížila Se
asi 20 % kontrolních hodnot. Aktivita AChE v bránici
a pontomedulární oblasti byla Snížena u nehepa-
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tektomovaných Zvířat a byla Statistický Signifikantně
vyšší než aktivita pozorovaná v poslední Skupině, tj.
Skupině Zvířat s parciální hepatektomií. Aktivita AChE
v bazálních gangliích Se Statistický významně nelišila
uvšech Skupin experimentálních Zvířat, i když i Zde
určitá tendence k nižší hodnotě u hepatektomovaných
Zvířat (Skupina e) naznačena byla.
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Obr. -l Změny aktivity AChE v krvi. cˇaStcch mozku a bránící po i. m.
into.\'ikaci' GI" látkou (ó pg/kg). I";if'.sˇleólk,iˇ představit/'í průměry Se
.sˇmêrodatnj'vni' odchylkami'. Šipky naznacˇujiI .Sˇtati'Sti'cky iLiŤ'znamne'
rozdíly mezi' Skupinamı'. Sloupcc zleva doprava označují skupiny a) až
c) tak, jak/'e uvedeno v metodické časti.

U zvířat, kterým byl 24 hodin před intoxikací GV
podán TOCP (Skupina TG) Se zbytková aktivita AChE
prakticky nelišila ve Srovnání Se Skupinou Zvířat jen
S podáním GV látky bez premedikace TOCP (Skupi-
na b). Pro celkovou orientaci jsou v tab. 4 uvedeny
iabsolutní hodnoty aktivity AChE v krvi a některých
orgánech potkanů intoxikovaných GV látkou.

Tabulka 4

Aktivita AChF, (% kontrolních hodnot)

Skupina krev pontoıned. b. gglia diafrag.

100 ıkl4.6 100 t 4.4 100±22,l 100±11,8
36,8±ll.8 72.1±5,9 92,6±ll,9 61,0±10,3

kontrolní (a)
intoxikovaná
jen G V (b)

premedikovaná 34,1 ± 12,3 69.1 ± 6.8 95.9 ± 12,8 55,3 ± 12,1
TOCP a intoxi—
kovaná GV (TG)

Absolutní hodnoty aktivity AChE byly 5.53 + 0,81 (krev), 6,08 + 0,27
(pontomedulámí oblast), 45.3 + 10.01 (bazální ganglia) a 2,54 + 0,3
(bránice) umol/min/g nebo ml.
Všechny výsledky jsou udávány jako průměry Se směrodatnými
odchylkami.

Léčba intoxikace GV látkou byla Závislá na velikosti
dávky GV a na Způsobu terapie (podání léčiv i. m.
nebo i. V.).

U intramuskulárního léčení intoxikace vyvolané dáv-
kou 2x LD50 i. m. Se jako málo efektivní nebo neúčinné
ukázaly tyto kombinace léčiv:
ATR 126, TMC 15. BNZ 18 mg.kg‘l i. m. (Zvířata
hynula Za 28 až 34 minut). ATR 126, TMC, BNZ 18,
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diazepam (0,1) mg.kg'l i. m., Zvířata hynula za 45 mi-
nut do 3 hodin 35 minut a ATR 126. TMC 30. diaze-
pam (0,5) mg.kg'1 i. m. - doba hynutí zvířat byla od
intoxikace 34 minut až 3 hodiny 45 minut. Nejúčinnější
kombinací byla BNZ 37 a HI-6 140 mgkg'li. m.. Zc
6 pokusných zvířat všech 6 přežilo 24 hodin.

U intramuskulárního léčení intoxikace vyvolané dáv-
kou 4x LD50 i. m. dokázala tato léčebná Směs (BNZ 37
aHI-ó 140 mg.kg'l i. m.) uchovat při životě 3 ze
12 pokusných Zvířat po dobu delší než 24 hodin.
Zbývající Zvířata hynula Za několik hodin.

U intravenózního léčení intoxikace vyvolané látkou
GV i. m. byla na dalších Skupinách zvířat ověřována
terapeutická účinnost látek, které Se ukázaly jako
účinná léčiva při intoxikacích vyvolaných jinými NPL.
Zejména Sarinem a Somanem. Léčiva byla podávána
i. v. způsobem následně po předchozí intoxikaci
dávkaıni 2x a 4x LD,O látky GV i. m. Z řady Zkouše-
ných kombinací byly málo účinné ATR 5.0. BNZ 5.0.
TMC 6.5 a ANCA 30 mg.kg'l i. v. při intoxikaci
dávkou 2x LD50 GV (Zvířata pokusné Skupiny uhynula
do 7 hodin).

U léčení intoxikace dávkou 4x LD50 GV i. m. v kom-
binaci léčiv i. v. podáním bezprostředně po intoxikaci
vykazovaly velmi nízký terapeutický efekt kombinace
ATR 23 + ANCA 30 mgkgˇl. MMC 35 + ANCA 30
mg.kg", ATR 11.7, BNZ 30, MMC 35. ANCA 30
mgkg'ı a ATR 11,7. BNZ 30. obidoxim 180. ANCA 30
mgkg'l, kdy ani jedna z ních nedokázala navodit Stav.
aby zvířata přežívala dobu 24 hodin a déle po
intoxikaci. Relativně nejlepší byla kombinace ATR
11,7, BNZ 30. HI-6 140 mgkg'l anebo ATR 11.7. BNZ
30, HI-6 140, ANCA 30 mgkg", kdy Se doba přežití
pokusných Zvířat po intoxikaci GV látkou pohybovala
od 5-24 hodin (obr. 2b).

Diskuse

Z výsledků pokusů na zvířatech intoxikovaných GV
látkou je zřejmá Wsoká toxicita této látky po i. m.
podání. rychle nastupující Syınptoıny otravy Zahrnující
typické muskarinové (Salivace, dýchací potíže. Změny
na očích. defekace, mikce) a nikotinové příznaky (třes.
záškuby. křeče kosterního Svalstva. Změny Srdeční
frekvence a hemodynamiky). Bezprostřední příčinou
uhynutí pokusných Zvířat je Zástava dechu a Srdeční
činnosti. Postupně zhoršování oxygenace tkání ıná
nejmarkantnější dopad na Srdeční Sval (bradykardic.
poruchy vedení vzruchu, blokáda převodu. Síňové.
komorové extrasystoly, míhání síní a komor. aSyStolie.
Selhávání Srdce jako pumpy). Bez terapie zvířata rychle
hynou v Závislosti na koncentraci podané noxy

Tyto Symptorny otravy GV látkou jsou velmi
podobné příznakům, které jsou pozorovány pro otravy
látkami jak G-, tak V-skupiny. Časový průběh otravy
GV je však ve srovnání Se Sarinem a Somanem
.prodloužen_. ale je kratší než průběh otravy látkou VX
(6, 34). Ztížené dýchání a poruchy cirkulace po účinku
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NPL obecně byly pozorovány dříve (37, 40, 43, 54).
Kardiovaskulární Selháváni je Závislé na dávce a je
způsobeno Zřejmě stimulací muskarinových receptorů,
Sníženým minutovým Srdečním volumem a hypotenzi
(40). Hypotenze a oběhové Selhání bylo popsáno jako
příčina Smrti u intoxikace Somanem (54). V případě
VX jsou více vyjádřeny také periferní známkyV otravy
(5). k

Z tohoto Srovnání je jasné, že účinek GV látky
je dvojího druhu, jak centrální (ve větší míře), tak
periferní (v menší míře), takže mechanismus jejího
účinku Se více blíží látkám skupiny G. V této `
Souvislosti není bez zajímavosti, že větší podobnost
látky GV Se Skupinou G látek byla pozorována i pro
detoxikační schopnost jater. Enzymatická detoxikace
OF byla poprvé popsána Mazurem (41). Existuje celá
řada enzymů Schopných hydrolyzovat různé typy OF,
jako je např. Sarin, paraoxon, DFP atd. Enzymy
katalyzující tuto reakci jsou především lokalizovány
v játrech, odkud mohou být 'uvolňovány do krevního
oběhu, a jsou ovlivňovány různými faktory, jako jsou
pH, teplota, koncentrace iontů apod. (15, 20, 28).

Detoxikace je závislá na chemické struktuře OF:
fosfonofluoridáty detoxikovány jsou, fosfonothioláty
jsou k detoxikaci rezistentní (2, 9). Dalším enzymem,
který Se účastní na detoxikaci, jsou karboxylesterázy.
OF Se totiž na tyto enzymy váže a navázaná část je
pro další toxický efekt bezvýznamná. Koncentrace
volného OF in vivo tedy může být Snížená v zásadě
dvěma procesy: -
- hydrolýza, buď spontánní (neenzymatická), nebo

enzymatická, katalyzovaná A-esterázami a fosfo-
rylfosfatázami, nebo

- ireverzibilní vazbou na karboxylesterázy nebo jiné
proteiny (20).
Jak bylo ukázáno dříve u Somanu, jeho akutní toxi- ,

cita je velmi závislá na jeho Schopnosti být detoxikován
(14, 32, 38, 44). Určitá role karboxylesterázl jater
v ovlivnění toxicity nejen Somanu, ale i sarinu a tabunu
byla demonstrována dříve za použití indukce aktivity
karboxylesteráz fenobarbitálem (16) nebo Vdodáním
přečištěného enzymu (23). Shapira a Spol. (45) navic
došli k Závěru, že nejen játra, ale i plíce jsou hlavním
cílovým orgánem pro detoxikaci somanu. O GV látce
podobné studie Známy nejsou.

Jestliže Srovnáme časový průběh intoxikace GV
látkou (tato práce)` a somanem (47), je jasné, že
u intoxikace GV je průběh prodloužen. Srovnání
některých toxikologických konstant Somanu a GV látky
uvádí následující tabulka. '

- Tabulka 5

I Konstanta (rozměr) Soman GV I

LDso (lig/kg) 73,1 17,0
CT (min) 2,68 14,2
LT (min) 10,06 24,3

Hodnoty jsou vyjádřeny pouze jako průměry.
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I Tento fakt podporuje myšlenku o podobnosti látek
Skupiny GV- ke Skupině V látek, u kterých je průběh
intoxikace prodloužen také. Letální efekt Zkoumané
látky byl charakterizován prudkým průběhem Závislosti
letalita versus dávka. Tento prudký průběh svědčí
o Selektivním účinku na jeden nebo jen velmi málo
Systémů.v Současně však tento prudký průběh může
vysvětlovat i rozdíly v letalitě vysoce toxických NPL,
které byly popsány různými laboratořemi.

Toto Srovnání mohlo být provedeno pouze pro-
soman, protože pro GV látku podobná data neexistují:
jestliže Srovnáme údaje Shiha a Spol. (46) na potkaních
Samcích různého Stáří, toxicita somanu při i. m. podání
vzrůstala s věkem: od 122 ug/kg Zvířata 30 dní stará
k 70 ug/kg Zvířata stará 240 dni. Jimmerson a spol.
(31) stanovili toxicitu somanu při S. c. podání v prů-
běhu 24 hodin na 110 ug/kg. Na druhé Straně Gupta
a spol. (25) demonstrovali, že S. c. dávka somanu
100 ug/kg nebyla letální. Tyto údaje podporují naše
pozorování S tím, že Srovnání LD50 pro GV bylo možné
pouze pro poslední výsledky (5-7).

Srovnání toxicit pro Soman a GV látku jasně
prokazují vyšší letální efekt látky GV. V podobných
experimentech Se Somanem při podání dávky 0,5x LDSO
(tj. neletální dávka) " byl pozorován pouze výskyt
příznaků bez smrtelného efektu. Na druhé Straně
u hepatektomovaných Zvířat asi 1/3 uhynula. Tento fakt
může být vysvětlen Sníženou Schopnosti jater
(v důsledku hepatektomie) metabolizovat zmíněné
NPL, .protože po takto provedené operaci zůstává pouze
35 % jater Zachováno pro normální funkci (30).

Inhibice AChE způsobená Somanem in vivo (47)
ukázala, že v krvi, kde je inhibice nejvyšší (což by

. svědčilo o relativně vysoké koncentraci Somanu),
je Současně i odpovídající inhibice AChE způsobená
GV látkou (tj. její koncentrací) (tato práce) a inhibice
po podání jak Somanu, tak GV v ostatních cílových
orgánech je o něco nižší. V této Souvislosti je nutno
se zmínit o pozorováních Purshottama a Srinivastavy
(44), kteří došli k závěru, že indukce plazmové
karboxylesterázy je pro ovlivnění toxicity Somanu
daleko důležitější než aktivita tohoto enzymu v játrech.
Tito autoři současně demonstrovali při podání Somanu
v dávce 0,5x LDSO, že aktivita jaterní mikrosománní
karboxylesterázy je inhibována prakticky nevýznamně
(Snížení o 7 %) a tedy že tato aktivita není pro
toxidynamiku Somanu rozhodující.

Také Maxwell a spol. (39) popsali Za použití mnoho-
včetné regresní analýzy model intoxikace Somanem,
ze kterého vyplývá, že detoxikační schopnost jater
je nejdůležitějším parametrem ovlivňujícím toxicitu
Somanu. Vazba na karboxylesterázy by Se tohoto děje
podle matematické extrapolace modelu měla účastnit
asi 15-20 %, větší část by měla být způsobena
hydrolýzou somanu (asi 70 %).

Naše práce Svědčí pro to, že játra hrají významnou
roli při toxidynamice otravy Somanem (47) a podobné
závěry učinil i Jokanovic (32). Na Základě těchto
výsledků je možné předpokládat, že .koncentrace
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volného Somanu se může Zvyšovat jako důsledek buď
Snížení vazebných míst serinu esteráz jater (malý podíl
- asi 1/10), nebo jako důsledek hydrolýzy Somanu
(většina) demonstrované v izolovaných játrech (51)
a po částečné hepatektomii (32, 47). V případě látky
GV je prakticky nemožné Získané výsledky porovnávat,
protože podobné údaje se v literatuře nevyskytují. Pro
tuto látku je pouze Známo - vyjma Základních toxikolo-
gických údajů - že je silným inhibitorem cholinesteráz
a AChE inhibovaná GV je prakticky nereaktivovatelná
(5). Z našich současných výsledků vyplývá, že tato
sloučenina je v játrech detoxikována. Svědčí o tom naše
poslední výsledky S podáním TOCP a následnou
intoxikací GV látkou.

Jokanovic (32) prokázal, že použitá dávka TOCP
do 17 až 18 hodin ireverZibilně Zablokuje aktivitu
karboxylesteráz v plazmě a kůži prakticky úplně a
v játrech nejméně na 85-90 %. Tyto výsledky jen
upřesňují výsledky Boškoviče a Spol. (13), kteří došli
k podobným Závěrům. Oba citovaní autoři Současně
uvádějí, že aktivita fosforylfosfatáz nebyla ovlivněna.
Nepřímo o posledně uvedeném faktu Svědčí inaše
výsledky o prakticky stejném inhibičním efektu GV
látky u intaktních a TOCP premedikovaných (tj. s vel-
mi nízkou aktivitou karboxylesteráz) zvířat. Pokud by
Se totiž významně uplatňovala vazba GV na karboxy-
lesterázy, musel by být efekt u TOCP premedikovaných
zvířat podstatně vyšší.

Z tohoto hlediska je možné usuzovat, že funkční
skupina, která je u tohoto typu látek Společná s V lát-
kami (2-dialkylaminoalkyl) by mohla mít menší
význam než fiuor, který je charakteristický pro látky
skupiny G. Jestliže Srovnáme naše výsledky S látkou
GV S publikovanými údaji pro soman, může být
uzavřeno, že normální funkční kapacita jater hraje
velmi důležitou roli ovlivňující toxicitu obou Zkou-
maných Sloučenin. Větší podíl na Snížení koncentrace
somanu má přitom jeho hydrolýza a ne vazba na
karboxylesterázy.

Z výsledků pokusů o terapeutické ovlivnění průběhu
intoxikace látkou GV symptomatickou a kauzální
terapií je možné konstatovat, že o účinku atropinu není
pochyb. jak uvádí řada literárních prací (4, 33, 35, 37,
54). Benaktyzin jako centrálně účinnější anticholiner-
gikum (33, 52) je však vhodný u intoxikace GV látky
také a kombinace obou se jeví jako optimální. Samotné
podání anticholinergika je však neúčinné Stejně tak
jako izolované podání reaktivátoru. Při srovnání účinku
reaktivátorů je možné vyčlenit jako nejúčinnější HI-6.

Jeho perspektivnost potvrzená i při intoxikaci GV
látkou v našich pokusech byla popsána pro intoxikaci
somanem (37, 54), Sarinem i VX látkou (4, 5, 43).
Podpůrně účinkující látky (např. benzodiazepiny a cen-
trální stimulancia dechových center) u intoxikace GV
látkou nejsou účinné, což je zajímavý fakt, protože tyto
látky vykazovaly dobré terapeutické výsledky při
intoxikacích VX a sarinem (4, 12, 35, 37, 52). Z těchto
výsledků je zřejmé, že zaměření výzkumu na“ studium
a vývoj reaktivátoru HI-6 je plně oprávněné a význač-

voJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY 99

ným způsobem by Zlepšilo možnosti terapie intoxikací ‹
NPL.

Závěry

l. Pro toxický efekt GV látky je velmi důležitá nepo-
rušená funkce jater.

2. Látka GV je v játrech detoxikována Zřejmě mecha-
. nismem jeji hydrolýzy.

3. Vazba GV látky na karboxylesterázy jater a dalších
tkání bude mít na ovlivnění inhibičního efektu na
AChE Zřejmě minimální podíl.

4. Pro toxický účinek GV látky bude mít zřejmě
důležitější roli Substituce fluorem (charakteristická
pro látky G) než skupina charakteristická pro látky
V.

5. Stupeň inhibice cholinesteráz v krvi odpovídá typu
příznaků, a to i v rozmězí dávek od 0,5-4x LDSO.

6. Při léčbě intoxikace GV látkou jsou Z anticholiner-
gik nejúčinnější benaktyzin a atropin. Nejlepšího
účinku bylo dosaženo kombinací obou látek při
dostatečné vysokém dávkování.

7. Z kauzálních antidotních prostředků byl ze Zkouše-
ných reaktivátorů cholinesteráz terapeuticky nej-
účinnější HI-6.

8. Samotné podání anticholinergika nebo reaktivátoru
bylo terapeuticky velmi málo účinné.

9. Podpůrné účinkující látky, jako je centrální stimu-
lans dechových center - 9-antracen karboxylová
kyselina a diazepam Se Sedativním, antikonvulzív-
ním a myorelaxačním působením, nebyly v případě
intoxikaci GV látkou účinné.

10. Léčebné Se Zkoušenými kombinacemi a koncentra-
cemi použitých látek podařilo Zvládnout akutní
intoxikace vyvolané dávkou 2x LD50 GV látky
na velmi dobré úrovni a dávkou 4x LD50 GV látky
na uspokojivé úrovni.

ll. Z praktického hlediska potřeby unifikace terapeu-
tických prostředků použitelných v rámci terapie
intoxikací vyvolaných NPL (prvni pomoc, před-
lékařská, lékařská, odborná, Specializovaná pomoc)
se jeví i Z výsledků těchto pokusů jako nanejvýš
potřebné realizovat Zavedení reaktivátoru typu HI-6
do zdravotnicke’ výbavy AČR.

Souhrn

Byla Sledována aktivita acetylcholinesterázy v krvi,
pontomedulární oblasti a baZálních ganglií mozku a
bránici po intoxikaci subletální dávkou (i. m., 6 ug/kg)
2-dimethylaminoethyl-(dimethylamido) -fiuorofosfátem
(GW ve Skupinách potkanů (n=6), které byly 12 hodin
před intoxikaci podrobeny následujícím vlivům:
intaktní, hepatektomované, slepě operované a narko-
tizované. Aktivita acetylcholinesterázy byla snížena
ve všech Sledovaných materiálech kromě baZálních
ganglií u všech Skupin, přičemž u hepatektomovaných
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Zvířat byl pokles aktivity enzymu Statisticky významně
nižší než u Skupin bez hepatektomie. Podání
tri-o-kresylfosfátu (S. c., 250 mg/kg), které působí
výrazné selektivní Snížení aktivity karboxylesteráz,
a následné intoxikaci GV látkou v téže dávce ukázalo
prakticky totožný pokles aktivity acetylcholinesterázy
jako u Skupin bez hepatektomie. Výsledky Svčdčí pro
významnou roli jater v detoxikaci GV látky.

Snížení aktivity krevní cholinesterázy proporcio-
nálně odpovídá výskytu příznaků, a to pro vyšší i nižší
použitou dávku. Výsledky pokusů S terapií intoxikace
GV látkou u potkanů ukázaly, že nejpříZnivější te-
rapeutický efekt je možné dosáhnout kombinací
benactyzinu, atropinu a HI-6 u intoxikaci u dávky
2x LD50 GV, Zcela limitní Z hlediska přežití doby
24 hodin jsou dávky 4x LD50 GV látky.

Reaktivátor HI-6 je tedy možno považovat Za látku,
která nejvíce Splňuje předpoklad univerzálně použi-
telného reaktivátoru a výsledky terapie intoxikaci NPL,
včetně GV, jednoznačně podporují jeho Zavedení
do zdravotnické výbavy AČR jako prostředku první
pomoci a lékařské pomoci.
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