VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY ROCNIK LXIII, 1994, & 3-4

623.459.4:547.1°'118.5

FARMAKOLOGICKA A BIOCHEMICKA CHARAKTERISTIKA NEKTERYCH UCINKU VYSOCE
TOXICKE NERVOVE PARALYTICKE LATKY GV

Plk. doc. MUDr. Jifi BAJIGAR, DrSc., plk. prof. MUDr. Josef FUSEK, DrSc., 'RNDr. Ing. Frantiek SKOPEC, CSc.
Vojensks lékafska akademie J. E. Purkyng, Hradec Kréilové
(rektor: plk. prof. MUDr. J. Fusek, DrSc.)
'Lékafska fakulta UK, Hradec Krilové
(dkan: doc. MUDr. K. Bartik, CSc.)

Uvod

I kdyZ je v soutasné dob& znama celd fada vysoce
toxickych latek z né&kolika skupin, které by mohly
byt pouzity jako ndpln¢ chemickych zbrani (CHZ)
(6, 29, 40, 50), nervové paralytické latky (NPL) patfi

k nejaktudlngj$im z nich (17). Podle informaci, které
dosud dodaly jednotlivé staty (do soucasné doby pouze
dva), spektrum NPL jak v armadé USA, tak byval¢ho
SSSR zahrnuje sarin, soman a litku VX (18, 19).
U ostatnich statii tyto informace na dobrovolné bazi
podiny nebyly, takZe je moZné je zjistit pouze
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ve vyjime¢nych situacich (jako tomu bylo v pfipadé
Irdku). Spektrum otravnych latek Irdku se v podstaté
neli§i od byvalého SSSR a USA, snad s vyjimkou
cyklosarinu (21).

Nervové paralytické latky patfi do velké skupiny
organofosfatua (OF), které zahrnuji i organofosforové
insekticidy (OFI) 8iroce pouzivané v zemédélstvi,
néktera 1éCiva, latky pouzivané v prumyslu jako
zmék&ovadla, hydraulické kapaliny apod. (4, 35, 37).
Neni tedy vylou¢ena mozZnost intoxikaci nahodného,
profesionalniho nebo suicididlniho charakteru, a proto
efektivni 1é¢ba intoxikaci OF obecné ma vyznam nejen
pro vojenskou, ale i civilni medicinu.

Z hlediska vojenského pouZiti v8ak spektrum
zavedeni NPL neni optimalni: u sarinu jeho relativné
vysokd odparnost brani ‘"efektivnimu pouziti" pfi
zvy$enych teplotich, a naopak prakticky nulova
odparnost VX litky limituje jeji pouziti pouze na
aerosol. Z tohoto hlediska byly hleddny nové NPL,
které by mély niz3i odparnost neZ sarin a vy38i nez VX,
Tato snaha zfejmé vyustila v redlny efekt a byly
zachyceny informace, které popisuji NPL se stfedni
tékavosti (intermediate volatility agent - IVA), ‘jejiz
odparnost by méla byt vétdi nez u VX latky, ale mensi
neZ u sarinu (42) s tim, Ze jeji toxicita je srovnatelna
s nejznaméjimi NPL. Jeji stdlost je pifitom o néco
mendi neZ NPL fady G (sarin, soman), coZ by pted-
urovalo jeji pouZiti v binarni munici. Byla vytipovana
jeji obecnd struktura i v tvahu nejvice piichdzejici
slouceniny (42).

Zajimavym faktem pfitom je skute¢nost, Ze tato latka
neni zahrnuta (ani v obecné podob&) do spektra latek,
které budou kontroloviny budouci Umluvou o zikazu
chemickych zbrani (17). Je moZné viak piedpokladat,
7¢ po vstupu Umluvy v platnost bude tato latka
doporu¢ena budouci védeckou radou (Scientific
Advisory Board) k zahrnuti do spektra latek Umluvou
kontrolovanych,

Latka IVA byla jiz dfive charakterizovana (8) jako
NPL se stiedni tékavosti s pomérné vysokou toxicitou
a relativni rezistenci k 1é¢bé v soucasné dobé v ACR
zavedenymi antidotnimi prostfedky. Tyto skute&nosti
vedly ke snaze blize specifikovat G¢inek mozného
predstavitele latky IVA. ktera byla syntetizovana,
véetné jejich modifikaci ve VU 070 Brno. Obecné
se jedna o 2-dialkylaminoalkyl-(dialkylamido)-fluoro-
fosfaty.

Jsou to latky, které ve své molekule obsahuji
strukturu piibuznou litkdm fady G (sarin, soman,
tabun) i latkam fady V (VX). Tato skupina slou¢enin je
sice znama del8i dobu (1, 24). avSak toxicita dosud
popsanych latek, ktera by byla srovnatelnd se
souCasnymi bojovymi otravnymi latkami, nebyla
zZjisténa.

Slougeniny syntetizované ve VU 070 Brno a ndmi
oznatené jako latky fady GV vSak mély toxicitu
srovnatelnou se sarinem. somanem ¢&i VX, a to i pfi
perkutdannim podani (7). Nejjedovat&jsi latkou z této
skupiny byl dimethyl derivat, oznaCovany jako GV

[2-dimethylaminoethyl-(dimethylamido)-fluorofosfat] a
jeho zikladni chemické a toxicitni charakteristiky byly
jiZ publikovany (5, 7, 8, 26, 27). Struktura nejznaméj-
gich NPL je uvedena na obr. 1.
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Obr. 1 Vzorce nejznaméjsich NPL a GV latky

Mechanismus u¢inku NPL i mén¢ toxickych OFI
jev podstaté totozny a tedy i zdkladni mechanismus
u¢inku GV latky se od ostatnich nelidi: zahrnuje
inhibici cholinesteraz, pfedevSim acetylcholinesterazy
(AChE, E.C. 3.1.1.7) na cholinergnich synapsich
s naslednym hromadénim neuromediatoru acetylcholi-
nu. Akumulace acetylcholinu vede k dal$im metabo-
lickym zménam (4-6, 8, 10), které se projevuji zejmeéna
rozvratem energetického a minerdlniho metabolismu
ave svém dusledku vedou k dysfunkci celé fady
systému nesouvisejicich bezprostiedné s cholinergnim
pfenosem nervového vzruchu (8).

Vzhledem k vysoké toxicité NPL obecné a GV
zvladté je jasné, Ze jakékoliv ovlivnéni koncentrace
latky v organismu bude mit velky vliv na jeji toxicitu
anasledny efekt na organismus. Z tohoto duvodu je
dulezité ziskat informace o déjich, které koncentraci
latky ovliviiuji.

Mezi velmi dileZit¢ pochody v tomto smyslu by
patfila detoxikace latky GV. V této otdzce nebylo
mozné vychazet z literarnich udaji, protoZe takové
informace pro tento typ latek dosud popsiny nebyly.
Je znamo, Ze latky fady G (sarin, soman) jsou v orga-
nismu detoxikovany (9, 20, 28, 51), zatimco latky fady
V detoxikovany nejsou (9). Vzhledem k tomu, Ze
strukturu latky GV je moZno povazovat za kombinaci
obou typi, bylo nutné experimentdlné tento déj ovefit.
Je znédmo, 2 pH detoxikaci organofosforovych
slouéenin obecné je dulezita role jater a plazmy. Zde
existuji specializované enzymy, trividlné oznacovan¢
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jako fosforylfosfatazy, schopné detoxikovat NPL i OFIL.
Biologicka role téchto enzymii v soutasné dobé neni
znama (36, 49). Schopnost enzymu §tépit tyto latky byla
aktivovana kalciem, magneziem a manganem a inhi-
bovana kadmiem, rtuti a stfibrem. Aktivita jaterniho
enzymu byla pro jejich hydrolyzu dileZit€j$i nez enzym
v plazmé¢. Hladina podobného enzymu v mozku byla
zanedbatelnd (48, 49). Prioritni roli v mechanismu
detoxikace by tedy méla mit jatra (32, 47, 53).

Detoxika¢ni schopnost jater je mozno v podstaté
sledovat dvéma zpisoby. Jednak je mozZno ji pomoci
chemickych latek nebo jinych zdsahi (napi. hepa-
tektomie) snizit (32, 47), nebo je moZzné naopak
indukovat metabolickou aktivitu jater podanim napf.
barbiturati (16), popi. dodat do organismu pfimo
enzym, na ktery se OF navaze (23), a ve viech
pfipadech pak sledovat sniZenou, resp. zvySenou
hladinu ¢i efekt daného OF. Tyto modely byly vyuZity
pro sledovani detoxikace a toxicity riznych OF a bylo
prokdzino, Ze v pfipadé latek fady G jsou tyto OF
detoxikovany, zatimco litky fady V detoxikovany
nejsou.

Dal$im dulezitym faktorem uéinku NPL obecné
Jeijejich schopnost pii intoxikaci reagovat na
terapeutické zisahy. Zasady 1é¢by intoxikaci NPL i OF
insekticidy jsou v podstaté stejna a zahrnuji podavani
anticholinergik a reaktivatoru cholinesteraz (4, 11, 335,
37, 40).

Z anticholinergik je nejvice pouZivan atropin, i kdyz
zejména zkuSenosti z naseho pracovisté ukazaly
vyhodnost benactyzinu (4, 33, 52). U reaktivatori
existuje vice moZnosti: vétSinou jsou pouzivany
obidoxim nebo trimedoxim (4, 35, 37, 52). Kromé toho
se jako velmi G¢inny ukdzal methoxim (4, 52).

Pfesto viak tyto prostfedky nejsou stejné G&inné proti
véem typim NPL, a proto je vyzkum v této oblasti
zaméfen na nové typy reaktivatori, z nichZ se jako
perspektivni jevi 1-(2-hydroxyiminomethylpyridinium)-
-3-(4-karboxamidopyridinium)-2-oxapropan dihaloge-
nid, ozna¢ovany jako HI-6 (6, 12, 33, 40, 52, 54).

O terapeutické uc¢innosti antidotnich kombinaci
(anticholinergikum a reaktivator) proti intoxikaci GV
latkou byly dosud publikovany jen velmi omezené udaje
z nadeho pracovisté (33. 52): stresogenni u¢inek GV
latky byl nejméné ovlivnén antidotni kombinaci
atropinu s reaktivitorem HI-6 a nejvice kombinaci
téhoz reaktivatoru s benaktyzinem.

Cilem této priace bylo ovéfit, zda litka GV je
v jatrech detoxikovana, ¢i nikoliv. Jako model byl
vybran organismus se snizenou detoxika¢ni schopnosti
Jater v dusledku parcidlni hepatektomie &i plsobenim
farmak. Dal$im cilem této prace bylo ovéfit icinek GV
latky na nékteré fyziologické funkce a moZnosti jejich
terapeutického ovlivnéni. Na zakladé ziskanych vysled-
ki pak byl proveden odhad vyznamu substituovanych
skupin v molekule latky GV pro jeji toxické ucinky.

Materidl a metody

Zvifata

V pokusech in vivo byla pouZivana pokusna zvifata -
bili potkani (Velaz Praha, chov Wistar, samci)
o hmotnostnim rozmezi 220-280 g. Zvifata byla krme-
na standardni dietou ad libitum s volnym pfistupem
k vodé. Pokusy na zvifatech byly provadény pod
dohledem Etické komise VLA JEP.

Aktivita AChE

Byla stanovena v krvi, pontomeduldrni oblasti
mozku a branici metodou Ellmana et al. (22) v nasi
modifikaci (3).

Hepatektomovana zvifata
Postup hepatektomie byl popsin detailné v praci

Bajgara et al. (11), tak?e zde uvadime jen pokusné

skupiny (n=6):

a) kontrolni skupina - podan pouze fyziologicky roztok
(0,5 ml/kg),’

b) zvifata v této skuping byla jen intoxikovana latkou
GV (6 pgkg, i. m.),

c) slepé operovand zvifata - v éterové narkéze provede-
no otevieni bfisni dutiny bez hepatektomie,

d) zvifata byla pouze narkotizovana éterem,

e) v éterové narkdze byla provedena hepatektomie dvou
lalokd jater podle Hole¢ka et al. (30), rezultujici v
65 = 3 % resekce.

Zvitata ve skupinach c), d) a €) byla intoxikovana
GV latkou (6 pg/kg, i. m.) za 12 hodin po popsanych
proceduraich. Davka GV reprezentovala pfiblizn¢
0,5 x LD,, stanovené dfive na 4 skupinach intaktnich
zvifat v souhlase s publikovanymi vysledky (7). Zmény
aktivity AChE u zvifat pouze hepatektomovanych
stanovovana nebyla, protoZe jiz dfive bylo prokazano,
Ze aktivita enzymu timto zisahem nebyla ovlivnéna
(7).

Dv¢ hodiny po intoxikaci byla zvifata usmrcena,
odebrany mozek, krev a branice a v homogenatech
tkdni & hemolyzitech krve byla stanovena akti-
vita AChE. Aktivita byla vyjadfovana jako pmol
hydrolyzovaného substratu/min/g tkané¢ (ml krve) nebo
jako procento kontrolnich hodnot.

Statistické hodnoceni bylo provedeno pomoci
pfislu§nych programii na pogita¢i Turbo 12 (Amer. Res.
Ctr., USA) computer.

Tento pfistup mél dovolit zjisténi vyznamu
intaktnich jater pro toxicky efekt litky GV, aviak na
jeho zakladé nebylo mozné rozhodnout, zda pfevazuji
detoxikadni procesy zpisobené rozkladem GV létky,
nebo ztraty GV liatky zptusobené vazbou na
karboxylesterazy (EC 3.1.1.1).

K tomuto rozliseni bylo vyuZito nasledujiciho

postupu:
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Inhibice karboxylesterdz

Karboxylesterazy byly inhibovany poddnim tri-o-kre-
sylfosfatu (TOCP) v davce 250 mg/kg (s. ¢.) 24 hodin
pred aplikaci GV latky dalsi skupiné 6 zvifat. Uvedena
davka TOCP zpisobuje prakticky kompletni inhibici
aktivity karboxylesterdz v plazmé, kuzi a jatrech
anema vliv na enzymy detoxikujici (fosforylfosfatazy)
(32). U této skupiny byla stanovena aktivita AChE
v materidlech a metodou uvedenou vyse. Skupinu byla
pro odlieni ozna¢ena jako TG. Pfehled postupu v&etné
ogekavanych odpovédi udéva nasledujici tabulka.

Tabulka 1
otekivana
sku- podminky zbytkova interpretace
pina aktivita
AChE (%)
a) |F 12h |F 100 normalni priibéh intoxikace,
nemél by byt ovlivnén
b |F 12b |GV o narkézou ani slepou operaci u
c) |slepa 12h |GV 50 b, ¢, d vazba na CaE a
operace detoxikace v jatrech

d) |narkéza [ 12h |GV s0 |Pedpoklidiny

20 vazba na CaE sniZena,
detoxikace snizena,
role jater vyznamna

e) |hepate- | 12h |GV 50 vazba na CaE neovlivnéna
ktomie detoxikace neovlivnéna,
role jater zanedbatelna

50 vazba na CaE vyloudena,
pievaZuje detoxikace

TG) |[TOCP [24h |GV 20 vazba na CaE vyloucena,

nizsi podil detoxikace

Monitorovani fyziologickych funkci

V pokusech byla pouZivana anestezie thiopentalem
vdavce 50 mgkg' i. p. Pro potfeby sledovani srde¢ni
frekvence, dechového volumu, hodnot stfedniho
krevniho tlaku, snimini EKG kfivky byla zvifata
heparinizovdna (25 mgkg', S-Heparinoid, Légiva
Praha). Plicni ventilace byla sledovana pomoci snima&i
v pridusnici, EKG bylo snimino pomoci podkoznich
jehlovych elektrod z kondetin zvifete fixovaného
na vyhfivaném opera¢nim stole, TK z vypreparované
a. carotis. Podani otravné latky bylo realizovdno i. m.
zpsobem, 1écba pak bud’ i. m., resp. i. v. do vyprepa-
rované v. femoralis (max. objem 0,2 ml na 100 g
hmotnosti). K registraci zdkladnich Zivotnich funkci
bylo pouZito zafizeni firmy Hugo-Sachs-Electronic
(Némecko), zapisovate typu PN 8221 Philips (Holand-
sko) a ke snimani EKG NEK 401 elektrokardiograf
firmy Messgirette-Zwnitz (N&mecko). Terapeuticka
ucinnost pouZivanych lé¢iv byla hodnocena dobou
preziti zvifat po intoxikaci a za zdkladni kritérium
terapeutické G¢innosti byla bradna doba 24 hodin pfeZiti
od intoxikace.

V pokusnych skupinich bylo 6 zvifat, v pfipadech
nejuspésngjsich vysledku terapie intoxikaci byly pokusy
s timtéZz poftem zvifat ve skupiné minimélné jednou
opakovany s odstupem jednoho mésice.

Pouzité davky

GV latka byla pouzivana v davkach, které odpovi-
daly vzdy nasobku LD, pro i. m. podéni (1, 2, 4 atd.).
LD,, latky GV pro i. m. podani byla 17,0 (15.5 az
23.6) pgkg' (7). Z fady anticholinergik byly pouZity
nasledujici latky:

ATR, atropin - v davkach 0,5, 1, 2, 5, mgkg' i. v.
nebo 10 a 20 % LD, pro i. v. podani

- v davkach 5, 10 a 20 % davky LDy, pro i. m.
podani.

BNZ. benaktyzin - v davkach 2. 5 mgkg" i. v. nebo
v davkach 5, 10 a 20 % LD, pro i. m. podéni.

Velikosti LD, pro tyto slou¢eniny byly pro i. m. a
i. v. podani u atropinu 1264 a 117.4 mg/kg, u bena-
ctyzinu 184,7 a 30,6 mg/kg.

Reaktivitory cholinesteraz byly pouZivany i. m. a
i.v. v davkach obvykle odpovidajicich 10 a 20 %
hodnot LDy, pro dany zpiisob podani, jejichz hodnoty
byly publikovany dfive (52). Z centralnich analeptik
byla pouzita 9-antracen karboxylova kyselina, ANCA -
v davce 10, 30, 60 a 100 mg.kg" i. v., resp. i. m. a jako
doplitkové antikonvulzivum Diazepam - Faustan®
v davee 0.1-0,3 mg kg i. m.

Vysledky

V uvodu vysledki s latkou GV je potiebné uvést
symptomatologii intoxikace a dobu hynuti pokusnych
zvifat po davce 2x LD, i. m. Do dvou az tfi minut po
injekci roztoku noxy do svalstva zadni koncetiny se
dostavuje u zvifat zvySeni orientaéné patraci aktivity,
do péti az Sesti minut pieZzvykovani, zvy$ené slinéni,
najeZeni srsti, plazeni po boxu. Do 6 az 10 minut
fascikulace svalstva hlavy, krku, pfednich a zadnich
kongetin, za 10 az 12 minut tachypnoe, ztiZené dychani
v inspiriu s lehem zvifete na bfise, zvednutou hlavou a
natazenym krkem, za 14 aZ 15 minut tonicko-klonicke
kiece s dobou trvani 5-10 vtefin opakované, za 18 az 20
minut chromodacryorrhoea, velmi namahavé dychdni
v inspiriu i expiriu, smrt za 22 az 30 minut zistavou
dychani a nasledné srde¢ni Cinnosti. U vy38i davky
(4x LD,,i. m.) byly tyto intervaly zkraceny - exitus byl
pozorovan zhruba do 10 minut po intoxikaci, naopak
u davek niz8ich nez LD,,se prodluzovaly (obr. 2).

Sumarizované vysledky potvrzuji, Ze toxicita GV
latky stanovena probit-logaritmickou metodou byla
relativné vysokd, avsak cCasové konstanty ze viech
pokusu (vysoké i nizké davky) byly naopak posunuty
smérem k deldim hodnotdm. Toxikologické konstanty
pro i. m. podani litky GV potkanim udava nasledujici
tabulka.
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Tabulka 2
LD, 17,0 (15,5-23,6) pugkg
CT 142+44 min
LT 243 +42 min

Hodnoty udévaji primér s 95% mezemi spolehlivosti (LD, ), resp.
primeéry se smérodatnymi odchylkami (CT a LT)
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Obr. 2 Schematické znazornéni zmén EKG, hodnot stiedniho krevniho
tlaku (TK) a minutového dechového volumu (DV) u nelécdené
intoxikace potkanit GV latkon v ddvce 2x LD,, i. m. (nahoFe)
a u potkanit otravenych GV ldtkou v ddavee 4x LD,, i. m. a lédenych
i. v. kombinaci atropinu (11,7 mg/kg), benactyzinu (30 mg/kg) a HI-6
(140 mg/kg)

Aktivita krevni AChE byla v prib&hu intoxikace
GV latkou snizena (obr. 3a, b) v zavislosti na davce (2x
a 4x LD,), aviak skupiny pfiznakii (salivace, fasciku-
lace, ztiZené dychéni, kiece, exitus) u obou davek byly
pozorovany u téméf stejného stupng inhibice krevni
AChE.

U hepatektomovanych zvifat byly vysledky odligné.
Cas vyskytu kfeti byl u skupiny hepatektomovanych
zvifat statisticky signifikantng zkracen (tab. 3 uvadi ¢as
vyskytu kie¢i u skupin pokusnych zvifat, kterym byla
1. m. poddna latka GV v ddvce 6 pg/kg.). Z vysledki
vyplyva, Ze u narkotizovanych a slep& operovanych
zvifat (skupiny ¢, d) nedo3lo k ovlivnéni &asového
vyskytu kie¢i. Co se tyka letality, u Z4dné ze &tyf skupin
(b. c. d. e) nedoslo k umrti pokusnych zvifat.

Zmény aktivity AChE byly také rozdilné (obr. 4).
Nebyly pozorovany statisticky signifikantni rozdily ve

zménach aktivity krevni AChE ve skupinach b, c, d,
tj. jen intoxikované, narkotizované se slepou operaci
a narkotizované .
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Obr. 3 Zmény aktivity krevni AChE potkanii otravenych i. m. GV
ldtkou v divce 2x LD, (obr. 3a) a 4x LD, (obr. 3b). Vysledky uddavaji
priiméry se smérodatnymi 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 udavaji priméry se smérodatnymi odchylkami

Ve srovndni s kontrolnimi hodnotami u zvifat,
kterym byl poddn pouze fyziologicky roztok (skupi-
na a), byla aktivita krevni AChE ve srovndni
s experimentalnimi skupinami (b, c, d, e) signifikantné
(p<0,0001) niZ8i a bliZila se pfiblizn¢ 40 % normalnich
hodnot. Aktivita AChE ve skupiné hepatektomovanych
zvifat (skupina e) byla signifikantné niZ3i a bliZila se
asi 20 % kontrolnich hodnot. Aktivita AChE v brénici
a pontomeduldrni oblasti byla snizena u nehepa-
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tektomovanych zvifat a byla statisticky signifikantné
vv§si nez aktivita pozorovana v posledni skuping, tj.
skupiné zvitat s parcialni hepatcktomii. Aktivita AChE
v bazdlnich gangliich se statisticky vyznamné¢ neligila
u véech skupin experimentalnich zvifat, i kdyz i zde
urCita tendence k niz8i hodnoté u hepatektomovanych
zvifat (skupina ¢) naznac¢ena byla.

f | { p £ 00001 )

T

P

Percent of controls

pmedarea

basal gglia diaphragm

Obr. 4 Zmény aktivity AChE v krvi, ¢astech mozku a branici po i. m.
intoxikaci GV latkon (6 pg'kg). Vysledky predstavigi priuméry se
smérodatnymi - odchylkami. Sipky naznaéuji statisticky vyznanné
rozdily mezi skupinami. Sloupce zleva doprava oznacuji skupiny a) az
¢) tak, jak je uvedeno v metodicke casti.

U zvifat, ktervm byl 24 hodin pfed intoxikaci GV
podan TOCP (skupina TG) se zbytkova aktivita AChE
prakticky nelisila ve srovnani se skupinou zvifat jen
s podanim GV latky bez premedikace TOCP (skupi-
na b). Pro celkovou orientaci jsou v tab. 4 uvedeny
i absolutni hodnoty aktivity AChE v krvi a nékterych
organech potkanu intoxikovanych GV latkou.

Tabulka 4

Aktivita AChF (%o kontrolnich hodnot)

skupina krev pontomed. | b. gglia diafrag.
kontrolni (a) 100 =146 | 100 £ 4.4 | 100 +22,1 | 100 £11,8
intoxikovana 368118 | 72,1 +59 |926+11,9 |61,0+£103
jen GV (b)

[premedikovana | 34.1 + 123 | 69.1 + 6.8 | 959+ 128 | 553 + 12.1
(TOCP a intoxi-
Ikm‘ané GV (TG)

Absolutni hodnoty aktivity AChE byly 5,53 + 0,81 (krev), 6,08 + 0,27
(pontomedulami oblast), 45.3 + 10,01 (bazalni ganglia) a 2,54 + 0,3
(branice) pmol/min/g nebo ml.

Vsechny vysledky jsou udavany jako priméry se smérodatnymi
odchylkami.

Lécba intoxikace GV latkou byla zavisla na velikosti
davky GV a na zplsobu terapie (podani lé€iv i. m.
nebo i. v.).

U intramuskularniho Ié¢eni intoxikace vyvolané dav-
kou 2x LD,,i. m. se jako malo efektivni nebo neucinné
ukazaly tyto kombinace I¢Civ:

ATR 126, TMC 15. BNZ 18 mgkg' i. m. (zvifata
hynula za 28 az 34 minut). ATR 126, TMC, BNZ 18,

diazepam (0.1) mg.kg" i. m., zvifata hynula za 45 mi-
nut do 3 hodin 35 minut a ATR 126. TMC 30. diaze-
pam (0.5) mgkg' i. m. - doba hynuti zvifat byla od
intoxikace 34 minut az 3 hodiny 45 minut. Nejuc¢inngjsi
kombinaci byla BNZ 37 a HI-6 140 mgkg'i. m.. ze
6 pokusnych zvifat véech 6 prezilo 24 hodin.

U intramuskularniho 1é¢eni intoxikace vyvolané dav-
kou 4x LD,,i. m. dokazala tato lécebna smés (BNZ 37
aHI-6 140 mgkg' i. m.) uchovat pii zivot¢ 3 ze
12 pokusnych zvifat po dobu dels§i nez 24 hodin.
Zbyvajici zvifata hynula za nékolik hodin.

U intravendézniho 1é¢eni intoxikace vyvolané latkou
GV i. m. byla na daldich skupinach zvifat ovéfovana
terapeuticka uc¢innost latek. které se ukazaly jako
uinna léciva pii intoxikacich vyvolanych jinymi NPL.
zejména sarinem a somanem. LéCiva byla podavina
i.v. zpusobem ndsledné po piedchozi intoxikaci
davkami 2x a 4x LD, latkv GV 1. m. Z fady zkouSe-
nych kombinaci byly malo a¢inné ATR 5.0, BNZ 5.0.
TMC 6.5 a ANCA 30 mgkg' i. v. pii intoxikaci
davkou 2x LD,, GV (zvifata pokusn¢ skupiny uhynula
do 7 hodin).

U lé¢eni intoxikace davkou 4x LD, GV i. m. v kom-
binaci léCiv i. v. podanim bezprostfedné po intoxikaci
vykazovaly velmi nizky terapeuticky efekt kombinace
ATR 23 + ANCA 30 mgkg'. MMC 35 + ANCA 30
mgkg'. ATR 11.7. BNZ 30. MMC 35. ANCA 30
mg.kg'a ATR 11.7. BNZ 30. obidoxim 180. ANCA 30
mg.kg". kdy ani jedna z nich nedokdzala navodit stav.
aby zvifata pfezivala dobu 24 hodin a déle po
intoxikaci. Relativné nejlepsi byla kombinace ATR
11,7, BNZ 30, HI-6 140 mg kg'anebo ATR 11.7. BNZ
30, HI-6 140, ANCA 30 mgkg'. kdy se doba pieziti
pokusnych zvifat po intoxikaci GV latkou pohybovala
od 5-24 hodin (obr. 2b).

Diskuse

Z vysledku pokusu na zvifatech intoxikovanych GV
latkou je zfejma vysoka toxicita této latky po i. m.
podani. rychle nastupujici symptomy otravy zahrnujici
typické muskarinové (salivace. dychaci potize. zmény
na oc€ich. defekace. mikce) a nikotinové priznaky (tfes.
zaSkuby. kre¢e kosterniho svalstva. zmény srdeni
frekvence a hemodynamiky). Bezprostiedni pficinou
uhynuti pokusnych zvifat je zastava dechu a srdecni
¢innosti. Postupné zhor$ovani oxygenace tkdni ma
nejmarkantnéjsi dopad na srde¢ni sval (bradykardie.
poruchy vedeni vzruchu, blokada pfevodu. sifové.
komorové extrasystoly, mihani sini a komor. asystolie.
selhavani srdce jako pumpy). Bez terapie zvifata rvchle
hynou v zavislosti na koncentraci podané noxy.

Tyto symptomy otravy GV litkou jsou velmi
podobné priznakum, kieré jsou pozorovany pro otravy
latkami jak G-, tak V-skupiny. Casovy prubéh otravy
GV je v3ak ve srovnani se sarinem a somanem
prodlouzen, ale je krat$i nez prubéh otravy latkou VX
(6, 34). Ztizen¢ dychani a poruchy cirkulace po u¢inku
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NPL obecné byly pozorovany diive (37, 40, 43, 54).

Kardiovaskularni selhavani je zdvislé na davce a je

zpusobeno zfejmé stimulaci muskarinovych receptort,

snizenym minutovym srde¢nim volumem a hypotenzi

(40). Hypotenze a ob&hové selhdni bylo popsdno jako

pfi¢ina smrti u intoxikace somanem (54). V pfipadé

VX jsou vice vyjadfeny také periferni zndmky otravy

(5).

Z tohoto srovnani je jasné. Ze ulinek GV latky
je dvojiho druhu, jak centralni (ve vét$i mife), tak
periferni (v men$i mife), takZze mechanismus jejiho
u¢inku se vice blizi latkim skupiny G. V této
souvislosti neni bez zajimavosti, Ze vé&tdi podobnost
latky GV se skupinou G latek byla pozorovana i pro
detoxikaéni schopnost jater. Enzymatickd detoxikace
OF byla poprvé popsana Mazurem (41). Existuje cela
fada enzymi schopnych hydrolyzovat rizné typy OF,
jako je napf. sarin, paraoxon, DFP atd. Enzymy
katalyzujici tuto reakci jsou pfedev$im lokalizovany
v jatrech, odkud mohou byt uvoliiovdny do krevniho
ob&hu, a jsou ovliviiovany riznymi faktory, jako jsou
pH, teplota, koncentrace iontii apod. (15, 20, 28).

Detoxikace je zavisld na chemické struktufe OF:
fosfonofluoridaty detoxikovany jsou, fosfonothiolaty
jsou k detoxikaci rezistentni (2, 9). Dal$im enzymem,
ktery se ucastni na detoxikaci, jsou karboxylesterazy.
OF se totiz na tyto enzymy vaze a navazand Cast je
pro dal$i toxicky efekt bezvyznamnd. Koncentrace
volného OF in vivo tedy muiZe byt sniZena v zisadé
dvéma procesy:

- hydrolyza, bud spontdnni (neenzymaticka), nebo
enzymaticka, katalyzovand A-esterdzami a fosfo-
rylfosfatdzami, nebo

- ireverzibilni vazbou na karboxylesterdzy nebo jiné
proteiny (20).

Jak bylo ukazino dfive u somanu, jeho akutni toxi-
cita je velmi zavisla na jeho schopnosti byt detoxikovan
(14, 32, 38, 44). Urita role karboxylesteriz jater
v ovlivnéni toxicity nejen somanu, ale i sarinu a tabunu
byla demonstrovana dfive za pouZiti indukce aktivity
karboxylesteraz fenobarbitilem (16) nebo dodinim
pieCisténého enzymu (23). Shapira a spol. (45) navic
dosli k zavéru, Ze nejen jatra, ale i plice jsou hlavnim
cilovym organem pro detoxikaci somanu. O GV latce
podobné studie zndmy nejsou.

Jestlize srovname <&asovy pribéh intoxikace GV
litkou (tato prace) a somanem (47), je jasné, Ze
uintoxikace GV je pribéh prodlouzen. Srovnani
nékterych toxikologickych konstant somanu a GV latky
uvadi nasledujici tabulka.

Tabulka 5
Konstanta (rozmér) soman GV
LD, (ngke) 73.1 17,0
CT (min) 2,68 14,2
LT (min) 10,06 243

Hodnoty jsou vyjadfeny pouze jako priméry.

Tento fakt podporuje myslenku o podobnosti latek
skupiny GV ke skupiné V latek, u kterych je priibéh
intoxikace prodlouZen také. Letdlni efekt zkoumané
latky byl charakterizovan prudkym prub&hem zavislosti
letalita versus davka. Tento prudky prub&h svédci
o selektivnim (¢inku na jeden nebo jen velmi malo
systémii. Soutasné vgak tento prudky pribéh mize
vysvétlovat i rozdily v letalité vysoce toxickych NPL,
které byly popsany riznymi laboratofemi.

Toto srovndni mohlo byt provedeno pouze pro-
soman, protoze pro GV latku podobna data neexistuji:
jestlize srovname udaje Shiha a spol. (46) na potkanich
samcich rizného stafi, toxicita somanu pfi i. m. podéni
vzristala s v&kem: od 122 pg/kg zvifata 30 dni stard
k 70 pg/kg zvifata stard 240 dni. Jimmerson a spol.
(31) stanovili toxicitu somanu pfi s. c. podani v pru-
b&hu 24 hodin na 110 pg/kg. Na druhé strané Gupta
aspol. (25) demonstrovali, Ze s. c. ddvka somanu
100 pg/kg nebyla letdlni. Tyto udaje podporuji nase
pozorovani s tim, Ze srovnini LD, pro GV bylo mozZné
pouze pro posledni vysledky (5-7).

Srovnani toxicit pro soman a GV latku jasné
prokazuji vyssi letalni efekt latky GV. V podobnych
experimentech se somanem pfi podani davky 0,5x LD,
(tj. neletdlni davka) byl pozorovan pouze vyskyt
pfiznakii bez smrtelného efcktu. Na druhé strané
u hepatektomovanych zvifat asi 1/3 uhynula. Tento fakt
muZze byt vysvétlen sniZzenou schopnosti jater
(v disledku hepatektomie) metabolizovat zminéné
NPL, protoZe po takto provedené operaci ziistdva pouze
35 % jater zachovano pro normalni funkci (30).

Inhibice AChE zpisobend somanem in vivo (47)
ukdzala, Ze v krvi, kde je inhibice nejvyssi (coZ by
svéd¢ilo o relativné vysoké koncentraci somanu),
je soutasné i odpovidajici inhibice AChE zpusobena
GV latkou (tj. jeji koncentraci) (tato prace) a inhibice
po poddni jak somanu, tak GV v ostatnich cilovych
organech je o néco nizdi. V této souvislosti je nutno
se zminit o pozorovanich Purshottama a Srinivastavy
(44), ktefi doSli k zavéru, 7e indukce plazmové
karboxylesterazy je pro ovlivnéni toxicity somanu
daleko duleZitéj$i nez aktivita tohoto enzymu v jatrech.
Tito autofi sou¢asné demonstrovali pfi podani somanu
v ddvce 0,5x LD, Ze aktivita jaterni mikrosomanni
karboxylesterazy je inhibovana prakticky nevyznamné
(snizeni o 7 %) a tedy ze tato aktivita neni pro
toxidynamiku somanu rozhoduyjici.

Také Maxwell a spol. (39) popsali za pouziti mnoho-
Cetné regresni analyzy model intoxikace somanem,
ze kterého vyplyva, Ze detoxika¢ni schopnost jater
je nejdulezitéj$im parametrem ovlivilujicim toxicitu
somanu. Vazba na karboxylesterdzy by se tohoto déje
podle matematické extrapolace modelu méla ucastnit
asi 15-20 %, v&tsi Gast by méla byt zplsobena
hydrolyzou somanu (asi 70 %).

Nase prace svéd¢i pro to, Ze jatra hraji vyznamnou
roli pfi toxidynamice otravy somanem (47) a podobné
zavéry ulinil i Jokanovic (32). Na zikladé téchto
vysledkii je mozné piedpokladat, Ze¢ koncentrace
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volného somanu se miize zvy$ovat jako diisledek bud’
sniZzeni vazebnych mist serinu esteraz jater (maly podil
- asi 1/10), nebo jako diisledek hydrolyzy somanu
(vétdina) demonstrované v izolovanych jatrech (51)
a po Caste¢né hepatektomii (32, 47). V piipadé latky
GV je prakticky nemozné ziskané vysledky porovnavat,
protoZe podobné udaje se v literatufe nevyskytuji. Pro
tuto latku je pouze zndmo - vyjma zikladnich toxikolo-
gickych udajii - Ze je silnym inhibitorem cholinesterdz
a AChE inhibovana GV je prakticky nereaktivovatelna
(5). Z nadich soutasnych vysledkii vyplyva, Ze tato
sloucenina je v jatrech detoxikovana. Svéd¢i o tom nase
posledni vysledky s podinim TOCP a néslednou
intoxikaci GV latkou.

Jokanovic (32) prokazal, Ze pouzitd davka TOCP
do 17 aZ 18 hodin ireverzibilné zablokuje aktivitu
karboxylesteraz v plazmé a kiizi prakticky uplné a
vjatrech nejmén¢ na 85-90 %. Tyto vysledky jen
upfesiuji vysledky Boskovice a spol. (13), ktefi dosli
k podobnym zivérim. Oba citovani autofi soudasné
uvadéji, 7e aktivita fosforylfosfataz nebyla ovlivnéna.
Nepfimo o posledné¢ uvedeném faktu svédéi i nase
vysledky o prakticky stejném inhibi¢nim efektu GV
latky u intaktnich a TOCP premedikovanych (tj. s vel-
mi nizkou aktivitou karboxylesteraz) zvifat. Pokud by
se¢ totiZ vyznamné uplatiiovala vazba GV na karboxy-
lesterazy, musel by byt efekt u TOCP premedikovanych
zvifat podstatné vyssi.

Z tohoto hlediska je moZné usuzovat, Z¢ funkéni
skupina, ktera je u tohoto typu latek spole¢na s V lat-
kami (2-dialkylaminoalkyl) by mohla mit mensi
vyznam neZ fluor, ktery je charakteristicky pro latky
skupiny G. Jestlize srovname nase vysledky s latkou
GV s publikovanymi udaji pro soman, muZe byt
uzavieno, Ze normdlni funkéni kapacita jater hraje
velmi dulezitou roli ovlivitujici toxicitu obou zkou-
manych sloufenin. VEt§i podil na sniZeni koncentrace
somanu ma pfitom jeho hydrolyza a ne vazba na
karboxylesterazy.

Z vysledki pokusii o terapeutické ovlivnéni prub&hu
intoxikace latkou GV symptomatickou a kauzalni
terapii je mozn¢ konstatovat, Ze o i¢inku atropinu neni
pochyb. jak uvadi fada literdrnich praci (4, 33, 35, 37,
54). Benaktyzin jako centrdlné uéinnéjsi anticholiner-
gikum (33, 52) je v3ak vhodny u intoxikace GV latky
také a kombinace obou se jevi jako optimalni. Samotné
podani anticholinergika je vSak neu¢inné stejné tak
Jjako izolované podani reaktivatoru. Pfi srovnani u¢inku
reaktivatorti je mozné vy¢lenit jako nejuc¢innéjsi HI-6.

Jeho perspektivnost potvrzena i pfi intoxikaci GV
latkou v naSich pokusech byla popsdna pro intoxikaci
somanem (37, 54), sarinem i VX latkou (4, 5, 43).
Podpiirn¢ ¢inkujici latky (napf. benzodiazepiny a cen-
tralni stimulancia dechovych center) u intoxikace GV
latkou nejsou u¢inné, co? je zajimavy fakt, protoZe tyto
latky vykazovaly dobré terapeutické vysledky pfi
intoxikacich VX a sarinem (4, 12, 35, 37, 52). Z téchto
vysledkil je zfejmé, Ze zaméfeni vyzkumu na studium
a vyvoj reaktivatoru HI-6 je plné opravnéné a vyznac-

nym zpiisobem by zlepsilo moZnosti terapie intoxikaci
NPL.

Zavéry

1. Pro toxicky efekt GV latky je velmi dileZita nepo-
rudena funkce jater.

2. Latka GV je v jatrech detoxikovana zfejmé¢ mecha-
nismem jeji hydrolyzy.

3. Vazba GV latky na karboxylesterazy jater a dalsich
tkani bude mit na ovlivnéni inhibi¢niho efektu na
AChE zfejmé minimalni podil.

4. Pro toxicky u¢inek GV latky bude mit ziejmé
dulezit&jsi roli substituce fluorem (charakteristickd
pro latky G) neZ skupina charakteristicka pro latky
V.

5. Stuperi inhibice cholinesteraz v krvi odpovidéa typu
pfiznaku, a to i v rozmézi davek od 0,5-4x LD,

6. Pii 1écbé intoxikace GV latkou jsou z anticholiner-
gik neéjudinngj$i benaktyzin a atropin. Nejlepsiho
u¢inku bylo dosaZeno kombinaci obou latek pfi
dostateéné vysokém davkovani.

7. Z kauzilnich antidotnich prostfedki byl ze zkouse-
nych reaktivatoru cholinesterdz terapeuticky nej-
ucinngjdi HI-6.

8. Samotné podani anticholinergika nebo reaktivatoru
bylo terapeuticky velmi malo u¢inné.

9. Podpirn¢ ucinkujici latky, jako je centralni stimu-
lans dechovych center - 9-antracen karboxylova
kyselina a diazepam se sedativnim, antikonvulziv-
nim a myorelaxaénim plisobenim, nebyly v pfipadé
intoxikaci GV latkou ucinn¢.

10. Lééebné se zkousenymi kombinacemi a koncentra-
cemi pouZitych litek podafilo zvladnout akutni
intoxikace vyvolané davkou 2x LD, GV latky
na velmi dobré urovni a davkou 4x LD,, GV latky
na uspokojivé arovni.

11. Z praktického hlediska potieby unifikace terapeu-
tickych prosttedkli pouZitelnych v ramci terapic
intoxikaci vyvolanych NPL (prvni pomoc, pfed-
lékaiska, lékatska, odbornd, specializovana pomoc)
se jevi i z vysledki téchto pokusu jako nanejvy$
potiebné realizovat zavedeni reaktivatoru typu HI-6
do zdravotnické vybavy ACR.

Souhrn

Byla sledovana aktivita acetylcholinesterdzy v krvi,
pontomeduldrni oblasti a bazalnich ganglii mozku a
brénici po intoxikaci subletdlni davkou (i. m., 6 pg/kg)
2-dimethylaminoethyl-(dimethylamido) -fluorofosfatem
(GV) ve skupinach potkani (n=6), které byly 12 hodin
pred intoxikaci podrobeny nasledujicim vlivim:
intaktni, hepatektomované, slepé operované a narko-
tizované. Aktivita acetylcholinesterazy byla sniZena
ve véech sledovanych materidlech kromé bazalnich
ganglii u viech skupin, pficemz u hepatektomovanych
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zvifat byl pokles aktivity enzymu statisticky vyznamné
niz§i nez u skupin bez hepatektomie. Podani
tri-o-kresylfosfatu (s. c., 250 mg/kg), které pilsobi
vyrazné selektivni sniZeni aktivity karboxylesteraz,
a nasledné intoxikaci GV litkou v téZe davce ukazalo
prakticky totoZny pokles aktivity acetylcholinesterizy
jako u skupin bez hepatektomie. Vysledky svéd¢i pro
vyznamnou roli jater v detoxikaci GV latky.

SniZeni aktivity krevni cholinesterazy proporcio-
nalné odpovida vyskytu ptiznaki, a to pro vy$si i nizsi
pouZitou davku. Vysledky pokusii s terapii intoxikace
GV latkou u potkani ukazaly., Ze nejpfiznivéjsi te-
rapeuticky efekt je moZzné dosdhnout kombinaci
benactyzinu, atropinu a HI-6 u intoxikaci u davky
2xLD,, GV. zcela limitni zhlediska pfeZiti doby
24 hodin jsou davky 4x LD, GV latky.

Reaktivator HI-6 je tedy moZno povaZovat za latku,
ktera nejvice spliluje piedpoklad univerzalné¢ pouzi-
telného reaktivatoru a vysledky terapie intoxikaci NPL,
véetné GV, jednoznatné podporuji jeho zavedeni
do zdravotnické vybavy ACR jako prostfedku prvni
pomoci a lékaiské pomoci.
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