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ODHAD ÚČINNÉ DÁVKY NPL PŘI RŮZNÝCH BRANÁCH VSTUPU
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Vojenská lékařská akademie JEP, Hradec Králové

Vojenský ústav lékařského výzkumu, Bukurešť, Rumunsko

Úvod

Hlavními typy Otravných látek, které jsou zařazeny do
výzbroje armád jako náplně chemických zbraní, jsou
nervově paralytické látky (NPL) typu Sarin, Soman a látka
VX (Bajgar, 1987; Hrdina a spol., 1983; OSN, 1987 a, b;
Robinson, 1973, 1986; 820, 1970). Provšechny látkybyly
vypracovány i binární technologie a pro Sarin a VX jsou
Od prosince 1987 i vyráběny (OSN, 1987 b; Robinson,
1987). V době, kdy ještě nebyla Známa chemická Struktura
látky VX, byl jako modelová SlOučenina používán její
analog - EDMM (Bajgar, 1968; Robinson, 1973; 820,
1970). Struktura těchto látek je uvedena na Obr. 1. Kromě
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Obr. 1 Chemická struktura použitých NPL

nichjsou v různém Stupni Studiači vývojedalší sloučeniny,
jako např. nová NPL Se střední těkavostí (IVA) (Hrdina a:
spol., 1983; Robinson, 1973, 1986).

NPL jsou kapaliny, většinou bez výraznějšího Zápachu,
v terénu Stálé Od několika hodin po týdny až měsíce. Sarin
a soman, Označované také jako látky řady G, ZamOřují
terén v Závislosti na meteorologické Situaci a počasí - v létě
8 - 12 h, v zimě 12 - 48 h; látky řady V (VX a EDMM)
jsou Stálejší, jejich perzistence v terénu se počítá v létě na
dny,vzimě na týdny až měsíce (Hrdinaaspol., 1983;OSN,
1987 a, b). Většinou se jedná O látky dobře rOZpuStné v
Organických rOZpOuštědlech, ve vodě je jejich rozpustnOSt
dobrá (Sarin, EDMM) až Omezená (VX, Soman). Také
výparnost je rozdílná - Od poměrně dobře výpamých
(satin) až po prakticky Se neodpařující (VX).

Jako Základní Spouštěcí mechanismus účinku NPL je
uváděno Ovlivnění přenosu cholinergního nervového
vzruchu v důsledku inhibičního působení na acetylcho-
linesterázu (AChE, EC 3.1.1.7), butyrylcholinesterázu
(BuChE, EC 3.1.1.8) a další hydrolázy (AbOu-Donia,
1985; Bajgar, 1985; de Bruijn, 1976; Golikov aROZengart,
1964; Koelle, 1963; Michajlov a Ščerhak, 1983). Toxickÿ
efektNPL bude Záviset narychlosti S jakou se NPLdostane
do Struktur, které Obsahují výše zmíněné enzymy, a na
rychlosti a Stupni inhibice funkčně nejdůležitějšího enzy-
mu - AChE. Tyto děje je možné posuzovat jako rychlost
a Stupeň inhibice AChE po podání NPL in vivo.

Účinky NPL byly ajsou předmětem tvorby více či méně
Zjednodušených Schémat, která se Snažila O popis dějů
účastněných v mechanismu účinku NPL. Většinou Se však
Omezovala jen na inhibici cholinesteráz, přičemž je pova-
žovala za homogenní, rovnoměrně distribuované
(Aldridge, 1969; Bajgar a spol., 1971 a; Green, 1958,
1983) nebo se SOuStředila na metabolické (Michajlov a
Ščerbak, 1983; Ornst, 1966) či jiné, diıči pochody, kterÿm
je NPL v Organismu podrobována (Aldridge, 1969; Ellin,
1982). Při působení NPL na organismus však hrají roli i
další děje, které je možné komplexně vyjádřit Schématem
popsaným dříve (Bajgar, 1985).

Celé SchémapředstavujeOrganismus, kde probíhají čtyři
hlavní fáze účinku NPL - resorpce, transport, metabolizace
a vlastní toxický efekt. Při tomto ději nastávají Ztráty, které
jen potvrzují vysokou toxicitu NPL: vlastni toxický efekt
je totiž realizován jen Zlomkem podané dávky NPL.

Ze studii S radioaktivně značenými látkarnì vyplynulo,
že část z podané dávky může činit, v závislosti nabráně
vstupu, 5 až 50 % a zbytek NPL je vázán nespecificky,
detoxikován apod., čili se vlastního toxického efektu
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neúčastní (Bajgar, 1971 a, 1972 a; Aldridge, 1969). Z
praktického hlediska měly velký význam práce, které se
zabÿvaly Srovnáváním inhibice cholinesteráz v cílových
orgánech (mozek, Srdce, kostemí svalstvo) a v materiálu
pro klinicko-laboratorní diagnostiku dostupnějším - v
erytrocytech a v plazmě. U intoxikace Somanem byla
prokázána rychlá a intenzívní inhibice BuChE v plazmě a
AChE v erytrocytech a v homogenátech mozku (Bajgar a
Jakl, 1970; Misulis a Spol., 1987; Winter a spol., 1974); u
intoxikace Sarinem byla Sice prokázána rychlá inhibice
AChE erytrocytů a méně BuChE plazmy u psů, myší a
potkanů (Bajgar, 1972 a; Hopff a Spol., 1984; Winter a
Spol., 1974), avšak inhibice AChE mozkové nedosahovala
tak nízkých hodnot jako u intoxikace Somanem (Maxwell
_a spol., 1987). Pro EDMM při použití ekviefektivních
dávek ve Srovnání se Sarinem a Somanem pak inhibice
AChE v homogenátu celého mozku bylajen asi poloviční,
zatímco v erytrocytech byla srovnatelná Se Sarinem a
Somanem; inhibice plazmové BuChE byla výrazná u psů,
méně u myší a potkanů (Bajgar, 1972 c; Schaumann,
1960). Pro látku VX existuje relativně málo údajů (Bajgar
a Patočka, 1978; Sidell aGroff, 1974; Sidell a Spol., 1974);
dá Se z nich uzavřít, že plazmová BuChE prakticky inhi-
bována (Zejména při Subletálních dávkách) není, Zatímco
erytrocytámí AChE je inhibována poměrně intenzivně
(Sidell a Spol. , 1974). Výsledkyjsou tedy značně rozpomé,
Zřejmě Závislé na druhu použité NPL - pro některé OF
insekticidy a soman se jeví pro odhad inhibice AChE v
místě Zásahu jako dostačující stanovení aktivity plazmové
BuChE, u San'nu výsledky takjednoznačné nejsou a u látky
VX, resp. EDMM má Stanovení BuChE v plazmě či v Séru
význam poměrně malý (Bajgar, 1972 c; Sidell a Spol.,
1974).

Z rychlosti inhibice AChE in vivo je možné odhadnout
koncentraci NPL v krvi či v daném orgánu. Bimolekulární
rychlostní konstanta inhibice (ka) AChE v krvi uvedenými
lâtkami je v rozmezi 1 - 100 . 10“6 . M“1 . min'ı (Beriy a
Davies, 1966; Bajgar aJakl, 1970). Je možné předpokládat
- a experimentálně to bylo potvrzeno (Bruin, 1976;
Aldridge a Reiner, 1973), že rychlost inhibice in vitro a in
vivo je Stejná; pak by rozdílná hodnota rychlosti inhibice,
naměřená in vivo byla Způsobena tím , že koncentrace NPL
v místě měření není Stejná in vitro a in vivo. Ze Srovnání
inhibice AChE in vitro a in vivo je pak možné vypočíst
koncentraci NPL působící inhibici in vivo, resp. její podíl
z podané dávky, tj. jakousi "efektivní" dávku. Srovnání
těchto veličin u laboratorního potkana je věnována tato
práce:

Materiál a metodika

Inhibiční konstanty in vitro
Hodnoty bimolekulámích rychlostních konstant inhi-

bice AChE celé krve potkana Sledovanými látkami (sarin,
Soman, VX, EDMM) byly Zjištěny v literatuře (Bajgar,
1989) nebo experimentálně určeny Standardní metodou
(Bajgar a Spol., 1977).

Inhibiční konstanty in vivo
Sledované látky byly potkaním samicím kmene

WISTAR (Velaz Praha) hmotnosti 180 - 220 g podávány
různými Způsoby (i. v., i. m., i. p., p. 0., s. c. a p. c.). Zvířata
byla před podáním připravena ke kontinuálnímu moni-
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torováníaktivity krevní AChE (Bajgar a spol., 1977) apřed
intoxikací jim byla registrována (0,5 - 1 min) normální
aktivita, která Sloužilajako individuální kontrolní hodnota
pro každé zvíře. Z registrovaného poklesu aktivity AChE
byly vypočteny poločasy inhibice (t0,5) in vivo semi-
logaritmickou transforınací. Pro každou látku a způsob
podání bylo použito 4 - 8 zvířat.

Statistické Zpracování

Získaná data byla zpracována podle příslušných progra-
mů na počítači Hewlett - Packard 9830 A. Bližší detaily
Statistického i technického zpracování byly popsány dříve
(Bajgar a Spol., 1978).

Výsledky

Nejprve byly shmuty z literatury zjištěné a expe-
rimentálně Stanovené bimolekulární rychlostní konstanty
inhibice ka krevní AChE potkana in vitro. Velikosti ka
krevní AChE in vitro jsou uvedeny v tabulce 1. Pak byly

Tabulka l
Velikosti bimolekulámích rychlostních konstant inhibice
(ka) krevní AChE potkana použitými typy V látek in vitro

k
Látk'd 1 _ _ı

(M mm )

EDMM 1,66 x 106
vx 1,19x106
Surin 2,05 x 107
Søxnnn 8,02 x 107

Výsledky jsou průměry ze. 4 — 6 měření

Sledovány rychlosti inhibicekrevní AChE in vivo po podá-
ní sledovaných látek různými branami vstupu (i. v., i. m.,
i. p., p. 0., v některých případech i další - p. c., S. c.) a
vypočteny poločasy inhibice (to,5) in vivo (Bajgar a spol.,
1977).

Změny aktivity AChE po i. m. podání EDMM (0,042
mg/kg) jsou uvedeny na obr. 2. Pokles aktivity je rychlý,
téměř okamžitý po injekci látky. U s. c. podání je rychlost
Snižování aktivity pozvolnější, při p. o. intoxikaci je toto
Snižování ještě pomalejší (obr. 2). Poločasy inhibice
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Obr. 2 Změny aktivity krevní AChE potkana po i.m. (a), s.c. (b) a p.0.
(c) podání látky EDMM v dávce 0,042 mg/kg. Křivky jsou Zmenšené
kopie originálních zápisů z Auto-Analyzeru. Šipky označujípodání látky
EDMM.
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krevní AChE látkou EDMM in vivo při různých branách
vstupu jsou uvedeny v tabulce 2. Z těchto poločasů byly

Tabulka 2
Poločasy inhibice krevní AChE potkana při intoxikaci

látkou EDMM (0,042 mg/kg) in vivo při různých branách
vstupu

Pod-.111 1 t0'5(m1n) rxy P

—0,9644 0,001
-0.,5250 0,038
—0,6586 0,006
~0,7277 0,0002
—0,6650 0,006

i.V. 1,82 /1,5—2,1/
i. m. 2,8 /2,07 — 3,53/
i.p. 4,79 /4,28 _ 5,32/
p.o. 19,93 /l8,0 — 21,8/
p. c.. 47,36 /40,0 — 54,8/

Výsledky jsou průměry S 95% hranicemi Spolehlivosti

vypočteny koncentrace EDMM, resp. její dávky, působící
inhibici in vivo:

0, ,1- 69 1— 069 '10,,
k .t 1,66.1,82a 0,5

16.-.- 1,66 x 105, 10,5: 1,82 min (tab. 9, 10), podanä dävka
látky EDMM = 0,042 mg/kg

I = 2,28 x 10`7M (2,28 x 10`7 mol/l, resp. kg),
tj. 0,0458 mg/kg, tj. 109 % Z podané dávky

Pro i.m. podání 1 = 1,48 x 107M, ıj. 0,0297 mg/kg,
tj. 70,7 % Z podané dávky,

pro 1. p. pødáni 1 = 0,868 x 10“7M, tj. 0,0174 mg/kg,
tj. 41,4 % z podané dávky,

pro p. o. podânî 1 = 0,2086 x 10`7M, tj. 0,00419 mg/kg,
tj. 9,98 % Z podané dávky,

pro p. s. podání I = 0,083 x 10`7M,1j. 0,00176 mg/kg,
tj. 4,2 % z podané dávky.

Tabulka 3

Hodnoty charakterizující účinek látky EDMM in vivo

Dávka v/ľ
Podanıí tos odpov1’011jic1 7 podune’

Podu’ni dávku ,ˇ lnhlbm (1„k
(,u g/kg) (mm) in vivo '

(rug/kg)

i.v. 42 1,82 45,8 109
i. m. 42 2,8 29,7 70,7
i.p. 42 4,79 17,4 41,4
p.o. 42 19,93 4,19 9,98
p. o. 42 47,36 1,76 4,2

Tyto vypočtené dávky jsou dávky působící inhibici
AChE v krvi při různých branách vstupu. Jsou to Zlomky
dávek Skutečně podaných: např. při i. v. podání účinkuje
Zhruba 100 % podané dávky, u i. m., to je již jen kolem 70
%, u i. p. asi 40 %, u p. o. kolem 10 % Z podané dávky a
u p. c. podání je to ještě méně (tabulka 3).

Pro další derivát této Skupiny, látku VX, jsou tyto údaje
sumarizovány v tabulce 4. K demonstraci přiléhavosti
experimentálních bodů je uveden obr. 3, který ukazuje
výpis Z počítače Hewlett - Packard. Tytéž údaje pro sarin
a soman jsou uvedeny v tabulkách 5 a 6. V těchto tabulkách
jsou údaje pouze pro některé druhy podání; celkové
výsledky pro všechna zkoumání brány vstupu jsou Suma-
rizovány v tabulce 7.

Tabulka 4
Hodnoty charakterizující účinek látky VX in vivo

Dıívkıı
Podunu’ t_ odpovídající (7'

Podání dıívku o'ä inhibici 7. podıınć
(pg/kg) (mm) in vivo 91"k

(Mg/kg)

i. v. 10 14,77 10,47 104,7
1.111. 10 18,73 8,2 82,0

i.p. 30 16,35 9,45 31,5
p.o. 60 15,57 9,96 16,5
p. c. 60 77,85 3,3 5,5

Tabulka 5
Hodnoty charakterizující účinek somanu in vivo

Podaná' Dıívkıı odpovídající 'Ä
PUđLÍHÍ dávka inhibici in vivo z podum‘

(mg/kg ( 111g/kg) dıívky

0,163982 90,1
1. m. 0,182 0,109746 60,3
p.o. 1,82 0,12922 7,1
p.C. 1,82 0,02184 1,2

i. v. 0,182

Tabulka 6
Hodnoty charakterizující účinek sarinu in vivo

Pgdunzf DLÎVkLl OdVl’diljl’Cl’ %

Podu’nl’ du’vku inhibici in vivo z poduncf

( mg/kg) ( 1118/kg) (11"k

i. v. 0,25 0,234 93,6

1.111. 0,25 0,13 55,1

p. o. 0,50 0,028 5,6

p. c. 50,0 0,465 0,93
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různých branách vstupu

Tabulka 7
Podíl látky, který se účastní inhibičního působení NPL při

Způsob

podání

% Z podané dávky

Satin SUlTlłlľl VX EDMM

i.v.

i.1n.

p.o.

p.c.

93,6

55,1

20,2

5,6
0,93

90,1

60,3

23,2

7,1
1,2

104,7

82,0

31,5

16,5
5,5

109

70,7

41,4

9,98
4,2
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Obr. 3 Změny aktivity krevní AChE potkanů (Osa x - % normální
aktivity) po podání látky VX (30 pig/kg, i.m.) v závislosti na čase (Osa y
- min). Semilogaritmická transformace (log y; x).

Diskuse

Z dosažených výsledků je možné uzavřít, žepři různých
branách vstupu se uplatní jen určitá část Z podané dávky
(Samozřejmě kromě i. v. Způsobu intoxikace, kde by mělo
působit veškeré množství, tj. 100 % podané dávky). Je tedy
možné uvažovat o tom, že při podání dávky např. LD50 se
uplatní jen tatojejí poměmá část, jakási "efektivní" dávka.
Tento přístup je možné demonstrovat na příkladu EDMM,
kde je k dispozici relativně dost toxicitních údajů (Bajgar,
1989).

Velikosti Z literatury dostupných LD50 pro EDMM jsou
tyto: i. v. - 16,72 ug/kg, i'. m.- - 27,7 ug/kg, i. p. - 52,76
ug/kg a p. O. 1 18,42 lig/kg. Pokud budeme uvažovat o tom,
že při různých branách vstupu působíjen určité % Z podané
dávky, a vypočteme-li tuto "efektivní" dávku (LD50x % z
dávky), dojdeme k těmto číslům: i. v. 18,22 ug/kg

i. m. 19,58 ug/kg
i. p. 21,84 ug/kg
p. o. 11,82 ug/kg.

Znamená to, že při uvedených druzích podání působí jen
část látky, kteráje zhruba ekvivalentní velikosti i. v. LD50.

Jestliže jsou Srovnány výsledky inhibice AChE v
transportním Systému - v krvi - in vitro a in vivo, je možné
pozorovat rozdíly pro látky řady V a G. Z dosažených
výsledků je také vidět, že dávky působící inhibici AChE
v krvi jsou Závislé na druhu podání. U i. v. podání Se na

tog-$316,353 min

inhibici krevní AChE účastní veškerá dávka podaná na
oběhu. Při i. m. podání nastávají Ztráty, které tvoří'20 až
50 % podané dávky, takže inhibující dávka tvoří asi 55 až
82 % Z podané dávky. U i. p. je to 0d 16 do 43 %. Pro p.0.
podání je to asi 1/10 z podané dávky.

Kontinuální sledování aktivity AChE v krvi umožnilo
provést korelaci mezi inhibiční účinností látky EDMM a
příznaky otravy (Bajgar a Spol., 1978). Do těchto výsledků
dobře Zapadají i literární údaje: při intoxikaci látkou
EDMM (0,042 mg/kg) bylo dosaženo poločasu inhibice
2,51 (2,3 - 2,7) min; Z literatury je Známá LDso této látky
(Rosič a Spol., 1974). Na Obr. 4 je demonstrována tatokore-
lace včetně Zmíněného literárního údaje.
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Obr. 4 Korelace mezi inhibici krevní AChE potkanů vyjádřená jako
poločasy inhibice (t 0,5 ) a velikostmi LD 50 (A), CT (0) a LT (O) pro
intoxikaci látkou EDMM při různých branách vstupu. Výsledky jsou
pouze průměry.
A — srovnání toxicity EDMM s literárním údajem (Rosič a spol., 1974)
a námi zjištěnou hodnotou poločasu inhibice AChE. Toxicitnı' údaje
(ĹD50, LT, CT) jsou převzaty z prâce Bajgara spol. (1978).

Při Srovnání "efektivních" dávek je vidět, že nejnižší je
u látky VX, pak následují EDMM, Sarin a Soman. U VX
Se tedyjedná o nejúčinnější Sloučeninu. Podobné výsledky
byly v poslední době publikovány s použitím radioi-
Zotopických technik u myší pro Soman (Reynolds a Spol.,
1985).

Tato vysoká účinnost je S největší pravděpodobností
Způsobena tím, že látka VX (podobně iEDMM) není deto-
xikována, takže její koncentrace (která působí vlastní
toxický efekt) je vyšší než v případě NPL, u kterých deto-
xikace prokázána byla (Sarin, soman). Schopnost Orga-
nismu detoxikovat podanou NPL bude výrazným
Způsobem ovlivňovat toxický efekt (Sten-i a Fonnum,
1989; Hutson a Logan, 1986); mohla by být využita i pro
Odmořování alespoň některých typů NPL (Sterri a
Fonnum, 1989; Rickett a Spol., 1987).

Uvedený přístup tedy dovoluje na Základě Stanovení
velikosti LD50 jen pro jeden druh podání (např. i. v. nebo
i. m.) Odhadnout i velikost LD50při jiných branách vstupu
bez použití velkého počtu laboratorních zvířat, které Stano-
vení LD50 většinou vyžaduje. Současně naše výsledky
vysvětlují i vyšší účinnost látek řady V, u kterých se
uplatňuje při toxickém působení vyšší podíl "efektivní"
dávky. V tomto smyslu představuje VX látka ze Sledo-
vaných NPL Sloučeninu nejúčinnější a její zařazení do
výzbroje je tedy i Z hlediska mechanismu účinku plně
pochopitelně.
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Metodou
ace-tylcholinesterázy (AChE) v krvi potkanů byla Sledo-
vána její inhibice in vivo po podání Sarinu, Somanu, VX a

Souhrn

kontinuálního monitorování

0-ety1-S-(2-dimethyl-aminoethyl)-methylfosforothiolátu
(EDMM) různými branami vstupu. Srovnáním inhibice
krevní AChE in vitro a in vivo bylo možno odhadnout
koncentraci inhibitoru působící inhibici AChE in vivo a
její podíl z podané dávky při různých druzích podání.
Tento podíl je prakticky 100 % u i. v. podání, u i. m. 50
až80%,ui.p.20-40%,up.o.6-16%aup.c.podání
1 - 5 % Z podané dávky. Větší Ztráty byly pozorovány u
Sarinu a somanu, kteréjsou narozdíl od VX aEDMM deto-
xikovány. Největší podíl z dávky byl pozorován u VX, což
podporuje údaje o její vysoké účinnosti.
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