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Vyvoj novych metod a prostiedki pro
diagnostiku a profylaxi otrav bojovymi
organofosfaty

Nervové paralytické litky (NPL), nazyvané také bojové organofosfdty, patii stile -

k nejdiilezitéjsim vysoce jedovatym sloucenindm pouZitelnym jako ndpiné chemickych
zbrani (CHZ). Hleddni optimdlnich zpitsobii ochrany (diagndza, prvni pomoc, antidotni
terapie a profylaxe) tedy ziistdvd v centru zdjmu jak vojenskych toxikologickych laboratori
vSech modernich armdd, tak vyzkumnych center v civilnim sektoru. Je tomu tak proto, Ze
hrozba pouziti CHZ pres podepsdni Umluvy o jejich zdkazu a likvidaci v r. 1993 v PaitZ,
kterd vesla v platnost 29. 4. 1997, nezmizela a je stdle aktudlini. Je to my. i proto, Ze existuje
redInd moznost, Ze nékteré stdty se cleny Umluvy nestanou, a jiz bohuzel v praxi moznost
teroristy vyuZitd - iitok sarinem v japonskych méstech Matsumoto a Tokio.

Piestoze Umluva bude z hlediska litek ve spektru jejtho zajmu aktualizovéna
a doplilovdna, nahodilé objevy i cilend syntéza (event vyroba) bude riziko pouZiti
novych vysoce toxickych ldtek zvySovat. Navic - i kdyZz budou nejtoxictéjsi latky
sledoviny Umluvou - jejich méné toxické analogy jsou / budou vyuZivény pro civilni
ucely (typickym piikladem mohou byt organofosfaty, OF). NPL jako je sarin, VX,
soman atd. budou Umluvou pokryty, aviak celd fada organofosforovych insekticid
(OFI) se bude i nadale pouZivat v zemé&délstvi, primyslu atd.

Princip t¢inku i zasady terapie jsou u intoxikaci ob€ma typy latek v podstaté stejné.
Z tohoto diivodu jsou tedy piedkladané vysledky pouzitelné i mimo armadu. -

Pro snaz8i pochopeni toxidynamickych souvislosti pfi otravé NPL bylo popsiano
schematické zndzornéni téchto déji. V organismu probihaji ¢tyfi hlavni faze tucinku
NPL.: resorpcee, transport, metabolizace a vlastni toxicky efekt. Pfi tomto dé&ji nastavaji
ztraty, které jen potvrzuji vysokou toxicitu NPL.

Vlastni toxicky efekt je totiZ realizovan jen zlomkem podané davky NPL, zbytek
podané davky piedstavuje ztrity, vznikajici nejriznéj$im zpsobem. Ztraty mohou
doséhnout podle druhu NPL 50-99 %. Pfi expozici je kromé i.v. podan{ pozorovino
zpozdéni, které je dano priinikem latky biologickymi bariérami. Ztraty v této fazi jsou
spiSe fyzikalné chemického charakteru, priinik NPL do obéhu je timto déjem
zpomalen.

V transportnim systému - krevnim obéhu - reaguje NPL s cholinesterdzami a dal$imi
hydroldzami v krvi, nékteré NPL se vaZi na bilkoviny plazmy, a nékteré mohou byt jiz
v krvi ¢asteéné detoxikovany. Transportnim systémem je NPL zanesena na misto
metabolizace a toxického efektu.
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Metabolizace zahrnuje detoxikacni reakce zejména v jatrech, exkreci a interakci
s enzymy. V misté toxického efektu (centralni a periferni nervovy systém a nékteré
efektory) NPL inhibuje acetylcholinesterazu (AChE, EC 3.1.1.7), kter4 jiz nemize
§tépit neuromediator acetylcholin, a projevi se disledky jeho zvy$ené koncentrace.
Mezi nejdilezitéjsi reprezentanty NPL se fadi sarin, soman a VX latka.

Z hlediska t¢inku v ACR zavedenych antidot je mozné konstatovat, Ze tato ]sou
dostate¢né ncinna u intoxikaci sarinem a VX latkou, aviak mélo efektivni u otrav
somanem.

Z hlediska farmakologického plisobeni a moZnosti terapie ze spektra NPL
piedstavuje soman velmi vaZné nebezpedi z nékolika hledisek: toxicitou je srovnatelny
s obéma vyse uvedenymi latkami, avSak z hlediska terapeutické ui¢innosti zavedenych
i perspektivnich antidot je intoxikace somanem nejhife [é¢itelnd. Z tohoto hlediska je
pravé vyzkumu mechanismu téinku somanu vénovana daleko véts$i pozornost nez
Gc¢inkim ostatnich NPL.

Soman se pomérné rychle vstiebavéa viemi branami vstupu, inhibuje cholinesterazy
v perifernim i centralnim nervovém systému (pfedeviim AChE) a vzhledem k jeho
vysoké lipofilité¢ ma vysokou afinitu k enzymiim mozkovym.

Jako pti¢ina obtizné terapeutické zvladnutelnosti je oznacovin déj, zvany diive
Hstarnuti, pozdéji z hlediska molekularnich mechanismii upiesnény jako dealkylace.
Vzhledem k tomu, Ze AChE se vyskytuje i v erytrocytech, dealkylace probiha i zde.
Jedné se o zménu formy inhibované AChE ze stavu, ktery je moZno ovlivnit tzv.
reaktivétory, a tim znovu obnovit normalni aktivitu AChE (reaktivovateln forma) na
stav, kdy reaktivitory nepisobi (nereaktivovatelna - dealkylovana forma), a tedy i jejich
podan{ intoxikovanym jedinciim je netcinné.

Soman je detoxikovin v jatrech, plazmé, podle nékterych autorii i v plicich, a tato
¢ast je z daldiho toxického efektu vyloucena. Ztraty somanu jsou zpisobeny i vazbou
na nespecifické esterazy a i tento podil je pro vlastni toxicky efekt ztracen. Z celkové
podané davky somanu se tak na vlastnim toxickém efektu - inhibiénim pdsobeni na
AChE v mozku - podili zhruba 1-3 % z podané latky.

Z hlediska terapeutického ovlivnéni otrav somanem a vzhledem k charakteru
inhibice AChE somanem je jasné, Ze sou¢asné reaktivitory nemohou byt dostate¢né
ucinné. Je proto nezbytné hledat nové, Géinnéjsi reaktivatory AChE, které by alespoii
¢asteéné eliminovaly rychlou dealkylaci komplexu enzym-inhibitor.

V poslednich letech byla pozornost soustiedéna na testovéani terapeutického ti¢inku
biskvartérniho oximu HI-6. Av8ak ani efekt HI-6 v kombinaci s cholinolytikem
nedosahuje vii¢i somanu t¢inku jako antidotni terapie vii¢i jinym, snaze lé¢itelnym
NPL (sarin, VX latka).

Zakladnim mechanismem t¢inku somanu je tedy stejné jako u jinych OF slouéenin
zasah do cholinergniho pfenosu nervového vzruchu cestou ireverzibilni inhibice AChE.
Monitorovani v§voje zmén aktivity cholinesterdz je prozatim nejlepsim odrazem vyvoje
a zavaznosti akutni intoxikace OF slouceninami i NPL stejné€ jako odrazem tcinku
zvolené antidotni terapie téchto intoxikact.

V diagnostice otrav OF a NPL slouc¢eninami v huménni mediciné je sledovana
aktivita cholinesteraz v krvi, obsahujici z 90 % erytrocytarni AChE a z 10 % plazma-
tickou butyrylcholinesterazu (BuChE, EC 3.1.1.8). U laboratorniho potkana je tento
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pomér 79 % AChE a 21 % BuChE. Zmény aktivity cholinesteraz v krvi vice méné také
odrdzeji zmény aktivity AChE v oblasti perifernich a ¢éasteéné i centrélnich
cholinergnich synapsi.

Pro podporu tohoto tvrzeni svédéii studie japonskych autord, kteif prokazovali velmi
tizky vztah mezi tiZi symptomu a aktivitou krevni AChE u lidi, intoxikovanych sarinem.
Tato korelace byla vy$3i pro erytrocytdrni AChE a nizsi pro plazmovou BuChE.
Diagnostické hledisko tedy hraje roli pii rozhodovéni o zpiisobu terapie a je velmi
dilezité pro posuzovéni, zda k expozici doslo ¢i nikoliv.

Z tohoto pohledu je z NPL skute¢né nejnebezpecnéjsi soman, protoZe intoxikace
jim zplisobend je v soucasné dobé zavedenymi antidoty obtizné lé¢itelna. Diagnostika
zasazeni somanem, NPL i ostatnimi OFI je pak zaloZena na stanoveni aktivity
cholinesterdz v kivi a je jen orientacni, indikujici obecné expozici inhibitord
cholinesteraz.

Pokud by se podafilo vypracovat biochemicky test, ktery by prokdazal, v jakém stadiu
s¢ AChE inhibovana somanem a dal§imi NPL nach4zi (nedealkylovana - dealkylovana
= reaktivovatelnd - nereaktivovatelna), pfispélo by to zna¢nou mérou ke zlepSeni
diagnostiky i k upiesnénf 1é¢by.

Profylakticka opatieni maji vyznam ve specidlnich situacich, kdy je mozné oéekavat
zvySené riziko expozice NPL/OFI. K tomuto ticelu se vyuziva profylaktického podéni
reverzibilnich inhibitort cholinesterédz, napf. fysostigmin, syntostigmin, pyridostigmin
nebo akridinové slou¢eniny.

V tadé armdd zdpadnich zemi je zaveden pyridostigmin, jehoZ pouZiti limituje
relativné vysoka toxicita, a tim je omezena velikost jeho davky. Reverzibilni inhibitory
tvoif s AChE komplex resistentni vii¢i NPL, ze kterého se uvoliiuje aktivni enzym
(AChE) samovolné. Pii zasazeni NPL pisobi tyto jen na volny enzym. Po relativné
kratké dob¢ je NPL inaktivovdna a komplex AChE s reverzibilnim enzymem slouZi jako
zdroj volného enzymu.

Druhym typem pro profylaxi jsou farmaka, ktera zvySuji toleranci organismu viici
nahromadénému acetylcholinu, tj. parasympatolytika. V posledni dobé je to typ
profylaxe prozatim zkou$eny jen experimentélné a vyuZivajici podani exogenni AChE,
vétSinou fetdlniho pivodu. Z reverzibilnich inhibitord se nejvice pouZiva
pyridostigmin, ktery je zaveden v riznych armadéch (napi. USA, Kanada, Svycarsko,
Holandsko atd.). Uziva se 3x denné po 30 mg. Jeho dévku - a tim i profylaktickou
G¢innost - nelze zvysit, nebof by doslo k piedévkovani, a tedy i k ptiznakfim intoxikace.
Pokud by se podafilo dévku pyridostigminu zvy8it a eliminovat jeho toxicky efekt, bylo
by mozné zvySit i jeho profylaktickou ti¢innost. To by bylo teoreticky mozné, pokud by
se pyridostigmin podéval v kombinaci s jinymi 1é¢ivy.

Cilem projektu tedy byly dva hlavni cile:

1. Pomoci experimentalné ziskanych dat na zvifeti ovéfit, zda existuje mozZnost zjistit
reaktivovatelnost AChE po podédni somanu a dal§ich NPL a zda tyto zmé&ny
odpovidaji ti¢innosti terapie zavedenymi ¢i vyvijenymi antidoty.

2. Srovnat profylaktickou G¢innost pyridostigminu samotného a pyridostigminu
v kombinaci s parasympatolytiky proti intoxikaci supraletdlnimi dévkami
somanu,
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Vysledky reSeni

® Biochemickd metoda ke stanoveni reaktivovatelnosti

V experimentech in vitro byla pouZita lidska krev od zdravého dobrovolnika (sta¥{
55 let). Krev byla exponovédna in vitro sarinem, somanem a latkou VX. Poté byla
stanovena v t€chto vzorcich aktivita AChE. Druhé stanovenf aktivity AChE probéhlo
za piitomnosti trimedoximu (reaktivitoru cholinesterazy) v urdité vysledné
koncentraci (reaktivaéni test), kterd zde neni uvedena, protoZe je soucasti know-how.

Existuje totiz jen velmi tzka hranice mezi koncentraci trimedoximu, kterd je$té
nereaktivuje a vy$8i koncentraci, kter4 sice reaktivuje ale soucasné substrat §tépi také.
Podle vysledki reaktiva¢niho testu bylo vypocteno % reaktivace inhibované AChE.

Princip stanoveni je ndsledujici: ke vzorku krve se pfida substrat (acetylthiocholin),
ktery je AChE v krvi §té€pen za vzniku thiocholinu a acetatu. SH-skupina thiocholinu
reaguje s Ellmanovym reagens (5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina) za vzniku
5-merkapto-2.nitrobenzodtu, ktery je fotometricky stanovovéan pii 412 nm. Reakei je
mozno registrovat kontinudlné (pokud je takovy spektrofotometr k dispozici) nebo
diskontinudlng (reakce se po urdité dobé (minuty) zastavi piidanim fysostigminu.
V naSich pokusech bylo pouzito kontinudlniho spektrofotometrického méfeni
(spektrofotometr Beckmann).

Druhé stanoveni (reaktivaéni test) se provadi stejné, ale v prltomnosu reaktivatoru
trimedoximu.

Experimenty in vivo probihaly na psech kmene Beagle (samci ve skupinidch po
étyfech zvifatech) a na laboratornich potkanech (Wistar, samci ve skupinach po Sesti
zvifatech). Zvifata byla intoxikovdna davkou 2xLD50 i.m. somanem, sarinem a VX
litkou. V riiznych &asovych intervalech byla sledovdna aktivita AChE a proveden
reaktivacni test.

Pro somanem inhibovanou AChE in vitro byla demonstrovina velmi nizkd
reaktivace (0-10 %), kterd se velmi rychle je$té sniZovala v ¢ase. Reaktivace 45-63 %
byla pozorovéna pro inhibici AChE sarinem a pro AChE inhibovanou VX latkou byla
reaktivace 80 % a vyS¥i.

V pokusech in vivo byl pozorovdn velmi rychly pokles aktivity, dosahujici
rovnovdzného stavu u potkani asi za 6-8 min., u psi za 10 min. po podéni somanu.
Reaktivace se v prubehu intoxikace sniZovala a cca za 50-60 min. nebyla krevni AChE
reaktivovatelna ani u potkanu ani u psﬁ

Pii intoxikaci sarinem byl pozorovan podobny pokles aktivity AChE jako u somanu
u obou druhii pouzitych zviiat, ale reaktivace jeSté po 100 min. dosahovala asi 60 %.

U otravy VX latkou byla inhibice AChE ve srovnani se dvéma piedchozimi latkami
prodlouZena - rovnovazny stav byl dosazen 20 min. po otravé (potkani), resp. 30 min.
po podéni somanu (psi). Reaktivace u obou druhii zvitat byla 120 min. po intoxikaci
prakticky tiplna - pohybovala se kolem 100 %.

Je jasné, Ze vysledKy in vitro a in vivo si velmi dobi'e odpovidaji. Popsany test dovoluje
i diferencidlni diagnézu mezi pouzitymi NPL: pokud je reaktivace nizka (0-10 %),
jednalo by se o intoxikaci somanem, pokud by byla kolem 50-60 %, velmi
pravdépodobné by se jednalo o intoxikaci sarinem a % reaktivace v rozmezi 80 % a vice
by svédcilo pro intoxikaci latkou VX.
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Soucasné test umoziuje i rozhodnuti o ti¢elnosti opakovaného podani reaktivatoru:
pokud je reaktivace vySs§i nez 10 %, ma terapeuticky vyznam podéni reaktivitoru
opakovat. Pokud ne, opakované poddni reaktivitoru bude neicinné ¢i dokonce
kontraindikovéno.

Z vysledki je mozné odhadnout i polo¢as dealkylace (tj. doba za kterou se polovina
AChE zméni z reaktivovatelné na nereaktivovatelnou formu). Pro soman je to
5-10 min., pro sarin vice neZ 2 hod. (odhad 10 hod.) a pro latku VX je to vice nez 24 hod.

Pro reaktivac¢ni test byla vlastnimi silami vyrobena souprava, obsahujici nezbytné
chemikalie (acetylthiocholin jako substrat, TRIS pufr pH 7,6, Ellmanovo reagens jako
detekéni ¢Cinidlo pro SH- skupinu thiocholinu, ktery vznikd hydrolyzou substratu
a trimedoxim k provedeni reaktivaéniho testu), dile naleZitosti k odbéru krve a
k méfeni (zkumavky, pipety, melanZer, jehly, desinfekéni roztok atd.). Soupravu je
mozno pouzit pfi poZadavku na maly pocet vySetieni krevni AChE (1-5), jeji kapacita
viak dovoluje stanoveni 50 vzorki véetné reaktivace.

B Profylaxe proti otravam NPL

Profylaktickd wcinnost byla testovana na mySich a laboratornich potkanech
konvenéniho chovu (samci i samice) ve skupinach nejméné po Sesti zvifatech. Nebyly
pozorovany rozdily v toxicité sledovanych NPL v zavislosti na pohlavi. Jako
profylaktickd antidota byla sledovdna pyridostigmin samotny a pyridostigmin
v kombinaci s riznymi parasympatolytiky.

Nejlepsi kombinace (tj. nejvysSi profylaktickd dcinnost proti otravdm sarinem,
somanem a VX latkou) se jevilo sloZeni pyridostigmin, benactyzin a trihexyfenidyl.
Tato kombinace chranila - podle druhu pouzité NPL - proti ddvkdm 1,5x aZ 16xLDS0.
Proto byla navrzena i pro humdnni pouziti. Navic bylo demonstrovano, Ze u zvifat,
kterym byl podan PANPAL, ndsledné byla intoxikovana somanem a lé¢ena kombinaci
benactyzinu a HI-6, se udinek této antidotni terapie asi dvojndsobné zvysil, tj. Ze
nésledna lécba intoxikace se u zvifat premedikovanych PANPALem zlepsuje.

Déavky pro clovéka byly stanoveny pomoci nékolika metod extrapolace
experimentalnich dat ze zvirete na ¢lovéka. Tyto davky pro ¢loveéka zde nejsou uvedeny,
protoze se opét jednd o know-how, je mozno jen konstatovat Ze davka pyridostigminu
je vyS§i neZ je obvyklé. Profylaktické antidotum nazvané PANPAL je sloZeno ze dvou
tablet:

Tableta A s fizenym uvoliiovanim obsahuje benactyzin a trihexyfenidyl,

Tableta B obsahuje pyridostigmin.

Toto antidotum bylo testovano na zdravych dobrovolnicich. Béhem 24 hodin byl
u dobrovolniki sledovian vliv PANPALu na fyziologické, mentalni a motorické funkce
(tj. krevni tlak, tepova frekvence, elektrokardiogram, télesna teplota, psychomotorické
aktivita, vegetativni funkce, o¢ni vySetieni). Dale byla stanovovany hladiny dvou
uvedenych parasympatolytik v plazmé a aktivita AChE po podéni pyridostigminu
v krvi.

Studie se zicastnilo 14 dobrovolnikii, z nichZ jeden v priibéhu studie odstoupil, takze
celkovy pocet byl 13. V pouzitych testech nebyly pozorovany Zadné zmény pii oénim
vySetfeni (akomodace), zadné zmény v hodnotach krevniho tlaku, teploté, reakéni
rychlosti a dal8ich motorickych funkci. Byly pozorovany ur¢ité nevyznamné zmény
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srde¢ni ¢innosti bez vlivu na vykonnost a a subjektivni stav dobrovolniki. Nebyly
pozorovany vedlej$i i¢inky, které by branily podani PANPALu lidem.

Hladiny pouZitych 1é¢iv i mirné sniZeni aktivity krevni AChE sv&d¢i pro to, Ze i¢inek
PANPALu (tudiz i efektivni profylaxe) bude trvat az 8 hodin. Vysledky tedy
jednoznaéné prokazaly, ze PANPAL je mozné bez rizika pouZit, a tedy i zavést do
vyzbroje ACR (podita se i se zavedenim v Armadé SR).

Pouzitd davka pyridostigminu v PANPALu je vy3§i nez davka pouZivana pro
pyridostigmin samotny zavedeny v riiznych armadach (30 mg), a tedy i profylakticka
ti¢innost a trvan{ profylaxe PANPAL jasné favorizuje.

Realizaéni vystupy:

o vysledky byly vyuzity pfi jednani se zahraniénimi navitévami (Holandsko, Anglie,
USA, SRN aj.),

o na zakladé vysledkil byly ziskdny granty NATO pro spolupraci s Holandskem
a SRN, v jednani je grant s USA,

o vysledky byly publikovény v nasich (10) i zahrani¢nich (12) ¢asopisech a pre-
zentovany na odbornych akcich u nés (8) i v zahrani¢i (12) a na odbornych
skupinach NATO (3),

o vysledky byly vyuZzivany pfi pre- i postgraduélni vyuce, a to i na mezinarodni irovni
(kurzy NATO v CR, vyuka mezinarodnich inspektori OPCW Haag),

o na zakladé vysledkii bylo do ACR zavedeno profylaktické antidotum PANPAL,

o reaktivaéni test byl doporucen zapracovat do spektra metodik pro vojenské
nemocnice,

o reaktivaéni test a PANPAL byly doporuceny k vyuziti pro potieby OPCW
v Haagu pro mezinarodni inspektory, kteii budou provadét kontrolu ni¢eni CHZ.

Vzhledem k velkému poétu literdrnich citaci nejsou tyto uvedeny a jsou dostupné
bud’ u autora nebo v zavére¢né zpravé.

Po vétSinu uplynulého desetileti byla literatura v oboru vojenstvi a bezpecnosti
zapliovana diskuzemi o takzvané ,revoluci ve vojenskych zdleZitostech*. Tento pojem
bezprostredné navozuje predstavu vedeni boje s nasazenim Spickové techniky, véetné
vysoce citlivych senzort, komunikacnich a vypocetnich systémii, technologie stealth
a zbrani s presnym navddénim. To, co se v§ak z téchto diskuzi ¢asto vytrdci, je skutecnost,
ie k Zddné revoluci nedojde do t¢ doby, dokud technické zazraky nebudou spojeny
s vyraznymi zménami v oblasti doktriny a organizace.

Elinor Sloanova
(Sprdva pro strategické analyzy, velitelsti ndrodni obrany, Kanada)
WZyySovdni mobility", NATO Revue, jaro 2001.

153




