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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACR Armada Ceské republiky



ACh

AChE,EC3.1.1.7

BOL

BTChJ

BuChE, EC 3.1.1.8

CaE,EC3.1.11

CNS

DFP

DTNB

GABA

GC

GC-MS

HCI

ChE

IPB - 80

acetylcholin

acetylcholinesteraza

bojova otravna latka

butyrylthiocholin jodid

butyrylcholinesteraza

karboxylesteraza

centralni nervova soustava

diisopropylfluorofosfat

5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoovd) kyselina

y-amino-maselna kyselina

plynové chromatografie

plynova chromatografie s hmotnostni

spektrometrii

kyselina chlorovodikova

cholinesterazy

intramuskularni podani

individualni protichemicky balicek vzor 80



V. intravendzni aplikace

LCiso letalni koncentrace chemické slouceniny, jejiz

expozice zpusobuje tmrti u 50% nechranénych

LDsg davka toxické latky, ktera zpusobuje u 50%

testované populace umrti

NATO severoatlanticka aliance

NPL nervove paralyticka latka

OL otravné latky

oM ochranné masky

TRIS tris-(hydroxymethyl)aminomethan
2 UVOD

Na syntéze nervoveé paralytickych latek (NPL) se podileli chemici v obdobi mezi

dvéma svétovymi valkami. V této dobé bylo pfipraveno velké mnozstvi organickych



sloucenin fosforu, toxickych nejen pro hmyz, ale i pro teplokrevné zivocichy, vcetné
¢lovéka. V némeckych laboratofich vznikla nova skupina tzv. nervovych plynut - sarin,
soman a tabun. V povaletném obdobi byla tato skupina doplnéna o VX-latku,
vyvinutou ve Spojenych stitech. VSechny tyto NPL se brzy staly nejvyznamnéjsi
skupinou bojovych otravnych latek (BOL) a to diky velice vyhodnym fyzikalné-
chemickym vlastnostem pro bojové pouZiti, vysokou toxicitou a rychlému nastupu
toxického ucinku.

Na univerzit¢ v Cambridge byla vroce 1941 pfipravena dalsi latka,
diisopropylfluorofosfat (DFP) a bylo to pravé studium jeho biologickych efektl, které
vedlo k zakladnimu objasnéni uc¢inku NPL, publikovanému ovsem az o Sest let pozd¢ji.
Tehdy bylo poprvé zjiSténo, ze mechanismus toxického ptlisobeni organofosfati
spociva v ireverzibilni inhibici enzymu acetylcholinesterazy (AChE, EC 3.1.1.7).
AChE hraje klicovou roli pfi pfenosu nervového vzruchu v cholinergnim nervovém
systétmu . ACh E se vyskytu g u sava v kosternim svalstvu, nervové tkani a také v
erytrocytech, uloha erytrocytarni AChE nebyla dosud zcela objasnéna. Z dtvodu
relativné malého mnozstvi AChE v téle a vysoké afinity organofosfati k AChE je jejich
toxicky ucinek obrovsky a velice rychle smrtici (Patocka, 1998)

Riziko vojenského zneuziti organofosfatli a pozdéji i obavy z nartstajiciho poctu
teroristickych utokd predstavuji hlavni diivody studia jejich vlastnosti. Poprvé v historii
byl zneuZit k utokiim proti nevojenskym cilim v roce 1994 sarin. K vlastnimu utoku
doslo v japonském mést¢ Matsumoto a o sedm meésicl pozd¢ji, v bfeznu 1995, se utok
opakoval v tokijském metru (Maekawa, 1995). Za obéma utoky stala teroristicka
skupina Aum Shinrikyo. Tyto incidenty si vyzadaly celkem 19 obéti a nékolik tisic
zasazenych (Nozaki, 1995).

Prvotnim cilem vyzkumu NPL je nalézani efektivnéjSich zpiisobti ochrany pied
témito latkami. Dalsi vlna — tentokrat ryze medicinského - zajmu o inhibitory AChE
nastala v souvislosti se zjisténim vyznamné tlohy cholinergniho nervového systému v
procesech uceni a paméti. Cholinergni hypofunkce, ktera je zplisobend nedostatkem
acetylcholinu (ACh) v mozku, obecné vede ke sniZeni kognitivnich funkci a predstavuje
tak hlavni patologicky podklad demence. Jednou z moznosti jak uméle docilit vyssi
hladiny ACh v mozku, je prav¢ inhibice AChE v mozku. Je jasné, Ze ireverzibilné
plisobici nervové paralytické organofosfaty nemohou byt k tomuto ucelu pouzity a proto
je nutné hledat jejich méné toxické derivaty, vyuzitelné napi. pii dosud nepfili§ aspésné

1é¢bé senilni demence Alzheimerova typu (Patocka, 1998).



3 CILPRACE

Cilem této prace bylo porovnat odmotovaci ucinnost individudlniho

protichemického bali¢ku, vzor 80, ktery je v ACR uréen k prvotnimu odmofeni nekryté
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pokozky a pfiléhajicich ¢asti vystroje zasazenych otravnou latkou (OL), a odmotovaci
rukavice, kterd pfedstavuje novy zpiisob odmotovaci techniky. Jako modelova OL pro
zamoteni byla vybrana VX latka. Experiment byl provadén na potkanech, jejichz kuze
byla zamofena kapalnou VX latkou a byl sledovan uhyn zvifat do 24 h. V ramci
experimentu byly také stanovena aktivita acetylcholinesterazy ve tiech ¢astech mozku
potkana (frontalni ktra, bazélni ganglia a pontomedularni oblast), kterd méla slouzit

jako dalsi marker pro porovnani efektivity obou pouzitych zplsobli odmofeni.

4  TEORETICKA CAST

4.1 Struktura nervové paralytickych latek (NPL)
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Z chemického hlediska se jedna o estery fosforovych nebo fosfore¢nych kyselin.
(Obr.¢.1). Dle struktury je muzeme délit do téi skupin: alkyl-alkylfosfonofluoridaty
(napt. sarin, cyklosarin, soman), alkyl-dialkylfosforamidokyanidaty (napf. tabun) a

alkyl-S-(2(dialkyl)alkylfosfonothionaty (napt. VX) (Wiener, 2004).

Obr.¢.1. Struktury NPL:

H.C O H,C O
3 \P// 3 \P//
AN AN
(CH,),CHO F (CH,),C(CH,)CHO F
SARIN SOMAN
H,C ©
H.C 0
\P// ’ \ // /CH3
o . P CHCH,
F /" S—CHLHNC
C,H0 CH CH,
CH,
CYKLOSARIN VX

4.2 Fyzikalné-chemicke vlastnosti atoxicita vybranych NPL

V chemicky ¢istém stavu je sarin bezbarva, pohybliva kapalina bez
vyrazn€jSiho zapachu. Sarin je velmi tékavy, dobfe rozpustny ve vode€ i1 vétSiné
organickych rozpoustédlech. Hydrolyza vodou je pomala, zatimco alkalicka hydrolyza
probiha velmi rychle, proto se alkalické roztoky pouzivaji k jeho odmotovani. 50%
letalni efekt vaci zivé sile (LCtsg) ma davka 0,08 mg.min.I". Soman se na rozdil od
sarinu Spatn¢ rozpousti ve vod¢. Stejné jako u sarinu se k odmotovani pouziva alkalii a
k urychleni hydrolyzy se da pouzit i alkohol. 50% letalni efekt viici zivé sile (LCtsp) ma
davka 0,03 mg.min.I". Latka VX je podobné jako soman $patné rozpustnd ve vodé a
naopak dobfe v organickych rozpoustédlech, na rozdil od obou pfedchozich latek je
velmi malo t€kava. Zminéna odolnost vici hydrolyze a nizka t€kavost umoziuje VX
latce zamotovat dlouhou dobu ovzdusi, v zimé az 16 tydnl, vyssi teploty zevniho

prostiedi dobu zamofeni zkracuji. LCtso VX je 0,036 mg.min.I". Vy3si toxicita VX
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latky ve srovnani se sarinem a somanem je podminéna jednak vysokou stalosti, nizkou
t€kavosti, dobrou rozpustnosti v tucich a jednak tim, Ze neni odbouravana detoxikacnim
systémem organismu. Tento detoxikacni systém se z€asti uplatiiuje u sarinu a somanu

(Kassa, 1992).

4.3 Brany vstupu NPL do organismu

NPL mohou do organismu pronikat vSemi branami vstupu, tzn. sliznici
dychacich cest, zazivacim traktem, spojivkami i neporusenou kizi. Toxickd davka
vétsiny NPL pfi perkutannich otravach je vyssi nez pfi otravach parenterdlnich nebo
inhalacnich, coz je ddno nejen mechanickymi ztratami a odpafovanim noxy ze
zamoteného povrchu, ale také schopnosti klize a tkani, ptes které NPL prostupuje, tyto
latky véazat a enzymaticky je inaktivovat. Ke zna¢nému urychleni resorpce latky dochazi
pii vyskytu tfeba jiz malé ranky.

Perkutanni intoxikace je nebezpena zejména u NPL typu V, které se ze
zamotené pokozky beze zbytku vstiebavaji. Velmi dobie se také NPL vstiebavaji pres
bohaté prokrvené spojivky. Priznaky, které se objevuji jako prvni pii tomto zpiisobu
zamofeni, jsou midza, poruchy akomodace, bolesti hlavy a letargie, zatimco pfi
ostatnich branach vstupu jsou to spiSe ptiznaky postizeni dychacich cest.

Alimentarni otravy NPL maji za nasledek nejen poruchy traviciho traktu
(nauzea, zvraceni, prijem, kolika), ale v zavislosti na davce vedou az k tézkym otravam
se vSemi systémovymi piiznaky. Velmi rychly pribéh maji zejména otravy NPL

inhala¢ni cestou (Augerson, 2000; Hayes, 2001).

4.4 Mechanismus ucinku NPL

Hlavni mechanismus u¢inku NPL je zaloZen na irreversibilni inhibici enzymu
AChE (Obr. ¢&. 2). Fyziologickou funkci AChE na cholinergnich synapsich je Stépeni
ACh na cholin a kyselinu octovou. ACh ptsobi jako ptenaSe¢ nervovych vzruchii na
postgangliovych vlaknech (inervace Zlaz, srdce, hladkého svalstva), gangliovych
buiikdch a dfeni nadledvin autonomniho nervového systému, nervosvalovych

ploténkach a synapsich centrélniho nervového systému (CNS).
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Mechanismus inhibice AChE plsobenim NPL Ize popsat jako acylaci
(fosforylaci nebo fosfonylaci) esteratického centra AChE (tzv. katalyticka triada serinu,
histidinu a glutamové kyseliny), tvofeného hydroxylovou skupinou serinu. Navazanim
NPL na AChE vznikd inhibovany komplex, jehoz aktivita mize byt znovu obnovena
puisobenim oximovych slou¢enin (tzv. reaktivatord) a tim dojde i k obnoveni
fyziologické funkce AChE (Marrs, 1993).

Z inhibovaného enzymu postupné dochazi k samovolnému odstépeni jednoho
alkylu z alkylfosforylové skupiny, vadzané na esteratické centrum AChE v podobé
alkoholu. Tento tzv. proces dealkylace probihd u riznych NPL odlisnou rychlosti
(polocas dealkylace napt.u somanu — 5 min, VX — zanedbatelna rychlost). Pfi procesu
dealkylace inhibované AChE se enzym stava nereaktivovatelnym a jeho fyziologicka
funkce jiz nemuze byt obnovena (Bajgar, 2004).

Puvodni aktivita AChE v organismu se obnovi aZz po syntéze enzymu de novo.
PInd regenerace mozkové AChE trva ptiblizné 50 dni. U erytrocytii, které nejsou
schopny syntetizovat nové bilkoviny, se aktivita obnovi az po 100 dnech, tedy v dobé
kdy dojde k nahradé erytrocyti s inhibovanou AChE za erytrocyty nové vytvoiené
(Ltllman, 2002).

Cholinesterdzy (ChE) v krvi jsou prvnim cilovym mistem pisobeni NPL.
V krevnim fecisti se kromé¢ AChE vyskytuje také butyrylcholinesterdaza (BuChE, EC
3.1.1.8) a karboxylesteraza (CaE, EC 3.1.1.1), které do ur€it¢é miry pusobi jako
scavangery pii otravach NPL. Vazi na sebe NPL a tim tak snizuji mnozstvi noxy , ktera
by jinak inhibovala AChE v zivotn¢ dulezitych organech. Znacné mezidruhové rozdily
v toxicit¢ NPL odrdzeji mezidruhové rozdilna mnozstvi a distribuci esteraz schopnych
na sebe vazat NPL (Kaliste, 1996). Rozdily v aktivité téchto enzymu v rdmci lidské

populace mohou byt pfi¢inou rizné citlivosti osob pii otravach NPL (Lander, 1991).

Obr.¢.2. Schéma reakce NPL (P) s enzymem (E):

Enzym reaguje s inhibitorem za vzniku reak¢niho intermediatu (EP). Tato reakce
je reversibilni a charakterizuji ji rychlostni konstanty 1.fadu (ki, k.1). Reakéni
intermediat je pfeménovan na stabilni fosforylovany enzym EP; a rychlost reakce je
dana rychlostni konstantou k,. Rychlost tvorby komplexu EP; piimo zenzymu a

inhibitoru popisuje bimolekularni rychlostni konstanta k,. Rychlost spontanni
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defosforylace, charakterizované rychlostni konstantou k3 je velmi pomala a nemusi také
vibec probéhnout. Plsobenim reaktivatort muze z komplexu EP; vzniknout zpét
samotny enzym E. Komplex EP; je tedy reaktivovatelny. Rychlostni konstanta
reaktivace (Ky je velmi dulezitd pro lécbu. Vznik komplexu EP, z fosforylovaného
enzymu EP; charakterizovany rychlostni konstantou k, se nazyva dealkylace (tzv.
aging) a touto reakci se enzym stavéa nereaktivovatelny.

(reaktivace oximem) k, E
R
K, k k, (spontanni defosforylace
E+ P == EP —» EP1—>3(p E viace)
k, (dealkylace)
EP,

puj

4.5 Distribuce, biotransformace a eliminace NPL

Pii studiu distribuce sarinu u zvifat po i.v. aplikaci, byl inhibitor za 1 min
detekovan v mozku, plicich, srdci, branici, ledvinach, jatrech a plazmé, pfiCemz
nejvyss$i koncentrace byla zjiSténa v plazmé, ledvindch a jatrech. Distribuce NPL
v mozku, do kterého se dostava 1-3% z celkového mnoZstvi NPL v organismu, zavisi
jednak na typu NPL (lipofiln&jsi soman ma vyssi afinitu k mozkové AChE neZ sarin),
na prokrveni jednotlivych ¢asti mozku a také na vlastni aktivité¢ mozku v dobé expozice.

U somanu i sarinu bylo zjisténo, Ze kjejich akumulaci dochdzi ptredevSim

Vv s

v hypothalamu (2-5 x vysSi koncentrace nez v ostatnich ¢astech mozku) (Little, 1988).
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Obecné¢ NPL série G inhibuji mozkovou AChE velmi rychle (50% inhibice béhem
nékolika minut), zatimco u latek série V dochazi k ur¢itému zpozdéni. Napi. k inhibici
mozkové AChE latkou VX dochazi az po 20 min, protoze pronika hiife nez sarin nebo
soman (Bajgar, 2004).

Vyraznd je inhibice AChE pii otravach VX latkou v kife mozku a
mozecku, retikuldrni formaci mozkového kmene a ve vétSin€ jader hypothalamu a
mesencephalu. Naopak mirna a pomalejSi je inhibice v subkortikalnich strukturach
pifedniho mozku, pfedevS§im bazalnich gangliich. Soman inhibuje AChE v mozku
rovnomérn¢ opét s vyjimkou bazalnich ganglii. Sarin nejvyraznéji inhibuje AChE
v mozkové kife, pontu a prodlouzené mise, nejméné postizenou oblasti jsou bazalni
ganglia, kde k vyraznéjsi inhibici dochazi teprve ve finalnich fazich otravy. Inhibice
AChE v mozku pusobenim NPL je tedy velmi selektivnim procesem (Hrdina, 1983).

NPL jsou zkrevniho fecisté eliminovany rychle, protoze dochazi Kk jejich
hydrolyze. Napt. isopropylmethylfosfonat — hlavni metabolit sarinu, je ve velkém
mnozstvi vyluCovan moci s polo¢asem eliminace 3,7 h, ale ¢ast ziistava piitomna
v tkanich. Cyklosarin se metabolizuje analogicky s polocasem eliminace 9,9 h.
a 18 h. U somanu jako jediné NPL bylo zjisténo, Ze se vytvaii jeho depa v tkénich
(pfevazné ve svalech a v plicich), kde nedochazi k jeho inaktivaci, ale odkud se pozdg&ji

zpétné uvolnuje opét jako toxicka NPL (Shih, 1994).

4.6 Priznaky otrav NPL

V disledku inhibice AChE se vtésné blizkosti cholinergnich receptora
nahromadi endogenni ACh. Cholinergni receptory se napf. nachazeji v efektorovych
parasympatickych synapsich duhovky, bronchialniho kmene, moc¢ového méchyie, cév,
traviciho traktu, sekrecnich zlaz v dychacim traktu a také zakoncenich sympatickych
nervii potnich zlaz. Klinickym projevem akumulace ACh v téchto oblastech jsou
piiznaky muskarinového typu, zatimco nahromadénim ACh na zakonéenich
motorickych nervli pfi¢né pruhovaného svalstva a ve vegetativnich gangliich vznikaji
ptiznaky nikotinového typu. Akumulace ACh v jednotlivych strukturach a synapsich
mozku a spinalni michy podminuje centralni piiznaky otravy.

Periferni muskarinové piiznaky otravy NPL se projevuji zvySenou sekreci
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exokrinnich Zl4z — zvy3ena sekrece z nosu, bronchi, zvySené poceni, slzeni a slinéni.
Zvysena hladina ACh v hladkém svalstvu zplsobuje midzu, poruchy akomodace,
abdominalni kiece, prijem, Castéj$i moceni a také bradykardii.

Mezi periferni nikotinové piiznaky patii - bledost, tachykardie, hypertenze
(autonomni ganglia) a svalova slabost, fascikulace a kfeCe az paralyza (kosterni svaly
vcetné branice a meziZebernich svalil).

Muskarinové a nikotinové centralni piiznaky - nejsou pfili§ specifické a jsou
popisovany jako zavraté, uzkost, neklid, bolest hlavy, tfes, zmatenost, ztrata
koncentrace, kiece a titlum dychéni (Bajgar, 2004a).

NPL ovliviiuji fadu dalSich organti a systému. Ptiznaky vyvolané touto
cestou pusobeni NPL se nazyvaji necholinergni (také nespecifické). Kromé
cholinesteraz tedy mohou byt ovlivnény dal$i enzymy a neurotransmitery (napf.
serotonin, dopamin, GABA), mize dochazet k imunopatologickym zméndm,
anafylaktickym reakcim a zméndm v chovani. Dokumentovany jsou zmény
V permeabilit¢ membran a hematoencefalické bariéry a metabolické zmény jako
poruchy energetického metabolismu mozku a také poruchy oxidativniho metabolismu
(Bajgar, 1992; Kassa, 1998).

4.7 Diagno6za otrav NPL

Pro stanoveni diagnozy otravy NPL je dulezit¢ rozpoznani cholinergnich
priznakil jako jsou mioza, poruchy dychani, fascikulace, zvySené slzeni, slinéni a
sekrece z nosu. Je mozné stanovit diagnozu i pomoci laboratornich testit ChE v Krvi.

Stanoveni ChE v krvi je zatim nejjednodus$im a nejrychlejSim diagnostickym
prostiedkem. Aktivita ChE (AChE 1 BuChE) zavisi na mnoha faktorech jako jsou
pohlavi, v€k, vyziva, hormondlni vlivy, ionizujici zatfeni atd. Rozdily v aktivit¢ BuChE
jsou v ramci lidské populace vyznamnéjsi nez rozdily v aktivité AChE, coz je geneticky
podminéno (Lockridge, 2000).

Me¢éieni aktivity ChE je objektivni ukazatel umoziujici stanoveni jednak

zavaznosti intoxikace a jednak potvrzeni, zda k intoxikaci viitbec doslo. Je v8ak dilezité
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znét cely klinicky obraz intoxikace, tzn. nejen biochemické vySetieni, ale také klinické
symptomy pro piesnéjsi stanoveni a dalsi prognoézu otravy. Dosud neni zcela uspokojivé
vyfeseno, zda je lepSim markerem pro otravy NPL aktivita plazmové BuChE nebo
erytrocytarni AChE. V n¢kolika studiich bylo prokdzano, Ze aktivita BUChE odrazi
klinicky pribé¢h intoxikace NPL a Ze se jeji aktivita pfi intermediarnim syndromu otravy
NPL déle neméni. Dale byla zjisténa pfima korelace mezi stupném inhibice BuChE a
zavaznosti intoxikace organofosforovymi pesticidy. Aktivita BuChE vSak muze byt
snizena nejen pii1 intoxikacich NPL ale i v dusledku jinych postizeni, napi. dédi¢né
snizené aktivity BUChE, poskozeni jater, akutni infekce, chronické podvyZivy, metastaz
(ptevazné v jatrech), infarktu myokardu, otravy rtuti nebo obstrukéni Zloutenky
(Cokugras, 2003). Pii stanoveni aktivity AChE zase mtize dojit k tomu, ze pfi akutni
fazi otravy sice nizka aktivita AChE svéd¢i o intoxikaci NPL, neposkytuje vSak
signifikantni (daj o jeji zavaznosti. Naopak pokud by doslo jen k lehké intoxikaci NPL,
kdy by pokles aktivity AChE nebyl vétsi nez 20%, neni stanoveni aktivity AChE
spolehlivym markerem pro potvrzeni expozice NPL.

Problémem pii stanovovani ChE jako markeru intoxikace NPL zlistava rozdilna
puvodni aktivita ChE pfed intoxikaci, kterd se mlze v ramci populace znacné liSit
(Wiener, 2004). Nabizi se zde tedy moznost in vitro reaktivace inhibovanych ChE
riznymi oximy (trimedoxim, obidoxim). Tato metoda ovSem neni vhodna u NPL, které

se vyznacuji rychlym starnutim inhibovaného enzymu (napi. soman) (Bajgar, 1992).

4.8 Jednotlivé metody pro stanoveni intoxikace

Pro stanoveni aktivity ChE se vsouCasné dobé vétSinou pouziva
spektrofotometrickd metoda podle Ellmana (Ellman a spol., 1961). Pfi stanoveni
celkové aktivity ChE v krvi odpovida u ¢lovéka 10% celkové aktivity BuChE a 90%
aktivit¢ AChE. Tento pomér je vyrazné jiny u potkant, kde aktivita BuChE tvoii 29% a
aktivita AChE 71%. V posledni dob&é se také rozviji stanoveni miry inhibice
jednotlivych molekularnich forem AChE a BuChE. Bylo totiZz prokazano, Ze jednotlivé
molekularni formy ChE nejsou inhibovany ve stejném rozsahu, nizkomolekularni formy
se ukézaly byt rezistentnéjsi nez vysokomolekularni (Bajgar, 1997).

Plazma muze slouzit jako biologicky material pro dalSi mozny marker

intoxikace NPL, a to koncentraci NPL v plazmé po fluoridy indukované reaktivaci.
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Fluorid draselny pfidany do vzorku plazmy v nadbytku kovalentné¢ vaze NPL
vyvazanim z ChE a vznikly organofosfat tak mize byt kvantifikovan metodou plynové
chromatografie (GC). Vyhodou teto metody je moznost retrospektivni detekce expozice
NPL, kterou neni mozno provadét méfenim aktivity ChE z diivodu de novo syntézy
enzymu. Plazma navic obsahuje BuChE v pomérné vysoké koncentraci (70-80 nM),
narozdil od koncentrace AChE v krvi (3 nM), takze pfedstavuje vhodny a pro analyzu
latky bohaty biologicky materidl, neni vSak jasné, zda by mohla byt pouzita pfi
intoxikacich vSech NPL, zejména v ptipad¢ rychlého vzniku nereaktivovatelného
enzymu (soman). Problematickou se pifi pouziti této metody jevi také spontanni
reaktivace, in vivo sekvestrace a nedostacujici identifikace NPL, kterd zplsobila
intoxikaci (Pohluijs, 1997).

DalSi metoda vyuZiva jako biologicky material BuChE, kterd je izolovana z
plazmy afinitni chromatografii, $tépena pepsinem a poté analyzovana kapalinovou
chromatografii. Stanoveni je pak zaloZzeno na kvantifikaci fosfonylovanych (pfip.
fosforylovanych) nonapeptidii hmotnostni spektrometrii (MS) (Fidder, 2002).

Piimo v Krvi je také moZno stanovit NPL a jeji metabolity. Toto stanoveni je
vSak limitovdno velmi kratkou pfitomnosti plivodni NPL v krevnim ob&hu, protoze
k jeji metabolizaci a distribuci do jinych tkani doché&zi velmi rychle. Metabolity
cirkuluji v krvi delsi dobu a jsou vétSinou vylu¢ovany moci. K tomuto stanoveni se
vétsinou pouziva GC-MS (Driskell, 2002).

Pii intoxikacich NPL se monitoruje mnoho dalSich biochemickych markert,
vétSina znich je ovSem pro otravu NPL nespecifickych. Pii biochemickém
monitorovani obéti sarinovych utokti byla v jednom ptipadé naméfena u 15% osob
zvySend hladina kreatin kinazy, u 8% osob leukocytéza, 5% hypokalémie a 3%
hypolipidemie, zatimco v druhém piipadé pii monitorovani obéti Gitoku stejnou NPL jiz
bylo stanoveno jen zvySené mnoZstvi kreatin kindzy u 15% osob bez dalSich

signifikantné zménénych markert (Yokoyama, 1996).

4.9 Terapie otrav NPL
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4.9.1 Obecné zasady terapie otrav NPL

Na zakladé znamého mechanismu ucinku NPL jsou k terapii otrav vyuZivany
dva zakladni terapeutické principy. Hlavnimi antidoty jsou anticholinergika, ktera
blokuji uc¢inek nahromadéného ACh na cholinergnich synapsich (t€Z nazyvana
symptomaticka nebo funkcni antidota) a reaktivatory cholinesterazy (oximy), schopné
reaktivovat inhibovanou AChE (jsou oznaCovany jako kauzalni antidota). Jejich Gcinky

jsou synergistické. Benzodiazepiny je mozné pouZzit k tlumeni kie¢i (antikonvulziva).

Vzhledem k vysoké toxicit¢ NPL je pro dalsi osud intoxikovaného organismu
rozhodujici v€asna prvni pomoc. Ta zahrnuje preruseni kontaktu s jedem (evakuace,
ochranna maska), pokud mozno podani antidot a dekontaminaci. Nutné je také udrzeni
zékladnich zivotnich funkci (masaz srdce a umélé dychani) pokud je potieba (Bajgar,
2004).

4.9.2 Anticholinergika

Nejpouzivangj$im anticholinergikem v 1écbé otrav NPL je atropin, ktery velmi
dobie plisobi proti muskarinové slozce otravy, méné ovlivituje centralni ucinek NPL a
prakticky nepiisobi na nikotinové ptiznaky. Mezi anticholinergika pouzivana v lécbé
otrav NPL patii téZ benaktyzin (novéji pak obdobné¢ ptisobici biperiden), ktery ma ve
srovnani s atropinem podstatné silnéjsi centralni ucinek a ptizniveé ovliviiuje i psychiku

otravenych. Naopak malo plisobi na muskarinové piiznaky otravy (Kassa, 1992).

4.9.3 Reaktivatory

Kauzalni antidota jsou slouc¢eniny s nejméné jednou oximovou skupinou ve své
struktufe, které jsou schopny reaktivovat inhibovanou @AChE a tak
obnovit jeji fyziologickou funkci. Jednotlivé oximy se 1iSi nejen poctem a
polohou oximovych skupin, ale také poctem pyridiniovych jader (1 nebo 2) a

délkou a charakterem spojovaciho fetézce.
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V soucasné dobé jsou v experimentalni 1é€b&é nejvice pouzivané oximy
pralidoxim, obidoxim, trimedoxim, methoxim a HI-6. Zadny z uvedenych reaktivatort
neni dostatecné efektivni pii otravé jakoukoli NPL, tzn. dosud neexistuje zadny

Sirokospektralni reaktivator (Dawson, 1994).

Efektivita pfislusného oximu zavisi na reaktivovatelnosti inhibované AChE
pouzitym oximem. Pomérné uspokojive jsou z terapeutického hlediska vyfeseny otravy
sarinem, cyklosarinem a latkou VX (Kassa, 2002a). Otravy somanem jsou z davodu
velmi rychlé dealkylace, tzn. nereaktivovatelnosti inhibovaného enzymu, Kk
terapii  konvencnimi oximy rezistentni. Nejvys$S§iho terapeutick¢ého efektu
bylo dosazeno s oximem HI-6 (Kassa, 1999). Specificka je také situace pii
otravach tabunem, v jehoZ strukture pritomnost volného elektronového paru
na amidickém dusiku eliminuje elektronovou deficienci potiebnou pro atak
nukleofilu  pfedstavovaného  reaktivatorem.  Nejefektivngj$im  reaktivatorem
je pii otravach tabunem trimedoxim (Cabal, 2004), ktery vSak v soucasné
dobé nemd ve své antidotni vybavé zadnd armada na svété. Ackoliv je oxim
HI-6 pii otravach tabunem neucinny, obecné se povazuje v soucasné dobé za

nejefektivnéjsi reaktivator.

4.9.4 Doplinkova terapie otrav NPL

Do antidotni terapie zahrnujeme také léCeni akutni respiracni insuficience a
potlaceni kiec¢i. K potlaceni kie¢i se pouzivaji preparaty hydantoinové fady, barbituraty
s rychle nastupujicim a kratkodobym efektem a piedeviim benzodiazepiny (v ACR
k dispozici autoinjektor s diazepamem). Pti 1éeni respira¢ni insuficience piichazi do
uvahy vedle kiisicich pfistroji, odsavani slin, oxygenoterapie také farmakologicka

podpora dychani syntophylinem ( Kassa, 1993).
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4.10 Odmorovani otravnych latek (OL)

Proces odmortovani lze hodnotit z nékolika hledisek:

a) podle urgentnosti zasahu na prvotni a druhotné odmotovani.
b) podle rozsahu ocisty dan¢ho objektu na ¢astecné a tplné.
¢) a podle druhu ocistovaného objektu na odmotovani osob, zvitat, materialu, dopravni

techniky, proviantu, vody a terénu.

4.10.1 Principy odmorovani

Rozkladu, eventudlné odstranéni otravné latky lze dosahnout plsobenim
vhodnych c¢inidel a odmotovacich postupl. Principy, které se pfi tom uplatni jsou
chemické, fyzikalni, nebo mechanické.

e Chemické, zpisobuji chemickou zménu struktury molekuly otravné latky (OL)
reakci s odmotovacim ¢inidlem.

e Fyzikalni, zptisobuji odstranéni OL ze zamotfené¢ho povrchu, napf.odparenim
ucinkem horkych plyni, rozpusténim OL ve vhodném rozpoustédle nebo sorbci OL na
vhodny sorbent.

e Mechanické, zptisobuji odstranéni OL ze zamotenych povrchii, napi. otérem
zamofené¢ho povrchu karta¢i nebo sejmutim vrchni vrstvy zpovrchu zamoieného
pfedmétu. V praxi se vSak pii odmofovani pouziva nejCastéji kombinace téchto
principd.

Zakladem vétSiny odmofovacich postupti je chemicka reakce mezi OL a
odmofovacim cCinidlem. O pribéhu chemické reakce rozhoduje struktura OL a
odmotovaciho ¢inidla a podminky, za kterych reakce probiha (teplota, vlhkost,
katalyza).

Cinidla, ktera reaguji s OL délime na nukleofilni Z™ a elektrofilni E*.
Nukleofilni reaguji nejsnaze tam, kde dojde ke zfedéni elektronového oblaku,

elektrofilni zase tam, kde je hustota elektront vyssi. Z latek, které se pouZivaji
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v odmotovaci praxi mohou jako nukleofilni ¢inidla ptsobit tyto slouceniny:
a) Kyslikaté zasady: voda, hydroxidy, uhli¢itany, alkoholaty, fenolaty,
b) Dusikaté zasady: ¢pavek, alifatické a aromatické aminy, ethanolaminy,
¢) Sirné zasady: sulfidy, thioalkoholaty,
Jako elektrofilni se mohou uplatnit tyto slouceniny:
a) Chldrovadla: elementérni chlér, organické a anorganické chlornany, chlérované
amidy arylsulfonovych kyselin,
b) OKkysli¢ovadla: kyslik, peroxidy, manganistany, chlornany, chlore¢nany.

Dalsim faktorem ovliviiuyjicim reaktivitu molekul je jejich prostorové
usporadani. Teorie sférické zabrany vysvétluje, Ze ma-li ¢inidlo s OL reagovat, musi mit
pristup k mistu, na kterém ma reakce probéhnout. Je-1i takové misto stinéno jinou casti
molekuly, reakce se zpomali, nebo je viibec nemozna.

Na rychlost reakce ma zésadni vliv také teplota, pH, polarita rozpoustédla,
viskozita prostiedi apod..

V praxi se snazime odmotovat v homogenni fazi, tzn. takovym odmotovadlem,
ve kterém je konkrétni OL dobie rozpustna. Ze skupiny latek typu sarin, které se
odmotuji alkalickou hydrolyzou ¢ini nejvétsi potize soman pro svou malou rozpustnost
ve vodeé. ZvySeni jeho rozpustnosti a tim i1 zvySeni bezpecného odmoteni se dosahuje
piidavkem vhodného organického rozpoustédla (napt. aceton, ethanol). U latek typu
V se svyhodou pouziva roztok dichloraminu v dichlorethanu, ktery je s latkami
V neomezen¢ misitelny. Pfi odmotovani latek typu V pomoci chlornanu vépenatého se
zvySeni rozpustnosti OL v odmotovacim roztoku da dosadhnout jejich rozpusténim
nejdiive v acetonu nebo ethanolu a smichanim odmofovala s timto roztokem (Kassa,

1993; Cabal 2004).

4.10.2 Individualni protichemicky bali¢ek vzor 80 (IPB-80)

Jako prosttedek prvni zdravotnické pomoci, ureny k prvotnimu
odmoteni nekryt¢ pokozky a pfiléhajicich casti vystroje zasazenych OL byl
v armad¢ zaveden tzv. individualni protichemicky balicek vzor 80 (IPB-80).

Zaklad soupravy tvofi lahvicka s adsorpcnim piipravkem DESPRACH.

DESPRACH je univerzalni praSkovy odmoiovaci prostfedek na bazi zeoliti,
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ktery a¢inné¢ odmotuje vSechny typy otravnych latek, které byly v dobé vyvoje
zavedeny do vyzbroje armad NATO. Odmoteni timto prostfedkem je zalozeno na
fyzikdlnim principu (vyuziti adsorp¢nich  schopnosti odmotfovaci hlinky),
proto je mozno uplatnit tento prostfedek proti vSem potencidlnim otravnym

latkam bez ohledu na jejich chemickou povahu.

DalSimi vyhodami DESPRACHu jsou nizkd hmotnost, stalost, nezavislost
ucinku na teploté, jednoduché pouziti, nizké potizovaci naklady a dobra vyrobni
dostupnost. Dobréa pouzitelnost IPB vzor 80 pro odmoiovéni 1 za ztizenych podminek

(nasazena ochranna maska, rukavice) byla potvrzena pti vojskovych zkouskach.

Pfi odmotovani se obsah lahvi¢ky vysype na odmotované misto, OL se necha
vsaknout do prasku a poté se smete z odmorovaného povrchu. Sorbéni ucinek

DESPRACHu se zvySuje roztiranim pfilozenymi tampény (Cabal, 2004).

4.11 Prvni pomoc pri zasazeni NPL

a) Prvni zdravotnickd pomoc:

Prvni zdravotnickou pomoc, pokud se jedna o vojaka, si poskytuje vojak sam,
nebo 1 za pomoci svych kolegli. Prvnim nezbytnym krokem je véasné a spravné
nasazeni ochrané masky (OM), ktera bezpec¢né chrani spojivky, dychaci cesty a kuzi
obliceje. Bezprostiedné po nasazeni OM si zasazeny jedinec poda pomoci autoinjektoru
antidotum proti NPL. V pfipadé¢ zamoteni ¢asti odévu si musi zasazeny neprodlené

zasazena mista odmotit pomoci IPB vz.80.
b) Prvni Iékatska pomoc:
Je orientovana na udrzeni zakladnich zivotnich funkci.
c) Odborna lékaiska pomoc:

Musi byt poskytnuta do 6-10 hodin po zasaZeni. Zahrnuje komplexni terapii
otrav NPL s hlavnim zaméfenim na zvladnuti akutni respiracni insuficience a zvladnuti

jejich nasledkd.
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d) Specializovana lékaiska pomoc:

Ma byt zajistovana do 10-12 hodin. Obsahem tohoto stupné pomoci je
komplexni terapie otrav NPL véetné jejich klinicko-laboratorniho sledovani az do

uplného vyléceni (Kassa, 1993; Patocka a spol., 2004).

5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Z2virata

Pokusy byly provaddény na samicich potkana kmene Wistar (BioTest s.r.o.
Konarovice, Ceskd republika), jejichz hmotnost se pohybovala mezi 180 —250 g.
Zvitata byla pfed pokusem nejméné 1 tyden aklimatizovana ve vivariu Katedry
toxikologie, které je klimatizované se svételnym rezimem od 7:00 do 19:00. Pokusna
zvitata byla krmena standardni peletovou dietou a vodou ad libitum.

Zvitata byla rozdélena do skupin po 6 jedincich. Hmotnostni rozpéti

jednotlivych zvifat ve skupinach nepiekrocilo +15 g. Experimenty byly schvaleny
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Etickou komisi Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany a Lékaiské fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové v souladu s vyhlaskou 207/2004 Sb. o ochrang,
chovu a vyuZiti pokusnych zvifat.

Personal manipulujici se zvifaty byl pfedem proskolen a ziskal osvédceni o

zpusobilosti pracovat s laboratornimi zvifaty podle §17 odst. 1 zakona 207/2004.

5.2 Chemikalie

Latka VX (O-ethyl-S-2-diisopropylaminoethyl methylfosfonothioat, VVojensky
technicky Ustav, Zemianské Kostolany, Slovensko). Latka byla na pokozku
pokusnych zvifat nanasena v nefedéném stavu mikropipetou Microman-Gilson 1 - 10
ul vzdy v Cerstvém stavu.

Pro spektrofotometrické stanoveni dle Ellmana, pouziteho pro stanoveni aktivity
AChE v odebraném biologickém materidlu byly pouZity nésledujici chemikalie: 1,1,1-
tris-(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (Fluka, Svycarsko), kyselina chlorovodikova
(HCI), butyrylthiocholin jodid (BTChJ), 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoova) kyselina
(DTNB) (Sigma-Aldrich, Némecko).

5.3 Stanoveni aktivity cholinesteraz

Aktivita acetylcholinesterdzy v mozku byla méfena spektrofotometricky
Ellmanovou metodou (Ellman, 1961) za pomoci DTNB modifikovanym postupem
podle Bajgara (Bajgar, 1972). Usmrcenym potkantim byl odebran mozek a po jeho
zmrazeni byla vypreparovana frontalni ktira, pontomedulérni oblast a bazalni ganglia
(Obr.c.5 a 6). Odebrané Casti mozku byly poté zhomogenizovany v destilované vodé

v poméru 1:10 a homogenat byl pouzit k méteni aktivity AChE.

Zakladni roztoky pro stanoveni byly pfipravovany nasledovng¢:

» TRIS pufrpH 7,6
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2,42 g TRIS bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody, bylo dotitrovano 1 M
HClI na pH 7,6 a doplnéno destilovanou vodou na 100 ml.
» BTCHJ
0,3962 g BTChJ bylo rozpusténo v destilované vodé na objem 100 ml.
> DTNB
0,016 g DTNB bylo rozpusténo v 1 ml ethanolu, bylo ptidano 45 ml TRIS pufru
a doplnéno destilovanou vodou na 100 ml.
» BuChE
K lyofilizované BUChE v puvodnim obalu byly nadavkovany 3 ml TRIS a
lahvicka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Z pfipraveného roztoku bylo
odebrano 0,2 ml a bylo pfidano 85 ml vody. Aktivita enzymu byla sefizena dalSim

pridavkem zasobniho roztoku.

Postup stanoveni:

Do sklenéné kyvety (I = 0,999 cm) bylo ptidano 0,4 ml roztoku DTNB v 0,2 M
TRIS-HCI pufru (pH 7,6; vysledna koncentrace DTNB v kyveté 5x10° M), 50 pl
homogenatu mozku a 1,35 ml vy3e uvedeného TRIS pufru. Reakce byla zahajena
pfidanim 0,2 ml substratu (vysledna koncentrace v kyvetd 10° M) a absorbance byla
méfena pii 412 nm za laboratorni teploty po dobu 5,5 min. Pokud byla aktivita vzorku
prilis vysoka nebo pfili§ nizkd, byl vzorek ziedén respektive byl pfidan vétsi objem
vzorku. Absorbance se méfila proti slepému vzorku, ve kterém byl TRIS pufr. Po dobu
5,5 min byla kazdych 30 s zaznamenavana hodnota absorbance. Smérnice této ¢asové

zévislosti pak byla zaznamenavana jako aktivita ptislusSného vzorku.

5.4 Odmorovaci rukavice

Odmoftovaci rukavice (Obr.c.3) byly vyvinuty jako alternativa k IPB-80. Jsou
plnény adsorbentem DESPRACHem a princip pii odmofovani je podobny jako u IPB-

80, kdy se roztira prasek, obsazeny v rukavici, po odmofovaném misté.

Obr.¢.3. Odmorovaci rukavice:
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5.5 Experimentalni postupy na zviratech

Potkani byli upoutani na zkuSebni stolky, na hibetni ¢asti byla elektrickym
stithacim strojkem ostiihand plocha zhruba 5 x 5 cm (Obr.¢.4). Pokusnou skupinu
tvoftilo vzdy 6 potkanti.

Utinnost DESPRACHu byla stanovena zji§ténim perkutanni toxicity —(LDsg)
VX na potkanech bez a s odmotfenim, zpisobem, jehoz podstatou je nanaseni noxy
pomoci mikropipet na ostfihanou hibetni stranu zvitete.

Odmotuje se za 2 min po aplikaci VX 0,3 g DESPRACHu roztirdnim tamponem
po dobu 30 s nebo testovanou odmoiovaci rukavici (Obr.¢.3) (rukavice se rozstiiha na
¢tverce cca 7,5 x 7,5 cm- obé vrstvy — mezi né se nasype 0,3 g DESPRACHu - seSije se

seSivackou -do pinzety se uchopi ob¢ vrstvy a roztira se jako u bunicitého tamponu).

28



Obr.¢.4. Zptisob odmotovani VX latky na oholené hibetni ¢asti potkana:

Obr.¢.5. Mozek potkana:
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Obr.¢.6. Schéma podélného prarezu potkaniho mozku:

Telencephalon | Diencephalon: Mesen- | Rhomb-{ Spinal
cephalon; enceph-i cord
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5.6 Statist

ické zpracovani vysledku
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Statistickd vyznamnost rozdilu mezi hodnotami LDsp i primérnymi aktivitami
cholinesteraz mezi jednotlivymi skupinami zvifat byla pocitana parovym a neparovym
Studentovym t-testem na ruznych hladinach vyznamnosti (¥*p< 0,05; **p < 0,01; ***p<
0,001).

Konecna graficka prezentace vysledkl vznikla za pomoci programu Microsoft

Excel.

6 VYSLEDKY
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Perkutanni toxicita VX latky bez i s odmofenim byla u potkant zjistovana po
naneseni OL na oholeny hibet zvifete a piipadném odmoteni, sledovanim jejich thynu
do 24 hodin. Akutni toxicita VX latky u potkana byla po odmoieni IPB témét 69krat

niz$i nez bez odmotovaciho zasahu (Tab.¢.1)

Tabulka €.1. Toxicitni udaje latky VX pfi perkutanni aplikaci potkantim (po 24 h):

LDsp bez odmotent 0,105 mg/kg

LDsp po odmoteni DESPRACHEM 7,2 mg/kg

Nasledujici tabulka (Tab.¢.2) konkretizuje thyn potkant pfi zvolenych davkach
VX latky. V naSem experimentu byly pouZity 2 davky latky VX — 2 mg/kg (~ 28%
LDsy VX po odmoteni DESPRACHEM) a 4 mg/kg (~ 56% LDsy VX po odmoteni
zvifat pfi pouziti odmotovaci rukavice ve srovnani s IPB, jednozna¢né prokazal nizsi,

resp. vys$i odmotovaci G€innost nové testované rukavice

Tabuka ¢.2. Uhyn potkanti po expozici VX latkou a odmoteni IPB nebo rukavici:

Déavka VX Uhyn (do 24H)
2mg/kg IPB 1/6
2mg/kg R 3/6
4mg/kg IPB 3/6
4mg/kg R 3/6

Pro urceni absolutnich hodnot aktivit AChE byla pouzita kalibracni metoda
s cysteinem (Obr.¢. 7). Postup fotometrického méfeni byl stejny jako u stanoveni AChE
jen misto homogenatu tkané byl do kyvety napipetovan roztok cysteinu o ruzné
koncentraci a méten pii vinové délce 412 nm proti slepému vzorku. Ten byl zpracovan

stejné, jen misto roztoku cysteinu byla pfidana destilovana voda.

Obr.¢.7. Kalibrace na cystein:
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Kalibra&ni kFivka y = 31,256x + 0,0338
R"=0,9985
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Z kalibra¢ni kiivky je mozné odeéist mnozstvi SH - skupin v mikromolech. Se

zvysujici se koncentraci cysteinu se mnozstvi SH - skupin linearné zvysuje.

Tabulka ¢.3 uvadi hodnoty aktivit AChE v jednotlivych c¢astech mozku potkand
z kontrolni skupiny, ktera byla podrobena stejnému experimentalnimu postupu jako
ostatni skupiny potkani, mimo naneseni VX-latky, ktera byla nahrazena hexanem, ktery
se bézné pouziva jako rozpoustédlo pfi nanaseni velmi nizkych koncentraci VX latky na
kuzi zvitat. Aktivita AChE je uvadéna v pcat/g vlhké tkané gmol hydrolyzovarého
substratu/60 min- kg).

Tabulka ¢.3. Aktivita AChE v jednotlivych ¢astich mozku u kontrolni skupiny potkani:

Oblast mozku potkana Aktivita AChE (ucat/g)
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Frontalni kara 2821 +197

Pontomedularni oblast 4078+ 17,4
Bazalni ganglia 1254,3 + 24,7

Obr.¢.8. Srovnani aktivity AChE vriznych ¢astech mozku (frontalni kaie,

pontomedularni oblasti a bazalnich gangliich) pfi pouziti 2 mg/kg VX latky a odmoteni
pomoci IPB.

2 mg/kg IPB
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£ 80 T
O
i 60 @ frontalni kdra
E 40 [ B pontomedul.obl.
< O bazalni ganglia
S 20 -

0

Nevyssi aktivita AChE pfi pouziti 2mg/kg VX latky, kde byl jako odmotovaci
¢inidlo pouzit IPB, byla naméfena v bazalnich gangliich, poté ve frontalni klie a

nejmensi aktivita byla namétena v pontomedularni oblasti (Obr.¢.8).

Obr.¢.9. Srovnani aktivity AChE vriaznych ¢astech mozku (frontalni kaie,

pontomedularni oblasti a bazalnich gangliich) pii pouziti 2 mg/kg VX latky a odmoteni

pomoci rukavice.
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Pti pouziti stejné koncentrace VX latky (2 mg/kg), a s pouzitim odmotovaci
¢inidlo byla aktivita AChE v jednotlivych castech mozku obdobné vysoka jako pii
pouziti IPB (Obr.c.9). Také zlstala zachovdna nejvySsi inhibice AChE

v v

Obr.¢.10. Srovnani aktivity AChE v ruznych c¢astech mozku (frontalni kdfe,

pontomedularni oblasti a bazalnich gangliich) pii pouziti 4 mg/kg VX latky a odmoteni
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pomoci IPB.

4 mg/kg IPB
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Pii pouziti 4 mg/kg VX latky a odmoteni IPB byla nejvyssi aktivita AChE
naméiena opét v bazélnich gangliich, poté ve frontdlni kife a nejmensi aktivita

V pontomedularni oblasti (Obr.¢.10).

Obr.¢.11. Srovnani aktivity AChE vraznych ¢astech mozku (frontalni kufe,

pontomedularni oblasti a bazalnich gangliich) pii pouziti 4 mg/kg VX latky a odmoteni
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pomoci rukavice.

4 mg/kg R
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V piipadé pouziti 4mg/kg VX latky a pouziti rukavice jako odmotovaciho

prostiedku byla nejvyssi inhibice AChE naméfena v pontomedularni oblasti, poté ve

v

Obr.¢.12. Srovnani aktivity AChE ve frontalni kiife u vSech skupin potkani.
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Nejvyssi aktivita AChE ve frontalni kiife byla naméfena ve skuping, které byly

aplikovany 2 mg/kg VX latky a jako odmotovaciho prostiedku bylo pouzito rukavice.
Aktivita AChE v ostatnich skupinach byla srovnatelna. Rozdilna hodnota aktivity AChE

ve skupiné 2 mg/kg R vSak nebyla signifikantni ani pfi srovnani s 2 mg/kg IPB ani
Vv ptipad¢ skupiny 4 mg/kg R (Obr.¢.12).

Obr.¢.13. Srovnani aktivity AChE v pontomedularni oblasti u vSech skupin potkand.
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Pontomedularni oblast
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Pii méfeni aktivity AChE v pontomedularni oblasti byla naméfena srovnatelna
aktivita AChE u vSech zkoumanych skupin. Statistické testy neprokazaly signifikantni

rozdil pfi vzajemném testovani skupin (Obr.¢.13).

Obr.¢.14. Srovnani aktivity AChE v bazalnich gangliich u vSech skupin potkand.
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V bazalnich gangliich byla nejvyssi aktivita AChE naméfena pfi pouziti 4mg/kg
VX latky a pouziti IPB jako odmotovaciho prostfedku, u ostatnich méfenych skupin se
aktivita AChE pohybovala u 80%. Ani v bazélnich gangliich nebyly rozdily v aktivité
AChHE mezi jednotlivymi skupinami statisticky vyznamné (Obr.¢.14).

7 DISKUSE
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N 24

charakteristicky dramaticky pribéh, provazeny vdZznym naruSenim zékladnich Zivotnich
funkci, koncici bez adekvatni terapie smrti béhem 20-30 minut. Vzhledem k vysokeé
toxicit¢ a rychlosti u¢inku NPL tak nabyvaji na vyznamu ochrannd a preventivni
opatfeni s cilem zabranit priniku noxy do organismu. Soucasti téchto opatfeni je také
farmakologicka profylaxe zaloZena na zvyseni odolnosti organizmu vici této skupiné
bojovych chemickych latek. Vyzkum se stale zaméfuje 1 na zvySeni u¢innosti nasledné
antidotni terapie (PatoCka, 2004a). Pokud dojde k zamofteni, je tfeba co nejrychleji
dekontaminovat zasazené oblasti t¢la, coz zabrani dal§imu prostupu noxy do organismu.
Rychlost a zplsob jakym je dekontaminace provedena, mize rozhodovat o pteziti
zasazen¢ho jedince a je tedy dualezit¢ ziskdvat nové poznatky o moznostech
dekontaminace, stejné jako o profylaxi, nebo antidotni terapii.

V ramci této diplomové prace jsme porovnavali dva rizné zplsoby odmoteni
NPL ve snaze zjistit, ktery ze dvou zpusobti odmoieni poskytne lepsi vysledky a
piipadné doporu¢it ACR zavedeni G¢innéj§i metody, ktera by byla prakticky pouZitelna
Vv pfipadé zamoteni BOL.

ACR vsoutasné dob& pouziva k prvotnimu odmofeni nekryté pokozky a
piiléhajicich ¢asti vystroje zasazenych OL IPB - 80 (individualni protichemicky
bali¢ek). Zaklad tvoii lahvicka s adsorpénim piipravkem DESPRACH. Ten se pfi
odmoftovani vysype na odmotované misto, OL se nechéd vsaknout do prasSku a poté se
smete z odmofovaného povrchu. Sorbéni u¢ineck DESPRACHU se zvySuje roztirdnim
pfilozenymi tampony (Kassa, 1992).

Tento odmotovaci postup byl v diplomové praci povaZovan za standard,
s kterym byla porovnavana odmotovaci rukavice. Tato rukavice obsahuje pod vnéjSim
pérovitym povrchem DESPRACH. Ten se pii roztirani po zasazené pokozce postupné
uvoliiuje a absorbuje NPL. U obou metod je pouzivand stejnd odmotovaci latka -
DESPRACH.

Vyzkum se v posledni dob¢é zamétil také na nové smési sloucenin pro odmoteni
pokozky zasazené NPL. Jako schopné prostiedky se ukazaly byti kationaktivni a
neionogenni tenzidy, schopné tvofit pénu. Pfislusné slozeni a reologické vlastnosti

(stabilita, schopnost pénit) testovanych smési se hodnoti v in vitro studiich a jejich

41



schopnost odstranit kontaminujici latky z povrchu a transformovat je v netoxické
slouceniny je vyhodnocovéna vin vivo studiich. Rychld a dostatecné efektivni
dekontaminace lidské kuize se zda byt skutecné ptinosnym opatienim v ochrané lidi,
pied smrtelnymi toxickymi ucinky NPL. Objev téchto riznych latek schopnych odmotit
kazi, jejichz aktivita je zaloZzena na vysoké absorpéni aktivité a schopnosti hydrolyzovat
kontaminujici latku je velkym piinosem pro dekontaminaci po zamoteni NPL (Cabal,
2003). Vysledky Cabalovy (2003) studie potvrzuji, Ze Ize dosadhnout dobré odmoiovaci
ucinnosti jak s laboratornimi produkty, tak i s tenzidy produkovanymi v prumyslu, kdy
tenzidy jsou smichany s hydrolytickymi slou¢eninami ve spravném poméru.

Z ptedchazejicich vysledki se zdd, Ze tyto kationaktivni a neionogenni tenzidy
jsou opravdu slibnou budoucnosti v ochran¢ pted toxickymi uc¢inky NPL. Jejich velkou
vyhodou, ale soucasné i nevyhodou je, ze pracuji na zdkladé¢ chemické reakce. Touto
chemickou reakci sice doké&zi konvertovat velmi toxickou latku na netoxicky produkt,
ale nevyhoda spociva v tom, ze ob¢& zGcastnéné latky spolu musi reagovat, a protoze
fyzikéalné chemické vlastnosti BOL se lisi, je tedy tézké najit odmoftovalo, které by bylo
univerzalni a reagovalo se vSemi BOL. Dalsi vyhodou se zda byt skutecnost, ze kromé
dekontaminace vojakt po zamoteni NPL, by mohly tyto smési tvofici pénu chranit pred
sekundarni kontaminaci zdravotnického personalu, zatimco by tento oSetfoval zasazené
vojaky (Cabal, 2003). Nesnadnym ukolem vSak je vytvofit dostate¢né ufinnou smes,
ktera ma soucasné i vyborné reologické vlastnosti a dokaze na pokozce vytvorit
dostateén¢ hustou pénu, kterd nestéka a vydrzi uréitou dobu, potfebnou k odstranéni
kontaminujici latky z povrchu a ke vzniku reakce. Zasadnim problémem je tedy
neuniverzalnost téchto smési a proto je stale jako univerzalni odmofovaci latkou v ACR
pouzivan DESPRACH, ktery se diky svym adsorpénim schopnostem da pouzit
k odmoteni jakékoliv, tedy i neznamé BOL. Teprve ¢as a dalsi vyzkumy ukazi, zda
bude vyménén za G¢innéjsi, ale zaroven stejné univerzalni latku.

V nasi studii jsme jako modelovou BOL pouzili silné toxickou VX latku. Je
znamo, Ze V - latky jsou obecné toxi¢téjsi nez G — slouceniny coz je pravdépodobné
zpusobeno tim, Ze v organismu se V — latky nerozkladaji. U¢inek V — latek (zejména
VX') je v porovnéni se sarinem nebo somanem delSi (Vachek, 1996). VX latka inhibuje
AChE piednostné v perifernim nervovém systému (Bajgar, 1992). Nejvyssi inhibice
AChE v mozku je pak popisovana v pontomedularni oblasti (Bajgar, 1992). | v naSi
studii miizeme tuto skuteCnost potvrdit, i my jsme nejvyssi inhibici AChE zaznamenali

prave v pontomedularni oblasti.
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Mozek je velmi dobfe uspotadany a komplexni organ, obsahujici v jednotlivych
mozkovych strukturach rizné druhy neuromediatorti a pfislusné enzymy. Bylo zjiSténo,
ze mezi bazadlnimi ganglii (konkrétn¢ ve striatu) a mozeckem je minimalné
¢trnactinasobny rozdil v aktivit¢ AChE (Gupta, 2004). Dalsi studie (Bajgar, 2007)
ukazuje, Ze rozdil mezi aktivitou AChE v bazalnich gangliich a ve frontalni kuie je
pétindsobny, coZ je v souladu s Guptovymi vysledky. V nasi studii byl rozdil v aktivité
AChE mezi bazalnimi ganglii a frontalni klirou minimaln¢ dvojnasobny (viz.grafy ¢.8-
11).

Ve vSech jmenovanych studiich, v¢etné nasi, jsou vysledky inhibice AChE
v jednotlivych ¢astech mozku porovnatelné, i presto, ze byly pouzity odlisné NPL,
rizné davky NPL, a také rtizny zpisob jejich podani.

Ve studii Bajgara (2007) je uvadéno, ze 1 pii pouziti nizSich davek, nez jaké
pouZil Gupta (1987, 2000, 2004) jsou vysledky jen mirné odlisné. VX zpusobila
prakticky totalni inhibici AChE v kuife, pontomedularni oblasti, a hipokampu, ale
inhibice ve striatu (bazéalnich gangliich) nebyla témét zaznamenana. Mozkové Casti
majici niz8i AChE aktivitu, jako je mozkova kura, by mohly vykazovat vysSi
procentuelni inhibici hlavné proto, ze obsahuji mensi pocet bun¢k s AChE aktivitou.
Tato interpretace pravdépodobné plati pro vyssi davky NPL (Bajgar, 1972) a mlize byt
platnd pro vétSinu mozkovych ¢asti s vyjimkou pontomedularni  oblasti.
Pontomedularni oblast, ktera ma relativné vysokou AChE aktivitu, byla silné
inhibovana vSemi zkouSenymi NPL (Bajgar, 2007). Pontomedularni oblast je k inhibici
NPL nejvice citlivou ¢asti mozku (Bajgar, 1972). V tomto kontextu je velmi dulezité
zamg¢fit se na pontomedularni oblast, kde je regulovano dychani ptes dechové regulacni
centrum. Utlum hlavnich respiraénich kontrolnich center v pontomedularni oblasti je
povazovan za primarni pfic¢inu vedouci ke smrti (Goswany, 1994; Sungur, 2001; Pope,
2006).

Existuji i ur¢ité pohlavni rozdily v AChE aktivité, které se mohou projevit v
toxikodynamickych studiich, nicméné tyto rozdily nejsou pfiliS§ vyznamné. V
experimentech se tedy pracuje sjednim druhem pohlavi, ale pii srovnavani vysledkt
jednotlivych studii se vétsinou nerozliSuje jaké pohlavi potkana bylo vybréno pro dany
vyzkum. V nasi studii byly pouZity samice albinotického potkana o vaze 230 — 260 g.

V nasi studii jsme VX latku podévali perkutanné in vivo na vymezenou hibetni
¢ast kuze potkanu. Je to jeden z moznych experimentalnich modeld pro intoxikaci NPL.

Domnivame se, Ze tento model nejlépe napodobuje situaci, kterd nastava v praxi pii
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plosné otravé BOL. Je tieba zminit, Ze studii, ve kterych je NPL podavana perkutanné
neni mnoho (napt. Vijayaraghavan, 2004), vétSinou jsou tyto latky podavané in vivo
subkutanné, nebo intravenozne.

Pti perkutannim a injekénim podani se lisi toxikodynamické i toxikokinetické
parametry. Kize hraje velmi dulezitou roli v transformaci topicky aplikovanych
materiald a Cinidel a to pfimou biochemickou preménou. Bylo také zjisténo, ze kiize
obsahuje mnoho enzymi podobné jako v jatrech, které mohou konvertovat inaktivni
molekuly jako napt. polycyklické uhlovodiky na aktivni karcinogeny (Vijayaraghavan,
2004). Vijayaraghavan (2004) dale ve své praci popisuje rizné metabolické cesty sarinu
po dermalni aplikaci, které vedou k rizné toxickym metabolitim a vyvozuje z toho
zaver, ze ackoliv je ve vSeobecném povédomi, ze chemikalie jsou mnohem vice toxické
pokud jsou aplikované injek¢né, nebo piijimané potravou, tak jeho studie jako prvni
dokazuje ze chemikalie aplikované perkutdnné mohou byt mnohem vice toxictéjsi.

Prvni pfiznaky otravy po perkutanni aplikaci VX latky a odmoteni
DESPRACHEM se v nasem experimentu objevily u potkani primérné do 23 minut po
pouziti 4 mg/kg VX latky (odpovida 56% LDsg). Pti pouziti 2 mg/kg VX latky
(odpovida 28% LDsy) se prvni ptiznaky po odmoieni DESPRACHEM objevily
V priméru po 30 minutach. Nastup G¢inku VX latky je napf. ve srovnani se sarinem
pomalejsi, Gupta (1991) ve své studii udava, Ze po subkutannim podani 1ag/kg VX
latky se prvni toxické pfiznaky u potkant objevily do 20 — 50 minut po podani, zatimco
po podani sarinu, nastup G¢inku zaznamenal do 5 — 15 minut. Bajgar (2007) pouzil pro
i.m. aplikaci VX latky 0,5xLDsq a prvni ptiznaky otravy opét pozoroval do 30ti minut.
V naSem piipad¢ by se dalo usuzovat, Zze v zavislosti na davce se objevuji i prvni
pfiznaky otravy, protoZe pii pouziti davky 28% LDsg se prvni pfiznaky jasné objevily
pozd&ji nez u davky 56% LDs. Srovnani s Guptovymi (1991), nebo Bajgarovymi
(2007) studiemi, piinasi jednotny vysledek, ze zhruba do 30 minut se objevuji prvni
ptiznaky, ovSem je tieba si uvédomit, ze v kazdé studii bylo pouzito jiné mnoZzstvi VX a
byla zvolena jina forma podani.

Zajimavé je i srovnani zvoleného zpusobu podani, tzn. i.m. podani dle Bajgara
(2007) a perkut&ni podani v nasi studii. Bajgar (2007) podal potkantim i.m. 0,5xLDsg a
pfitom ze skupiny deseti zvifat ptezila vSechna i bez odmofovaciho zasahu. V nasi
studii jsme v jednom z nasich experimentd pouzili 4mg/kg VX latky a v obou piipadech
jak po odmofteni rukavici, tak po odmoieni IPB uhynuly v obou skupinach, kde bylo po

Sesti potkanech, tfi zvifata. Popsané rozdily mezi perkutanni a intramuskulérni aplikacni
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formou by mohly svéd¢it o vyssi toxicité¢ VX latky aplikované na kuzi.

Zamérné byly také pouzity davky VX latky 2mg/kg a 4 mg/kg, které odpovidaji
28% a 56% LDsp a to ztoho divodu, aby byl tthyn zvifat u jednotlivych davek
vyrazn€j$i a bylo tak mozné 1 podle vysSiho €i niz§iho tthynu porovnat u¢innost obou
zpusobt odmoteni. U davky 4mg/kg byl tthyn zvitat v obou testovanych skupinéch
stejny (3/6), coz nasvédCuje o stejné odmorovaci ucinnosti rukavice a IPB. Pii pouziti
davky 2 mg/kg VX latky se uhyn zvitat liSil. Pfi odmoieni IPB byl zaznamenan pouze
uhyn jednoho potkana (1/6), zatimco pfi odmofieni rukavici byly zaznamenany thyny tfi
(3/6), coz by mohlo nasvédcovat o niz§i odmotovaci ucinnosti rukavice. Tento rozdilny
uhyn zvifat miize byt zpisoben biologickou variabilitou potkant. Nasvédcuje tomu i
fakt, Ze ve skupinach, kde byla pouZzita davka vyssi, tedy 4 mg/kg, byly uhyny u obou
zpusobli odmofteni totozné.

V absorpci NPL pies pokozku a jeji distribuci v organismu je také velky
mezidruhovy rozdil. Ve studii Chilcotta (Chilcott, 2005) sleduji absorpci a distribuci
VX latky u prasete doméaciho. Prase domaéci, jak je vSeobecné zndmo, je nejvhodnéjsim
zvifecim modelem pro studii absorpce latek pies lidskou kiizi. Vysledky této studie
ukazuji, ze in vivo perkutanni absorpce VX latky pies praseci usi je rychla (odpovida
660 pg/cm’ za hodinu) a je také rozsahla (bylo absorbovano vice nez 98% aplikované
davky). Ve srovnani absorpce pokozkou VX latky pies lidskou (hrudni) epidermalni
membranu je pFiblizng 5,5krat mensi (120 pug/cm? za hodinu, Chilcott, 2005).

My jsme pouzili jako modelova zvifata potkany. Absorpce pfes pokozku byla
sice vzdalengj$i lidskému modelu, ale protoze nasim hlavnim cilem bylo porovnat
ucinnost dvou rtiznych zptisobi odmoteni, na vysledek, ze oba zplisoby odmoteni jsou
stejné ucinné, to z hlediska absorpce nemélo vliv, protoze u obou zplisobii odmoteni
jsme pouzili stejna zvifata a zachovali totozné postupy. Navic pouziti potkanii je
Z hlediska manipulace pro laboratorni podminky pfiijatelnéj$i a v neposledni fadé i
financn€ méné narocné.

VSichni potkani, ktefi piezili 24 hodin, byli usmrceni a byly jim odebrany
mozky, ty jsme zmrazili a rozmrazovali az tésné pted preparaci jednotlivych cCasti.
Frontalni kiru jsme odebrali z pfedni ¢asti mozku tésn¢ nad bulbus olfactorius, tak
abychom ho nezaséhli a jen v tenké vrstvé, abychom se nedostali do hlubsi vrstvy. Pak
jsme asi v poloviné mozku vyfizli asi tfimilimetrovy pas a z néj vypreparovali bazalni
ganglia, ktera byla barevné odliSena od ostatnich mozkovych struktur. Nakonec jsme ze

spodni casti mozku vypreparovali pontomedularni oblast. Vypreparované €asti jsme
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poté homogenizovali a homogenat pouZili k méfeni AChE aktivity na spektrofotometru.

Pii porovnani vysledkd v nasi studii jsme nezjistili Z&dne signifikantni rozdily
mezi obéma zkoumanymi zpisoby odmoteni, tedy mezi v armadé pouzivanym IPB a
nove¢jsi variantou, rukavici. Odmotovaci u¢innost v obou testovanych piipadech byla
shodna.

Pouzivani rukavice misto IPB bychom mohli doporucit z hlediska lepsi a
(¢lovek) je rychlost odmoteni vyssi nez pii pouziti balicku IPB 80, protoze v procesu
odmoftovani je vyuzita celd plocha rukavice (dlan¢), zatimco u IPB 80 se odmofuje jen
malou plochou tamponu. Protoze pokus probihal na malych laboratornich zvitatech,
nemohla byt testovana cela rukavice, a to kvuli Spatné manipulaci s rukavici na
pomérné malé zamotené plose. To by mohlo vysvétlovat, pro¢ odmotovaci u¢innost u
obou zpusobt byla stejna, pokud by byl pokus proveden na zviratech vétsich, jako je
napf. prase, mohla by byt k odmoteni pouzita celd rukavice a vysledek by mohl byt
efektivnéjsi, prave diky vétsi plose, ktera je zaroven odmotrovana.

Dilezitym parametrem rukavice je jisté velikost pori, ktera by méla byt takova,
aby se z nich uvolnilo dostate¢né mnozstvi DESPRACHU potiebného k adsorpci NPL a
také se predpokladd jeho vysSi obsah mezi vrstvami rukavice, nez ktery je v IPB, to
Z toho dtvodu, ze DESPRACH z IPB nasypeme na ktzi a roztirame tampony, ale pii
tteni ktize rukavici se DESPRACH z rukavice uvoliiuje postupné a néjaka cast muze
uviznout mezi vrstvami textilie.

Z ekonomického hlediska, pokud porovname Uc¢innost versus cena by naklady
na rukavici byly o néco vyssi nez jaké jsou na IPB, a to z divodu vyssiho obsahu
DESPRACHU v rukavici, material a ndklady na vyrobu. ProtoZe cena DESPRACHU je
pomérné nizka a naklady spojené s vyrobou takové rukavice také nebudou pfili§ vysoke,
Ize zavedeni rukavic misto IPB do ACR doporug¢it i z finanéniho hlediska.

Pro dal$i potvrzeni vysledkii by bylo uZzitecné zopakovat pokus tak, aby bylo

mozné pouzit celé plochy rukavice a pouzit tedy jiné experimentalni zvife, napt. prase.

8 ZAVER
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V rdmci této prace byla provedena srovnavaci studie dvou zadanych zpisob
odmoteni klize zasazenou BOL.

Srovnavanymi metodami byly:

e individualni protichemicky bali¢ek ( IPB — 80 ), pouZivany v ACR
e rukavice, nova alternativa k IPB — 80

Podle naSich vysledkli nebyly prokézané zadné signifikantni rozdily mezi obéma
zpusoby odmoteni a miizeme je tedy povazovat za stejné ucinné.

Pii porovnani inhibice acetylcholinesterazy (AChE) v jednotlivych c¢astech
mozku po expozici NPL naSe vysledky odpovidaly vysledkiim srovnatelnych védeckych
studii.

Domnivame se, Ze na zaklad¢ ziskanych vysledkd by bylo vhodné experiment
opakovat u vétSich pokusnych zvifat, aby mohla byt k odmoteni klize vyuzita cela
plocha rukavice.

Z ekonomického hlediska by bylo mozné zavedeni odmotovacich rukavic do
ACR doporudit, protoze by zfejmé nepiedstavovalo vyrazné navyseni nakladi ve

srovnani s vyrobou IPB-80.

9 SOUHRN

Cilem diplomové prace bylo srovnani dvou zptisobti odmotovaci techniky a to
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standardni pomoci individualniho protichemického balicku IPB-80 a nové s pouZzitim
specialni odmofovaci rukavice.

Pokusy byly provadény na samicich laboratorniho potkana kmene Wistar. Na
vyholenou hibetni ¢ast pokusného zvifete byla nejprve nanesena VX latka a poté
provedeno odmoteni jednim zuvedenych zplisobu. Potkani byli po 24 hodinach
usmrceni dekapitaci a byly jim odebrany mozky.

Aktivita acetylcholinesterazy (AChE) byla métfena ve frontalni klre, bazalnich
gangliich a pontomeduléarni oblasti. Nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil a

odmotovaci G¢innost obou pouzitych metod se ukazala shodna.

10 SUMMARY

Determination of acetylcholinesterase activity in the rat brain after VX
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intoxication and following decontamination

The purpose of theses was to compare two different kinds of decontamination
methods. The first was a standard one using a personal decontamination set IPB-80, and
the second, a new method using a special decontamination glove.

Experiments were conducted on laboratory female Wistar rats. Firstly VX
compound was applied to shaved dorsal rat skin and subsequently one of the
aforementioned decontamination methods was tested. All rats were Kkilled by
decapitation after 24 hours and their brains were removed. The activity of
acetylcholinesterase (AChE) was measured in the frontal cortex, basal ganglia and
pontomedullar area. There was no significant difference observed between the two

methods, the decontamination efficacy of each method being identical.
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