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Souhrn

Byl studovan ochrannyciinek reverzibilnich inhibital cholinesteraz tacrinu a pyridostigminu samotnych
nebo jejich kombinaci siznymi latkami proti inhibici acetylcholinesterdzypgntomedularni oblasti nebo
mozeku potkat zpisobenou latkou VX in vivo, stéjfako prezivani zvat premedikovanychiznymi kom-
binacemi pouzitych latek. Nejlep3i profylaktickgkefbyl pozorovan pro kombinaci pyridostigminu @eb
tacrinu) s benactyzinem, trihexyfenidylem a HI-8m8tny tacrin nebo i jehaizné kombinace nebyly lepSi

nez pyridostigmin.
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Protection of Brain Acetylcholinesterase against lhibition with VX Agent in Laboratory Rats

Summary

Protective effect of cholinesterase reversiblebitbrs tacrin, and pyridostigmine alone or in comdgion
with different drugs against acetylcholinesteras@bition in the pontomedullar area and cerebellafirats
caused by VX agent in vivo was studied as weluasval of animals pretreated with different comdtions
of the drugs used. The best prophylactic effect ets®rved for combination of pyridostigmine (orriac
with benactyzine, trihexyphenidyle and HI-6. Howgetaerine alone or in other combinations had netter
prophylactic effect in comparison with these corabons containing pyridostigmine.

Key words: Benactyzine; Trihexyphenidyle; HI-6; Tacrin; VX; R®rophylaxis; Acetylcholinesterase; Cerebellummtpmedullar

area.

Uvod

Nervow paralytické latky (NPL) pat mezi nej-
nebezpéngjsi a nejaktualgsi bojové chemické lat-
ky sowasné doby (2, 3, 26, 29, 30, 34). Saare
mohou byt (a byly) zneuZity teroristy (3, 27). Navi
celé spektrum latek stejné zakladni strukturyipat
k organofosforovym insekticio, které jsou &né
komekné dostupné a mohou bytipinou nahod-
nych, suicidalnich nebo profesionalnich intoxikaci
(3). V8echna tato fakta jen i@ziuji opravrénost
zajmu, ktery jim je ve i€ vénovan, a to ve vSech
oblastech — mechanismuidku, diagnozy, profy-
laxe i terapie. Hrozba pouZiti celé skupiny latédsp
existenci Umluvy o zékazu a likvidaci CHZ (12)
tedy nezmizela a je stale aktualni.
sarin, soman, tabun, VX-latka a dalsi (2, 3, 26, 30
34). Z hlediska profylaxe je v stasné dob nej-
vice pouzivano podavani reverzibilnich inhibitor
cholinesteraz @@devsim pyridostigmin), kdy rever-

zibilng inhibovana (karbamylovand) acetylcholin-
esteraza (AChE, EC 3.1.1.7), rezistentiniiWPL,

je spontané dekarbamylovana a dekarbamylovany
enzym slouZzi jako zdroj normalni AChE (2, 6, 15, 16
20-23, 25, 29, 33). Profylaktick&iinnost je limi-
tovana davkou reverzibilniho inhibitorupti vys-
Sich davkach je sice dosazeno vysSi profylaktické
G¢innosti, ovdem za cenu vyragdich vedlejSich
G¢inka. V mnoha armadéach je pyridostigmin zave-
den jako profylaktické antidotum proti NPL. Wip
pravku zavedeného VR (PANPAL, s vy3si dav-
kou pyridostigminu) je tento problétasteéne fe-
Sen pidanim dvou anticholinergik, ktera eliminuji
Gcinek vyssi davky pyridostigminu (2, 15, -22P),
avSak i jeho &innost neni Upléidedlni. Druhy pi-
stup je podavanidiné pouzivanych antidot, jakasi
Jécba v gedstihu“, vyZadujici ale dostéte vyso-
kou acasow delSi hladinudchto I&€iv v krvi (2, 6).
Tento problém byl v AR fe3en zavedenim nového
profylaktického antidota TRANSANT, obsahujiciho
reaktivator HI-6 pro transdermalni podani (2, 6, 14
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Podavani jinych farmak jako profylaktik je ve sta-
diu vyzkumu, v sotasné dob bez perspektivy za-
vedeni do praxe vzhledem k iepwdcivym vy-
sledkim (2, 6, 29).

Posledni moznosti je ,vychytani“ NPL v krvi
jese pred dosazenim mista zasahu realizované po-
danim latek s vysokou afinitou k NPL, tj. prepérat
cholinesteraz (scavengery). Tenidspup z&al byt .
intenzivre zkouman v USA (10, 11, 26,2 8) i ve
spolupréaci SCR (6, 8, 31) a vysledky jsou velmi
perspektivni. Cena takového preparatu je vSak rela- =
tivné velmi vysoka. Z hlediska efektivnosti se proto
intenzivre hledaji nové reverzibilni inhibitory, nap
z tady akridii nebo pirozert se vyskytujicich .
latek (4, 16, 23, 24, 29, 34).

V této praci byl srovnan profylakticky efekt
reverzibilniho inhibitoru akridinového typu tacrinu =
(1,2,3,4-tetrahydroaminoakridin) v kombinaci s dal-

§imi latkami a srovnan se s@sré uzivanymi pro-
fylaktiky proti otravam latkou VX u laboratornich .
potkani.

Material a metodika

Zvirata "
Byly pouZity samice laboratornich potkakme-
ne Wistar (BioTest, KonéroviceiR) 0 hmotnosti
180-250 g. Zviata byla ped pokusem 1 tyden =
aklimatizovana ve vivariu katedry toxikologie (kli-
matizovano, sstelny rezim 7.0819.00 h) a krme-
na standardni laboratorni peletovou dietodisup
nem vody ad libitum. Experimenty byly schvaleny
Etickou komisi FVZ UO a LF UK v Hradci Kralové
v souladu s vyhlaskou 207/2004 Sb., o octran
chovu a vyuZziti pokusnych zet. Personal mani-
pulujici se zuiaty byl pedem proSkolen a ziskal
oswdceni o zm@sobilosti pracovat s laboratornimi
zviraty podle § 17 odst. 1 zéakona 207/2004.

Ostatni chemikalie analytick&stoty byly do-
dany firmami Lachema BrnéR a Sigma Aldrich,
Némecko.

Pokusné skupiny
Pro kontrolu byly pouzity nasledujici skupiny
po 10 zviatech (CONT):

CONT FYS: podéan i. m. fyziologicky roztok
(0,1 ml/kg) a o0 20 min poz{ podan ot fy-
ziologicky roztok i. m. v témZe objemu.
CONT Ta: podan i. m. tacrin (10 mg/kg) a
0 20 min pozdji podan fyziologicky roztok
(0,1 ml/kg).

CONT VX: podéan i. m. fyziologicky roztok
(0,1 ml/kg) a o 20 min. poz{ podana i. m.
latka VX v davce 2xLk, tj. 42 pg/kg.

CONT H: podan i. m. HI-6 (15 mg/kg) a o 20
min pozdji podan fyziologicky roztok i. m.
v objemu 0,1 ml/kg).

CONT Tr: podéan i. m. trihexyfenidyl (6 mg/kg)
a 0 20 min pozt)i podan fyziologicky roztok

I. m. v objemu 0,1 ml/kg.

CONT B: podan i. m. benactyzin (9 mg/kg a
0 20 min pozdji podan fyziologicky roztok
i. m. v objemu 0,1 ml/kg.

CONT Py: podéan i. m. pyridostigmin (1 mg/kg)
a 0 20 min pozt)i podan fyziologicky roztok

I. m. v objemu 0,1 ml/kg.

Odbiry byly provedeny za 60 min po druhém
podani.

Experimentalni skupiny po 10 zkdtech byly n&-
sledujici:

Zvitatim ve skupig bylo i. m. podano k&vo
nebo jeho kombinace a za 20 minut bylaiata
intoxikovana i. m. latkou VX v davce 2krat k§)
tj. 42 pg/kg. Za 60 minut po intoxikaci, respcase
uhynuti, byly provedeny odby mozk.

Jednalo se o tyto skupiny:

Chemikalie .
VX-latka (O-etyl S-2-diisopropylaminoetyl me- =
tyl fosfonothiolat)cistoty 98 % byl ziskan od VOZ =

072 Zemianské Kosfany (SR). Benactyzin a tri-
hexyfenidyl byly vyrobky firmy Léiva Praha(R),
HI-6 a tacrin byly syntetizovany na katedtoxi- .
kologie FVZ UO v Hradci Kralové. =
Konskou butyrylcholinesterazu (BuChEg, EC
3.1.1.8) s pvodni aktivitou 20 000 mU/ml daroval
dr. Bhupendr Doctor z Walter Reed Army Institute
of Research, Washington, USA v rdmci spoluprace =
s katedrou toxikologie FVZ UO. =

H-VX: i. m. podano HI-6

B-VX:i. m. podan benactyzin

Tr-VX: i. m. podan trihexyfenidyl

B+Tr-VX: i. m. podan benactyzin a trihexy-
fenidyl

H+ Tr-VX: i. m. podano HI-6 a trihexyfenidyl
H+B-VX: i. m. podano HI-6 a benactyzin
H+B+Tr-VX: i. m. podano HI-6, benactyzin a
trihexyfenidyl

Ta-VX: i. m. podan tacrin

Ta+B-VX: i. m. podan tacrin a benactyzin
Ta+H-VX: i. m. podan tacrin a HI-6
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= Ta+B+H-VX:i. m. podan tacrin, benactyzin a
HI-6

= Py-VX:i. m. podan pyridostigmin

= Py+B-VX:i. m. podan pyridostigmin a ben-
actyzin

= Py+Tr-VX:i. m. podan pyridostigmin a trihe-
xyfenidyl

= Py+B+Tr-VX: i. m. podan pyridostigmin, ben-
actyzin a trihexyfenidyl

= Py+H-VX:i. m. podan pyridostigmin a HI-6

= Py+B+Tr+H-VX: i. m. podan pyridostigmin,
benactyzin, trinexyfenidyl a HI-6

= BUuChE-VX:i. p. podana BuChE

Davky l&iv:

Tacrin 10 mg/kg i.m. (0,28.Dsg)
HI-6 15mg/kg i.m. (0,02LDsg)
Benactyzin 9mg/kg i.m. (OADsg)
Trihexyfenidyl 6 mg/kg i.m. (0ALDsg)
Pyridostigmin 1 mg/kg i.m. (OXLDsg)
BuChE 250 mU/kg i. p. neni toxicka
Odbéry a péiprava vzorku

Odbéry mozku byly provedeny po podigieni

Vysledky

Mortalita pokusnych zvat kolisala podle toho,
co bylo podano — u kontrolnich skupirepivala vSe-
chna zvfata po dvou podanich fyziologického roz-
toku (CONT FYS) a po podani tacrinu a fyziologic-
kého roztoku (CONT Ta). Také po podani HI-6, obou
parasympatikolytik (benactyzin a trihexyfenidyl) i
pyridostigminu Zadné zké ve skupit neuhynulo
(skupiny CONT H, CONT B, CONT Tr, CONT Py).
Po podani fyziologického roztoku a nasledné into-
xikaci VX-latkou (CONT VX) naopak viechna zvi-
fata uhynula v rozmezi 265 min (tab. 1).

U experimentalnich skupin byla mortalita roz-
dilna podle zfisobu profylaxe. Samotné podani oxi-
mu HI-6, benactyzina nebo trihexyfenidylu (H-VX;
B-VX; Tr-VX) nemélo vétSi profylakticky efekt,
uhynulo 46-50 % zvfat ve skupis (tab. 1). Také
u kombinacedchto latek (B+Tr-VX) se nepotito
dosahnout UplnéhagZiti pokusnych zvat. Pokud
byl aplikovan s okma parasympatikolytiky (benacty-
zinem nebo trihexyfenidylem) i oxim HI-6 (H+Tr-
-VX; H+B-VX), mortalita se snizila aipZivala po-
lovina pokusnych zvat. Podani samotného tacrinu
(Ta-VX) nebo pyridostigminu (Py-VX) #o urcity

a. carotis v lehké éterové narkdze za 1 h po druhé profylakticky efekt vyjadeny vice u pyridostigminu.

injekci, resp. okamzitpo uhynuti.

Mozek byl po odbru oplachnut fyziologickym
roztokem a zmrazen-40 °C). Red stanovenim
AChE byly mozky rozmrazenyippokojové tep-
lot¢ a byly z nich vypreparovany pontomedularni
oblast s obsahem retikularnich jader a cerebellum.
Tyto ¢asti byly homogenizovany (Ultra-Turrax ho-
mogenizer, Janke a Kunkel, SRN) 1:10 destilovanou
vodou a v homogenatech stanovena aktivita AChE.

Stanoveni aktivity AChE

Aktivita AChE byla stanovena Ellmanovou me-
todou (13) se substratem acetylthiocholin jodi#oJa
chromogen byla pouzita 5,5 bis-2-nitrobenzoova
kyselina. Principem metody je spektrofotometrické
(Vitatron, Eefde, Holandsko, pagdUVICON 752)
stanoveni SH-skupiny thiocholinu uveélého en-
zymatickou hydrolyzou ze substratii pdeteni
slepého vzorku (spontanni hydrolyza substratu). Ak-
tivita byla vyjadovana jako pkat/kg vihké tkén
nebo jako % kontrolnich hodnot.

Statistické hodnoceni

Vysledky byly hodnoceny dinymi metodami
(pramer, smérodatna odchylka, Studéntt-test) po-
dle gisluSnych prograina PC.

NejlepsSi profylaktickou &nnost vykazovaly kom-
binace tacrin, benactyzin a HI-6 (Tr+B+H-VX), u py-
ridostigminu pak pyridostigmin, benactyzin a trihe-
xyfenidyl (Py+B+Tr-VX), resp. tytoit latky s HI-6
(Py+B+Tr+H-VX): mortalita byla nulova. Stejny
efekt (fFeziti vSech zvat ve skupity) byl pozorovan
také u profylaktického podani BUChE (BUChE-VX).
Aktivita AChE v pontomedularni oblasti a mo-
zedku byla u kontrolni skupiny rozdilna: vy3si akti-
vita AChE byla detegovana pro pontomedularni ob-
last. Po podani VX-latky se aktivita AChE sniZila
vice v pontomedularni oblasti (asi na 20 %) agnén
v moze&ku (asi na 50 %) (tab. 1). Tato ,relativni*
rezistence aktivity AChE v mozku se projevila i
u experimentélnich skupin. Jestlize byly srovnany
relativni hodnoty (tj. procenta aktivity po poddéi
¢iv a VX), byly tyto prakticky u vSech skupin sig-
nifikantré (p < 0,05) odliSné, coz indikuje vyssi cit-
livost AChE v pontomedularni oblasti nez v mbze
ku (tab. 1). Podani parasympatolytik (benactyzin,
trinexyfenidyl) ged intoxikaci VX neovlivnilo ak-
tivitu AChE ani v PM, ani v moz&u, zatimco po
profylaktickém podani reaktivatoru HI-6 byla akti-
vita AChE proti gisté" intoxikaci (skupina CONT
VX) zvySena v obowastech, aviak statisticky vy-
znamig pouze v PM, ale ne v mode..
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Tabulka 1

Aktivita AChE a mortalita u laboratornich potkan @ po riiznych profylatickych zasazich

Skupina Pontomedularni oblast Cerebellum Mortalita Poznamka
CONT FYS 100 100 0/10
CONT Ta 75,7 x 88,6 n 0/10 srovnej (1)
CONT VX 18,2 x 49,4 10 /10 srovnej (5,7)
CONTH 101,1n 103,7 n 0/10
CONT Tr 98,5n 102,6 n 0/10
CONTB 97,8 n 104,2n 0/10
CONT Py 102,3 n 97,4 n 0/10
H-VX 33,5x 52,5 4/10
B-VX 20,9 x 51,7 5/10
Tr-vX 21,0 x 50,3 5/10
H+Tr-VX 32,8 x 55,0 5/10
H+B-VX 34,1 x 54,2 5/10
B+Tr-VX 19,8 x 50,1 4/10
Ta-VX 43,6 x + 58,5 4/10
Ta+B-VX 42,7 56,7 4/10
Tat+H-VX 443 x + 58,3 2/10
Ta+B+H-VX 452 x + 61,2 0/10
sno [P pebieior
Py+B-VX 445 + 58,7 2/10
Py+Tr-VX 45,4 + 57,9 3/10
Py+B+Tr-VX 46,3 % + 58,9 0/10 Jt:tk% 'g’;”l\?gffe je zavedena CR
Py+H-VX 48,3 x + 60,4 4/10
Py+B+Tr+H-VX 46,9 %+ 65,2 0/10 | [shrezentule sqasne podant
BuChE-VX 90,1 n 93,3n 0/10

X ozn&uje statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) aktivAChE v pontomedularni oblasti proti aktii cerebellu.

+ ozn&uje statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) pro a&kti AChE v pontomedularni oblasti proti skugikontrolni intoxikované
VX (CONT VX).

n ozn&uje nevyznamny rozdil v aktiétAChE v pontomedularni oblasti proti skupikontrolni bez intoxikace (CONT FYS);
neni-li n uvedeno, jedna se o statisticky vyznaifms 0,05) rozdil. Totéz plati pro aktivitu AChE erebellu.

AChE aktivita u kontrolni skupiny (CONT FYS) byla pmontomedularni oblast 283,1 pkat/kg, u nitme 61,5 pkat/kg.
Smerodatné odchylky népsahly hodnoty + 15 % u vSech skupin, proto neouyxehlednost uvéashy.

Diskuse také potvrdil dobry profylakticky efekt kombinace
reverzibilniho inhibitoru cholinesterazy, pyridasti
V praci se prokazalo, Ze testovanéivé v po- minu, s benactyzinem a trinexyfenidylem. Tato kom-
uzitych davkach neovlituji aktivitu AChE, & jiz binace vlasté imituje p@ipravek PANPAL (2,15).
v pontomedulérni oblasti, nebo v moéke. Tato Pokud byla pouZita tato kombinace s oximem HI-6,

Zjisteni jsou v souladu s literarnimi adaji (1, 14) a jednalo by se o podani PANPALU a TRANSANTuU
s daty uvadnymi pro atropin (1). V naSi praci se (2, 14). Ri vymén¢ inhibitoru pyridostigminu za
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akridinovy inhibitor tacrin byl profylakticky efekt
podobny, ale ne tak vysoky &idnosti bylo dosa-
Zeno spiSe fiddnim parasympatolytik a reaktiva-
toru. V8echny tyto skud@osti sed¢i pro to, Ze po-
uZiti tacrinu jako profylaktika nema lep3i efekéne
pyridostigmin. Tyto rozdily se projevily je&Stnar-
kantrgji ve vysledcich aktivity AChE. Jednalo se
o stanoveni aktivity v pontomedularni oblasti jako
casti, kde aktivita AChE nejvice odpovidéepvani/
/uhynuti pokusnych ziat, jak bylo demonstrovano
i pro jiné NPL bez l&enici profylaxe (4, 5, 7).
Pontomedularni oblast je velmiiléZitou ¢asti

mozku odpovidajici za dechové funkce (9, 17, 32).

Je-li stanovovana aktivita AChE v celém mozku,
nejsou zmny proti stanoveni v pontomedularni ob-
lasti tak markantni. Aktivita AChE v modeu pak

v hrubych rysech odrazi aktivitu AChE v tét@sti,
avSak jemné rozdily (zejménai perapeutickénti
profylaktickém misobeni léiv) se stiraji a nejsou
statisticky vyznamné. Aktivitu AChE v moda
tedy neni mozné povazovat za Uplreprezenta-
tivni, stejré tak jako aktivitu AChE v celém moz-
ku. Navic aktivita AChE u kontrolnich zeit je

v moze&ku niz8i nez v pontomedularni oblasti, coz
je v souhlase s vysledky Gupty (18), ktery uvadi
v pontomedularni oblasti (brainstem) aktivitu AChE
asi 4,5krat vySSi nez v madea (naSe vysledky
4,6krét). Kassa a spol. (19) uefidnormalni akti-
vitu v homogenatu celého mozku cca 54 pkat/kg,
COZ je 0 ®co niZ8i neZz nami detegovand aktivita
v mozeku (61,5 pkat/kg). # srovnani centralniho
acinku pyridostigminu a tacrinu (vyjéeného jako
citlivost mozkové AChE) byla potvrzena vyssi cen-
trélni (Einnost tacrinu — pyridostigmin prakticky
v pouzitych davkach v mozku nigobi inhibici
AChE, tzn. Ze jeho penetracéep hemato-encefa-
lickou bariéru je minimalni.

Zavéry

1. Intramuskulara podana l&va trinexyfenidyl a
benactyzin v pouZzitych davkach neoiliyi akti-
vitu AChE v mozku.

2. Mozetek neni tak citlivy na zemy AChE jako
pontomedularni oblast.

3. Tacrin je silgjsi centralni inhibitor AChkn vivo
nez pyridostigmin.

4. Profylakticky &inek proti VX-latce je u pyrido-
stigminu \&tSi nez u tacrinu.

5. BuUChE podana profylakticky je velmi dobré pro-
fylaktikum.

6. Kombinace tacrinu s benactyzinem a trihexyfe-
nidylem a HI-6 m& stejny efekt proti VX jako
PANPAL ¢i kombinace PANPAL a TRANSANT
nebo podani BuChE.
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