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1 ABSTRAKT:

Na albinotickych samcich potkant kmene Wistar byla hodnocena
schopnost oximovych reaktivatorii enzymu acetylcholinesterazy (AChE, EC
3.1.1.7) eliminovat projevy neurotoxicity navozené nervovée paralytickymi latkami
in vivo. Ve dvou pokusech byl zviratim podan i.m. tabun, ve tfetim soman, vzdy v
davce 80 % LDso a po uplynuti 1 minuty byla poddana i.m. terapie obsahujici
anticholinergikum atropin (21 mg/kg) vZdy v kombinaci sjednim zvybranych
oximi. Do pokusii byly zairazeny nové syntetizované latky Ko74 a Ko7s, dale pak
obidoxim, trimedoxim a HI-6 jako srovnavaci latka. VSechny testované latky byly
v pribéhu vsech pokusi aplikovany v ekvimolarnich davkach (50 pumol/kg).

Pro hodnoceni jednotlivych projevii tabunem navozené neurotoxicity byla
pouzita metodika Funkéni pozorovaci baterie, ktera obsahuje hodnoceni
senzorickych, motorickych a autonomnich nervovych funkei. Jednotlivé ukazatele
navozené neurotoxicity budou hodnoceny 24 hodin a 7 dni po intoxikaci a
porovnavany s daty kontrolni skupiny, které byl i.m. podan namisto nervové
paralytickych latek a antidot fyziologicky roztok.

Cilem tohoto souboru pokusi je prokéazat pozitivni terapeuticky efekt
testovanych reaktivaitori AChE a hodnotit parametry Géinnosti jednotlivych
terapeutickych kombinaci. V prvnim z experimentt byla pozornost zamétrena
hlavné na stanoveni terapeutické i¢innosti nové syntetizovanych latek typu oximi
Ko74 a Ko7s, v nasledném pak byl efektivnéjsi z nich znovu testovan. V poslednim
zfady pokusti jsme hodnotili Gc¢inek téchto oximu vuci otravé jinou nervoveé

paralytickou latkou, somanem.



2 UVOD DO RESENE PROBLEMATIKY:

Organické slouéeniny obsahujici ve své molekule fosfor, k nimz jsou razeny i
nervove paralytické latky (NPL), maji Sirokou biologickou aktivitu, ktera zahrnuje
projevy mutagenni (triethyfosforamid), teratogenni a karcinogenni (cyklofosfamid),
nefrotoxické (dimetylfosfat), myelotoxické nebo pneumotoxické. Neékteré z téchto
latek poskozuji pankreas a varlata (tri—o—kresylfosfat), dalsi mohou ovlivnit
psychomimeticky nervovy systém (psylocibin) nebo mit uacéinky depresivni
(trietylfosfat) (Bajgar 2004).

Organofosforové slouéeniny vsSak také hraji velmi vyznamnou roli v Zivych
organismech, v proteosyntéze, metabolismu a dalSich syntetickych reakcich. Jsou
také dilezitou soucasti nukleovych kyselin a enzymatickych systémii, jako koenzymy.
Organické fosfaty jsou také dilezité venergetickém metabolismu (ATP,
fosforylované sacharidy), dale jsou pak dtleZité v roli neuromediatort (Bajgar 2004).

Prvni latky s nervové paralytickym tcinkem byly syntetizovany chemikem
Schraderem, ktery vroce 1935 popsal ptfi vyzkumu novych insekticidi vyznamné
toxické ucinky u N, N-dimethylamidofosforyl fluoridu (Bajgar 1996). Schradertv
vyzkum pozdéji vedl k cilené syntéze NPL (Prymula 2002).

Problematika otravnych latek, tedy také NPL, je v této dobé opét velmi aktualni.
Nékteré staty stale vlastni obrovska mnozstvi chemické munice obsahujici NPL.
Jedné se o staré zasoby, které nejsou urceny k pouziti a maji byt likvidovany. I pies
existenci celosvétové Umluvy o zikazu chemickych zbrani hrozi jejich zneuZiti
kdekoli ve svété a to nejen na poli valeéném (KuneSova 2005). Je zndmo, Ze sovetska
armada zneuzivala chemické zbrané v Afganistanu. Udalosti na Blizkém vychodé
v letech 1980-1988 (iracko — iranska valka) i 1990—1991 (valka v zalivu — Gulf War)

potvrdily, Ze se nejedna pouze o velmoce (Prokes 2005).



Vzhledem k jejich velmi snadné syntéze a pouziti mohou byt tyto latky zneuzity
i riznymi teroristickymi skupinami. Prvni teroristicky tutok NPL proti civilnimu
obyvatelstvu byl zaznamenan v roce 1994 v Matsumotu (Japonsko) a o jeden rok
pozdéji také v Tokiu (Morita 1995, Ohbu 1997). Pri itoku sarinem v stanici podzemni
drahy bylo témito latkami poskozeno pres tisic lidi a dvanact zemielo (Nagao 1997).

Vzhledem k témto skuteénostem a soucasné mezinarodni politické situaci i
historickym zkusSenostem je kladen velky tlak na vyzkum vojensky pouzitelnych

chemickych zbrani a vyvoj 1écebnych prostredki proti jejich tcinkim.

2.1 Zastupci NPL a jejich charakteristika:

2.1.1 Zakladni zastupci NPL:

NPLse vyznacujici vysokou toxicitou vii¢i teplokrevnym organismtim, a tedy i
savctiim. Pro svou jednoduchou vyrobu, snadnou pouzitelnost a rychly nastup aéinkt
patii k nejvice nebezpecnym bojovym chemickym latkam. Déli se na dvé skupiny,
které jsou obecné oznacovany jako G latky a V latky.

Organofosforové latky, které jsou velmi efektivni inhibitory cholinesteraz,
vyhovuji tzv. Schraderovu pravidlu ¢ty substituenti. Které 1ika, ze vysokou inhibic¢ni
ucinnost budou mit latky se ¢tyfmi riznymi substituenty na atomu fosforu, ptricemz
jeden ztéchto substituenti bude pii nukleofilnim ataku snadno odstupovat
(Schrader 1950).

Skupina téchto latek je oznaCovana jako G-série NPL, protoze byly
syntetizovany némeckymi védci (German scientists) (Bajgar 1996). Jako prvni byl
pripraven tabun (GA: O-ethyldimethylamidokyanofosfat) v roce 1936. Sarin (GB:

O—isopropyl-methylfluorofosfonat) byl poprvé syntetizovan v roce 1938, nasledoval



soman (GD: O-pinakolyl-methylfluorofosfonat) vroce 1944 (Koelle 1963). Soman
byl jiz pripraven na podkladé farmakologického testovani, jednd se o toxictéjsi
analog  sarinu. Jako  posledni byl pripraven  cyklosarin  (GF:

cyklohexylmethylfluorofosfonat) v roce 1949 (Bajgar 1996).

Tabulka 1: Struktury vojenskych organofosforovych sloucenin, G serie:

CH 3\ CH3
- O
CH3 P - P
/ \ CHy \ /
CHs CH3 F
Sarin Soman

CH ;CH ,0O I:)/O Fe //O
HaN o o)
cHe CH3
Tabun Cyklosin

Takzvand V - série, kterd zahrnuje latku VX byla syntetizovana pozdéji
(Zajtchuk 1997). Byla ptipravena na zakladé tajné ziskanych némeckych materialt po
rozsahlych farmakologickych a chemickych studiich Americany a Brity (Prymula
2002). Vyvoj novych OL snervové paralytickym uacéinkem byl po roce 1945
orientovan predevSim na zvySeni toxicity a permeability neporusenym koznim
povrchem. Nejvétsiho vojenského vyznamu dosahla latka VX: O-ethyl-S-(2-

vvvvv

organofosfatem pro ¢loveka (Prokes 2005).



Tabulka 2: Struktura vojenskych organofosforovych sloucenin, V serie:

CH;—CH,—O //O (l:HB CH
\p\ /CH/ 3
cH{ S—CHy—CHy—N_ o
cH—CHe
CHy
VX

2.1.2  Fyzikalné — chemické vlastnosti:

Latky tfazené do G serie miiZzeme charakterizovat jako bezbarvé kapaliny
podobné vodé. I ve vyssich koncentracich maji prakticky zanedbatelny zapach, pouze
sarin se vyznacuje slabou viini po ovoci (Kassa 1993). Jsou rozpustné ve vodé a
dobfe v organickych rozpoustédlech. Je pro né charakteristickd vysoka té€kavost,
takze nejpravdépodobnéjsi branou vstupu do organismu jsou dychaci cesty (Patocka
2004a).

Latka VX je bezbarva, méné pohybliva kapalina bez vyraznéjsiho zapachu. Ve
vodé je Spatné rozpustna, dobre v organickych rozpoustédlech a tucich. Je pro ni
charakteristicka nizka tékavost, takZe zamori terén i vodu na dlouhou dobu, v zimé
az na dobu 16 tydnt (Kassa 1993).

Organofosfaty maji vysokou lipofilitu, velmi snadno se vstrebavaji a prostupuji
vSemi bariérami véetné neporusené kiize (kontaktni jedy — V-latky) (Lincova 2002).
morfologické zmény (Kassa 1993). Intoxikace organismu se vyviji velmi rychle,

k amrti mize dojit i béhem nékolika minut.



2.1.3 Vyuziti latek obdobnych struktur v jinych odvétvich:

Slouceniny stejné zakladni struktury jsou bézné pouzivany i v jinych odvétvich.
Jsou to Cetné uzivané technologicky pomocné latky v primyslu, hlavné pak jako
zmékcovadla, hydraulické kapaliny, lubrikac¢ni aditiva, plastifikatory a antioxidanty.

Organické derivaty fosforu byly v minulosti ¢asto uzivany k veterinarnim
ucelim. V dnesni dobé jsou jiz pouzivana pouze dvé 1éciva z této skupiny. Metrifonat
je lécivem endoparazitalnich i ektoparazitalnich infekci zvirat (Lamka 1998).
Druhym lé¢ivem je pak Dichlorvos, uzivan je jako endoparazitikum.

Nejsirsiho pouziti dosahly tyto latky v zemédélstvi jako pesticidy, kde jsou dnes
bézné dostupné (Patocka 2004a). Pesticidy zacaly byt ve vétSim méritku pouzivany
od 2. svétové valky. Organické slouceniny fosforu, zasluhou vysoké ucinnosti,
nahradily méné toxické chlorované uhlovodiky. Skupina organofosfati se lisi od
chlororganickych pesticidi rychlym rozpadem, takze nedochéazi ke kumulaci
v Zivotnim prostiedi a organismech. V zemich, kde se pesticidy tohoto typu pouzivaji,
zapricinuji kazdorocné velky pocet profesionalnich, suicidalnich i ndhodnych otrav
(Voprsalova 1996).

Otravy organofosforovymi insekticidy (OFI) predstavuji celosvétovy
zdravotnicky problém — dle Svétové zdravotnické organizace (WHO) se jimi ro¢né
intoxikovano kolem 2 000 000 lidi a z nich priblizné 200 000 na nasledky otravy
zemre (Karralliedde 1999). Profesiondlni a nahodné otravy jsou vramci
celosvétového meéritka nejcastéjsi vrozvojovych zemich jako disledek selhani
bezpec¢nosti prace vzemeédélstvi. Tyto otravy tvoii az jednu polovinu vsech

zaznamenanych intoxikaci. OFI byvaji téz casto zneuzivany v sebevrazedném tumyslu

(Eddleston 2000).



Tabulka 3: Prehled organofosfatii uzivanych ve veterinarni medicin€ a insekticidi:

CH3—O o—CH—c(CI
— —
SRS cl CFbO\
CH;—O O P—S—ICH—CCCEHZCH;
CHO
CH-COOCH,CH;
Dichlorvos Malathion
CI-bCI-bO\II CH3CH,CH— s\ P
C"hCHzO/ CH3CH,—O )
Cl
Parathion Profenofos
CHs— /CH S
N 3 CH3O CH
CHy~ \P/ CH, N ik
CH30” \o—<i>|\|o2
Dimefox Fenitrotion

Dale pak jsou tyto latky pouzivany k lékarskym tuceliim jako ophtalmologika a

také k védeckym tceltim, kdy jsou studovany jako jedna z moznosti vyuziti v terapii a

prevenci demence Alzheimerova typu a také pro studium nervovych funkei.

Tabulka 4: Struktury uzivanych organofosfatii v oftalmologii:

CHa CH.CH.,O |(|)
CHy™ SO\ 2 ® e >P—O—®'NOZ
CHa /CH—O/ F | CHCHO
CH3
DFP Paraoxon
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2.2 Charakteristika NPL uzitych v pokusu:

Tabun:

Jeho akutni toxicita je velmi vysoka a zavisi na brané vstupu do organismu.
Nejzavaznéjsi branou vstupu vzhledem k vysoké tékavosti latky jsou dychaci cesty.
Odhadovana stiredni letalni koncentrace v ovzdusi vedouci po 1 minutové expozici ke
smrti 50 % exponovanych nechranénych osob se pohybuje mezi 0,03 a 0,08 mg.l-.
Stfedni letalni davka pri zamoreni nechranéné kiize se pohybuje mezi 0,7 az 7,0
mg.kg! hmotnosti exponovaného jedince (Kunesova 2005).

Prestoze tabun patfi mezi nejstar§i NPL, antidotni terapie akutnich otrav touto
noxou nebyla dosud uspokojivé vyreSena. Obtizna reaktivovatelnost tabunu vyplyva
jednoznacéné zjeho struktury, ktera je odliSna od dalSich latek ze série G. Jednou
z nejdtlezitéjSich  odliSnosti v jeho chemické struktufe je pritomnost
dimethylamidové skupiny (CH3).N- misto methylové CHs-. Tato diference je ziejmé
pri¢inou rozdilu v reaktivovatelnosti inhibovaného enzymu s pyridiniovymi oximy.
Pro reakci latek typu oximu, resp. oximatového aniontu, ktery je ticinnou formou
reaktivatoru, je nezbytny elektronovy deficit ve vazbé, kterd ma byt Stépena. U
tabunu je vsak vznikajici elektronova deficience eliminovana volnym elektronovym

parem amidického dusiku a atak nukleofilu je tim znemoznén nebo alespon ztizen

(Cabal 1999).

Soman:

Odhadovana stfedni letalni koncentrace této NPL v 1 m3 ovzdusi vedouci po 1

minutové expozici ke smrti 50 % exponovanych nechranénych osob je udavana

11



hodnotou 70 mg. Stiedni letalni davka pti zamoreni nechranéné kéize po dobu 1
minuty se pohybuje v okoli hodnoty 10 000 mg na m2 kiiZe exponovaného jedince,
v pribéhu prostupu nedochazi k poskozeni kiize.

Polocas intoxikace je velmi kratky, dochéazi krychlému nastupu priznakd,
polocas detoxikace v organismu je dlouhy, jelikoz dochézi ke kumulaci v tukovych

tkanich.

2.3 Farmakokineticka charakteristika:

Organofosfaty se jako vysoce lipofilni latky velice rychle absorbuji, pokud
neobsahuji v molekule kvarterni dusik (napi. echothiofonat). Do organismu savc se
dostavaji vSemi branami vstupu véetné spojivek a neporusené kize (Voprsalova
1996). Perkutanni absorbci navic usnadnuji rtiznd rozpoustédla, kterda mohou byt
napfiklad soucasti insekticidnich pripravkia (chlorované uhlovodiky, xylen, toluen).
Pti expozici organismu je kromé intraven6zniho (i. v.) podani pozorovano zpozdéni,
které je dano priinikem NPL biologickymi membranami (Patocka 2004a). Nastup
piiznaki intoxikace a jejich intenzita zavisi na davce a brané vstupu organofosfati
do organismu. Pii inhalaci se priznaky objevuji jiz po nékolika minutach, pti
peroralnim (p.o.) podani za 15 minut az 1 hodinu, po kozni absorbci za 2 — 3 hodiny
(Voprsalova 1996).

Po vstupu NPL do intoxikovaného organismu zde probihaji dalsi tii faze u¢inku
NPL: transport, metabolizace a vlastni toxicky efekt (Patocka 2004a). Transport
NPL je zajistovan krevnim obéhem, jimz je latka zanesena na misto metabolického
nebo toxického efektu.

Metabolismus organofosfatii je pak vysledkem biochemickych reakeci, jejichz

nasledkem z toxikologického hlediska muze byt detoxikace materské latky, ale
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v nékterych piipadech mutze dojit kzachovani ptivodni toxicity nebo tvorbé
metabolitl s vy$Sim uc¢inkem a i vysSsi toxicitou - tento mechanismus je znam u
organofosforovych insekticidi, napf. paraoxon vznikly zparathionu (Voprsalova
1996). NPL (zejména soman) se mohou deponovat vtukové tkani, ze které jsou
postupné vyplavovany, tim dojde k prodlouzeni ac¢inki toxické latky na organismus.

Vlastni toxicky efekt je pak v centralnim a perifernim nervovém systému a na
nervosvalové ploténce, kde NPL inhibuje acetylcholinesterdzu (AChE), ktera jiz
nemize S$tépit acetylcholin (ACh) a na cholinergnich synapsich se projevi dtsledky
jeho zvySené koncentrace (Patocka 2004a).

Vlastni toxicky efekt je realizovan jen zlomkem podané davky NPL, zbytek
podané davky predstavuji ztraty, vznikajici nejriznéjSim zptsobem. Ztraty mohou
dosdhnout podle druhu NPL az 99 %. V krevnim obéhu reaguje NPL s esterazami ci
dalsimi enzymy (butyrylcholinesteraza, BuChE, karboxylesteraza a fosforylfosfataza
v plazmé€), vazba NPL na tyto enzymy nevyvola zadné klinické priznaky, takze tyto
pusobi jako scavengery (vychytavaci). Vazou na sebe cast davky, ktera vstoupila do
vnitiniho prostiedi organismu a vyrazuji ji z vlastniho toxického tcinku. Je to velmi
dulezity déj, protoZe se predpoklada, ze pouze 1 — 3 % z celkové davky se dostane na
misto toxického ucinku, tedy k cholinergnim synapsim periferniho a centralniho

nervového systému (Patocka 2004a).

2.4 Farmakodynamicka charakteristika:

Mechanismus piisobeni NPL v organismu je inhibice zivotné dilezitého télu
vlastniho enzymu AChE. AChE vorganismu zodpovida za hydrolyzu klicového
mediatoru nervového systému ACh (Voprsalova 1996). Pro velmi pevnou vazbu na

molekulu AChE pretrvava jejich ticinek dlouhodobé (dny, tydny) a mohou se objevit i
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pozdni, zejména neurotoxické komplikace zpiisobené inhibici tzv. neurotoxické
esterazy (NTE) (Lincova 2002). Ztoho vyplyva, Ze za akutni projevy intoxikace a

pozdni projevy zodpovida télu vlastni ACh.

2.4.1 Acetylcholin:

ACh je neurotransmiterem (NT) parasympatiku. Uvolniuje se na vSech
pregangliovych zakoncenich, na postgangliovych zakoncenich parasympatiku a
nékterych vlaken sympatiku - vazodilataéni vldkna cév kosternich svalii, neurony
potnich 7laz (Trojan 2003). ACh je syntetizovan v cytoplazmé neuroni z acetyl —
CoA a cholinu. Limitujicim krokem v tomto procesu je rychlost privodu cholinu
(Martinkova 2002).

Vznikly NT je pak aktivné prenasen do vezikul, ve kterych je skladovan.
Mnozstvi ACh skladovaného v jedné vezikule kolisd od 1 000 do 50 000 molekul a
jeden motorické neuron obsahuje 300 000 i vice vezikul (Lincova 2002). Uvolnéni
ACh z vezikul nervového zakonceni je iniciovano vzruchem, ktery po dosazeni
nervového zakonceni otevira napétim rizené kalciové kanaly (N-podtyp, neuronalni).
Influx kalcia presynapticky aktivuje fadu proteini (synaptobrevin, synaptotagmin,
SNAP atd.) asociovanych s membranou zasobnich vezikul a s presynaptickou
membranou (Martinkova 2002). Tim je umoznéno splynuti membrany vezikul se
synaptickou membranou a disledkem je synchronizované vyliti obsahu urcitého
poctu (kvanta) vezikul do synaptické stérbiny. MnoZstvi uvolnéného NT je timérné
mnozstvi kalciovych ionti, které vstoupily do cytoplazmy nervového zakonéeni
(Lincova 2002).

Po prichodu ACh synaptickou S$térbinou dochazi ke kontaktu s

acetylcholinovym receptorem na postsynaptické membrané. Navazanim se zméni
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konformace receptoru a membrana neuronu se stane propustna pro ionty, které
zacnou proudit do bunlky a zbunky a vznikly elektricky potencial se dal Siri po
nervovém vlakné jako elektricky impulz k dalsi synapsi (CNS, vegetativni ganglium).
Jednéd-li se o membranu cilovych tkani, dochazi primo kvyvolani
parasympatomimetickych aéinkt. Po rozloZeni acetylcholinu se receptor vraci do

ptvodniho stavu (Patocka 2004a).

2.4.2 Acetylcholinové receptory:

Acetylcholinové receptory (AChRs) vCNS savei muiZzeme rozdélit na
muskarinové a nikotinové na zakladé schopnosti prirodnich alkaloidii, muskarinu a
nikotinu, které maji na téchto receptorech stejny efekt jako ACh (Palacios 1991).
AChRs také zprostredkovavaji synaptickou transmisi na nervosvalové ploténce.
AChRs, které vykazuji rychlou excitacni akci ACh, jsou nazyvany nikotinové AChRs
(nAChR), protoZze mohou byt aktivovany nikotinem (Patocka 2004b). NAChR se
nachazeji ve vegetativnich gangliich, v kosternich svalech a v mozku (Trojan 2003).
AChRs, které zprostiedkovavaji pomalou akci acetylcholinu se nazyvaji muskarinové
AChR (mAChR), protoze mohou byt aktivovany muskarinem (Patocka 2004b).

NAChRs zprostiedkovavaji priichod draselnych a sodnych iontd skrz
synaptickou membranu. Existuji dva typy téchto receptorti: neuromuskularni
nAChRs, které prenaseji signaly mezi nervovou a svalovou bunkou a neuronalni
nAChRs, které muZeme najit vnervovém systému. NAChRs maji zna¢nou roli
v projevu ztraty nocicepce, kognitivnim vykonu, modulaci postizeni a zvysSenim
uvolnovani dalsich neurotransmitert (Patocka 2004b). Tyto receptory obsahuji pét

stejnych  podjednotek, které jsou usporaddny homopentametricky nebo
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pseudopentametricky, v zavislosti na typu pritomnych podjednotek (Le Novere
2002).

MAChRs byly poprvé definovany na zakladé selektivniho piisobeni agonisty
muskarinu a antagonisty atropinu (Paton 1952). MAChR existuje v nékolika typech
(M1 — M5), tyto typy maji tkanovée specifickou predlohu pro transkripci (Volpicelli
2004). Tyto receptory jsou pritomny v neuronech v centrdlnim a perifernim
nervovém systému, v srdecnim svalu a hladkych svalech a rtznych exokrinnich
zlazach (Hirota 2001).

M2 receptory jsou lokalizovany primarné vsrdecni tkani a jsou také
exprimovany v mensim mnozstvi v hippocampu, mozkové kiie, striatu, thalamu,
plicich, vas deferens a déloze (Patocka 2004b). Na periferii, mAChRs
zprostredkovavaji kontrakce hladkého svalu, zlazovou sekreci, a modulaci srde¢niho
rytmu a kontraktility. V. CNS zprostiedkovavaji motorickou kontrolu, regulaci
teploty, regulaci krevniho tlaku a ovlivnéni paméti (Scarpeto 2003).

Pri blokovani AChE dochézi k hromadéni ACh v synaptické Stérbiné a jeho
nepretrzitému pisobeni na receptorech, které jsou ulozeny na postsynaptické
membrané. Je tedy patrné, Ze dochazi k celkovému ovlivnéni organismu a to jak na
urovni vedeni vzruchu, tak i pfimym ovlivnénim organt s parasympatickou inervaci
na kterych pak prevladne plisobeni parasympatiku (parasympatominetické

pusobeni).

2.4.3 Acetylcholinesteraza:

AChE se vyskytuje pfimo v synaptické stérbiné a jejim primém okoli, dale pak
na nervosvalové ploténce, v cervenych krvinkach a v CNS. AChE je vazani na

bunééné struktury, predev§im na membrany. AChE existuje v rtznych
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molekularnich forméach, napt. asymetricka a globuldrni forma, nebo mtze byt
clenéna dle mnozstvi podjednotek na monomer, dimer a tetramer (Massoulie 1993).
Bylo dokazano, ze tyto jednotlivé formy jsou rozdilné lokalizovany v neuronu.
Monomerni AChE (tzv. G1) je uvolilovana z bunék v pritomnosti solnych roztoki, coz
poukazuje na to, Ze se nachazi v cytosolu, tetramerni AChE (tzv. G4) je uvoliiovana
v roztocich obsahujicich detergenty, tato skutecnost vede k zavéru, ze G4 je forma
vazana na membrany (Rieger 1976).

Za normalnich okolnosti je tento degradacni enzym v nadbytku, nebot velmi
rychlé ukonceni ptisobeni ACh je pro organismus zivotné dilezité. Cholinergni
impulzy mohou vést kuvolnéni az 1 000 ,kvant® ACh za sekundu a pri
nedostate¢ném rozkladu hrozi kumulace ACh a cholinergni krize (Lincova 2002).

Molekula AChE je tvorena dvéma peptidovymi retézci, ty se oznacuji alfa a beta.
Retézec beta obsahuje beta—anionické misto a gama-anionické misto (oblast
hydrofobnich interakei). Aktivni misto enzymu je na alfa fretézci, sklada se z alfa-
anionického mista (tvoreno karboxylem kyseliny asparagové, pripadné glutamové) a
esterického centra v némz dilezitou roli hraje aminokyselina serin (Hartl 2001). V
jeho blizkosti se nachazeji jesté dalsi aminokyseliny, histidin a glutamova kyselina.
Aktivni misto je umisténo v hluboké a zké prohlubni, na jejimz povrchu se nachézi
vétsi mnozstvi aromatickych zbytkd (Dougherty 1990).

Podle nejnovejsi teorie prave tento elektronoveé bohaty systém prostrednictvim
kation-1t interakce zajistuje vazbu kvartérniho dusikového atomu substratu k
aktivnimu mistu enzymu. Ptavodni teorie predpokladala vazbu kvarterniho
dusikového atomu substratu k tzv. anionickému mistu, tvoreného karboxylovou
funkci glutamové kyseliny (Majewski 1979).

Interakce AChE a ACh se podoba jeho interakei s receptory. K hydrolyze ACh

u¢inkem AChE dochazi tak, ze se molekula substratu primkne k aktivhimu centru
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enzymu. Takto navazany ACh se pak stépi na cholin a zbytek kyseliny octové (acetyl).
Cholin je na enzym vazan jen slabymi vazbami a proto je posléze uvolnén. Acetyl se
prenese z ACh na volnou hydroxylovou skupinu, kterou obsahuje serin. Vznika tak
acetylovand AChE, ktera je béhem zlomkd sekundy reaktivovana hydrolyzou na
kyselinu octovou a AChE (Hartl 2001). Tato reakce probiha velmi rychle, je to dano
fadou konformacnich zmén v molekule acetylované AChE. Acetylovany enzym je
nestaly a v pritomnosti vody rychle deacetyluje, ¢imz se obnovuje jeho nukleofilni
hydroxymethylova skupina serinu (Dougherty 1990). Jedna molekula enzymu
hydrolyzuje radoveé 105 - 106 molekul acetylcholinu za minutu.

AChE obsahuje kromé aktivniho mista i jin4 vazebna mista, tzv. allostericka,
kam se mohou vézat i dalsi ligandy. Ty nemusi mit strukturu podobnou nativnimu
substratu a k vyvolani vyrazné zmény enzymové aktivity sta¢i i velmi malé
koncentrace téchto latek. Piitomnost téchto allosterickych mist byla v pripadé AChE
prokazana kinetickymi studiemi i pomoci monoklonalnich protilatek (Barak 1995).

Druhym degrada¢nim enzymem je tzv. pseudocholinesteraza (cholinesteraza,
téZ butyrylcholinesteraza), ktera prednostné rozklada jiné substraty nez ACh
(Lincova 2002). V lidském té€le je syntetizovana v mnoha tkanich, zahrnujice jatra,
plice, srdce a mozek (Patocka 2004b). Po dlouhou dobu byla fyziologicka funkce
BuChE nejasnad. V nynéjsi dobé jiz byla role BuChE upiesnéna, naptiklad
v lipoproteinovém metabolismu (Kutty 1994), bunééné adhezi a neurogenezi (Layer
1995), v procesu vychytavani toxickych molekul (Schwarz 1995), a v procesu tvorby

amyloidovych prekurzorovych proteini (Balasubramanian 2001).
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2.4.4 Interakce AChE a NPL:

AChE miize byt inhibovana celou radou latek. Je-li jejich inhibi¢ni Gcinek
zalozen na nevazebnych interakcich, jedna se o reverzibilni proces (napt. v pripadé
kvartérnich amoniovych soli véetné reaktivatort). Neékteré typy sloucenin vSak
reaguji s hydroxymethylovou skupinou serinu za vzniku kovalentni vazby. Je-li
vznikly komplex stabilni, jedna se v podstaté o ireverzibilni inhibici.
které je tvoreno hydroxylovou skupinou serinu, tzv. a-anionické misto (Bajgar 1991).
Uéinek organofosfati spo¢iva v kovalentni vazbé fosforu na OH-skupinu molekuly
serinu v esterickém centru AChE. Tato fosforylace centra odpovida acetylaci, coz je
mezireakce pti hydrolyze ACh. Defosforylace na rozdil od deacetylace probiha tak
pomalu, Ze simuluje ireverzibilni poskozeni enzymu: aktivni centrum totiz uz neni
k dispozici pro hydrolyzu ACh. ACh neni ,schopen“ vytésnit zbytek kyseliny
fosforeéné od enzymu, organofosfaty jsou tedy ve vztahu k ACh nekompetitivni
inhibitory (Liillman 2004).

Vazba organofosfatu na AChE probiha ve dvou fazich. V prvni fazi je vazba je
reverzibilni a tuto mtzeme ovlivnit reaktivatorem. Rychlost prechodu na druhou,
nevratnou formu (toto nazyvame ,starnuti, anglicky ,aging“) je u jednotlivych
organofosfatl rtizné rychly. U nékterych jsou to sekundy (soman), u jinych i hodiny
(VX) (Prokes 2005). Po chemické strance se jedna se o dealkylaci — odstépeni
alkylové skupiny z komplexu inhibitor-esteraza. Rychlost starnuti tedy zavisi na
alkylové skupiné, ktera je navazana na fosfor (Patocka 2004b). Starnuti je
v nékterych publikacich také popisovano jako rozstépeni jedné z vazeb kysliku na

fosfor, ¢imz dojde k zesileni vazby fosforu na enzym.
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Proto je tendence vyuzivat jako insekticidy takové inhibitory cholinesterazy,
které jen pomalu a z malého procenta starnou, naproti tomu jako bojové latky vyvijet
takové slouceniny, které starnou obzvlast rychle, takze po vzniku otravy neni mozné
enzym reaktivovat (Liillman 2004).

Fosforylovand AChE mitize podlehnout spontanni hydrolyze (Vandekar 1957,
Davison 1955). Spontanni znovuobnoveni aktivity (reaktivace) inhibovaného enzymu
probihd velmi pomalu, stejné jako syntéza AChE de novo (Patocka 2004a). Trva
priblizné 50 dni, nez se AChE v mozku plné regeneruje. V bezjadernych erytrocytech,
které nejsou schopny syntetizovat bilkoviny, se zotavi jejich enzymova aktivita az po
nahrazeni otravenych bunék novymi erytrocyty. Nebezpeéné priznaky otravy vymizi
vsak jiz vokamziku, kdy se obnovi pouhy zlomek normaéalni enzymové aktivity
(Liilllman 2004). Spontanni regenerace je chemicka reakce a je tedy zavisla na

mnozstvi enzymu, teploté a pH organismu (Patocka 2004b).

2.5 Problematika intoxikace NPL:

2.5.1 Klinicky obraz akutni intoxikace:

Podstatou klinického obrazu otravy organofosfaty je nahromadéni ACh na
mistech jeho fyziologického wéinku. Podle toho, na kterych receptorech nastava
nahromadéni ACh a tedy nadmeérny prenos vzruchii na periferii, rozdéluji se klinické
priznaky otravy na muskarinové, nikotinové a centralni (Voprsalova 1996).
V zavislosti na stupni intoxikace mohou byt tyto priznaky vyjadieny v riizné mire.
Priznaky muskarinového typu jsou dané akumulaci ACh na synapsich vegetativniho
systému, priznaky nikotinové pak hromadénim ACh na neuromuskularnich

ploténkach motorickych nervii a v gangliich. Centralni ptiznaky jsou vyvolany
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nerovnovahou mezi cholinergnim prenosem nervového vzruchu a ostatnimi
neuromediatorovymi systémy v CNS (Bajgar 1991).

Nejcasnéjsim projevem intoxikace je zizeni zornic (mi6za) doprovazena
poruchou akomodace zpiisobenou znehybnénim ciliArniho svalu, tedy obecné
zhorSenym vidénim. Dal$imi piiznaky muskarinového typu jsou pak piekrveni a otok
nosni sliznice, zvySena cinnost slinnych, slznych a potnich zlaz. Zavazné jsou
priznaky v bronsich a to je obstrukce dychacich cest (zvySenou sekreci bronchialnich
zlazek a zuZenim bronchi), tim se prodluzuje vydech, coz miize vést az k dusnosti,
bolesti na hrudi ¢i kcyandze, dile pak na hladké svaloviné traviciho traktu
(nechutenstvi, nausea, zvraceni, kfece, prlijem, tenesmy a nucend defekace) a
mocového méchyte, kdy se zvysSuje frekvence moceni (Kassa 1993). Na srdci je
v dtsledku zvySeného tonu parasympatiku pozorovana bradykardie a také pokles
krevniho tlaku (Patocka 2004a).

Nikotinové priznaky jsou charakterizovany svalovou ochablosti, tresem,
zaSkuby jednotlivych priéné pruhovanych svaldi, které se postupné rozsifuji na
vSechny kosterni svaly téla. Svalové fascikulace brzy prechazeji v intenzivni krece,
které mohou vyustit az v ochrnuti (paralyzu) kosterniho svalstva (Patocka 2004a).
Uéinky na sympatickych gangliich se na organismu projevuji bledosti a tachykardii,
coz vede k prechodnému zvyseni krevniho tlaku (Voprsalova 1996, Kassa 1993).

Centralni priznaky jsou charakterizovany depresemi dechovych a
kardiovaskularnich center v oblasti prodlouzené michy, bolestmi hlavy, tzkosti,
nadmeérnou emocni labilitou, napétim, neklidem, zavratémi, depresivnimi stavy,
zmatenosti, poruchami hybnosti a nezridka i bezvédomim (Patocka 2004a).

Pri intoxikaci niz§imi davkami, které nejsou ¢asto ani klinicky diagnostikovany
a nejsou patrné zadné typické klinické priznaky, jako je mio6za ¢i fascikulace, dochazi

k naruseni kognitivnich funkci, kde nejdtlezitéjSim korela¢nim faktorem je sniZeni
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aktivity AChE v hippocampu (Brito, 1983). Pokles kognitivnich funkci se vyznacuje
poruchami asudku a mysleni pri cilenych ¢innostech a pri vSeobecném zpracovavani
informaci. Zaroven byva patrna emocni labilita, podrazdénost ¢i apatie a zmény
socialniho chovani. U postizeného jedince pritom neni poruseno védomi a nejsou
znamkKky deliria (Nevs§imalova 2002).

Nejpodstatnéjsi patogeneticky faktor intoxikace predstavuje hypoxie a
hyperkapnie v disledku respira¢ni insuficience, vyvolané blokadou cholinergniho
prenosu drahy dychaciho reflexu. ZvySena hladina ACh a porusena permeabilita
membran vede k naruseni hladin iontd (sodik, draslik, vapnik), coZ ma za nasledek
celkovy rozvrat metabolismu a prohloubeni nespecifikované stresové reakce
organismu - zvySeni hladiny kortikosteroidii, cyklickych nukleotidi aj. (Bajgar 1991).

Smrt v pripadé tézkych akutnich otrav nastava nasledkem bronchospasmu nebo
paralyzy pri¢né pruhovaného svalstva, predevSsim branice, popripadé u latek
s vyraznymi centralnimi ucinky néasledkem centralniho utlumu dechu (Voprsalova
1996). Tézka dechova nedostate¢nost postupné vede k zastavé dechu s naslednou
zastavou srdce (Patocka 2004a). Védomi byva obvykle dlouho zachované
(Voprsalova 1996).

V pribéhu otravy miiZe byt také pozorovana tzv. ,opozdéna faze akutni otravy*,
je charakterizovana jako obdobi po prekondni akutni respira¢ni insuficience a
z biochemického hlediska rozvojem nespecifickych priznakt, které souviseji
s porusenou permeabilitou bunéénych membran, nizkou saturaci tkani kyslikem a
znaénym energetickym vydejem (Bajgar 1991). Je charakterizovana patologickymi
poruchami srde¢niho rytmu a respirace. Zavaznou komplikaci této faze je i

sekundarni infekce, ktera se miize vyvinout jiz druhy den po intoxikaci.

22



2.5.2 Pozdni neurotoxicky efekt:

Pozdni neurotoxicky efekt se projevuje poruchou funkce periferniho i
centralniho neuronu a jeho denenerativnimi zménami (degenerace axont a nasledna
degenerace myelinu), pravdépodobné jako disledek zmén aktivity NTE (Patocka
2004a). To znamend, Ze neurotoxicita neni podminéna inhibici AChE, nékteré
organofosfaty fosforyluji jiny enzym pritomny v nervové tkani, NTE, ktera zodpovida
za rozvoj opozdéné neurotoxicity. Specificka terapie pro tuto formu neurotoxicity
neni znama (Voprsalova 1996). Pritom neurotoxicita se rozviji uz pfi minimalnich
expozicich, které nezptisobily jeSté Zadnou méfitelnou inhibici AChE, otrava
organofosfaty tedy nemusi byt klinicky diagnostikovana.

Pozdni neurotoxicky efekt se casto manifestuje az za vice dnlt az tydnt po
expozici, je charakterizovana senzorickymi poruchami: mravencenim a bolestmi,
které se z pocatku objevuji distalné v koncetinach, pak stoupaji a zesiluji. Soucasné
se vyvijeji motorické poruchy, které se zpocatku objevuji také distalné a konci
vmnoha pripadech paralyzou koncetin (Liillman 2004). Jde o paralyzu
s minimalnim postiZzenim senzitivni inervace. Poté nasleduje stadium denervace a po
ni se vyviji tézka atrofie avali hornich i dolnich koncetin (Patocka 2004a). Klinicky
obraz lze tedy oznacit jako polyneuropatii.

Specificka medikament6zni 1é¢ba neni dosud znama. Mize nasledovat ¢astecna
reparace, avsak obdobi rekonvalescence byva velmi dlouhé (Patocka 2004a). Ustup
priznaki trva meésice i roky (Liillman 2004). I po nékolika desitkach let se zjistuje

sklon k spasticité a abnormalni §lachové reflexy (Bajgar 1991).
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2.6 Problematika terapie otrav NPL:

2.6.1 Nespecificka terapie otrav NPL:

Vzhledem k vysoké toxicité organofosfati a rychlému nastupu aéinku, musi byt
terapie dostatecné rychla, radikalni a komplexni (Voprsalova 1996). Pro kazdou
zavazn€jsi intoxikaci NPL je charakteristicky po nékolikaminutové latenci
dramaticky pribéh provazeny vaznym narusenim zakladnich Zivotnich funkci
koncici bez adekvatni terapie smrti béhem 20 - 30 minut. Vzhledem
k bezprosttednimu ohrozeni Zivota v pripadé zavaznéjsich intoxikaci musi byt terapie
zahajena co nejdiive. Proto méa zasadni vyznam Gspésna prvni pomoc, ktera miize pri
véasném a spravném poskytnuti zachranit zivot otraveného a zasadné ovlivnit i dalsi
pribéh otravy, véetneé jeji prognozy (Prymula 2002).

Vramci prvni pomoci je treba zabranit dalSi absorpci inhibitoru AChE. Pii
priniku kiizi by mél byt co nejdrive odstranén kontaminovany odév a exponovana
pokozka dikladné omyta mydlem a vodou. Pfi vniknuti jedu do oka je tieba
vyplachnout spojivkovy vak a vkapnout 1 % roztok atropinu. V pripadé peroralnich
otrav se provadi velmi ac¢inna lavaz zaludku vodou a aktivnim uhlim, které
nespecificky vaze pritomny organofosfat. Velmi dobre se osvédcila i eliminace
toxické latky z krve hemoperfuzi (Voprsalova 1996).

Vramci ACR, by prvni pomoc pii otravé NPL méla navic zahrnovat podani
antidot, coz jsou latky specificky zabranujicich toxickému tucinku NPL pomoci
autoinjektoru, zamezeni dalsiho priniku jedu do organismu a to nasazenim
prostfedki individualni ochrany (ochranni maska) a odmoienim zasaZzenych mist
pomoci individualniho protichemického balicku, obsahujiciho ktomuto tcelu

Desprach. Véasné odmoreni miize zabranit vzniku otravy, nebo podstatné zmirnit

jeji rozvoj.
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2.6.2 Funk¢ni antidota v terapii otravy NPL:

Anticholinergika (funkéni antidota) zabranuji nadmérné stimulaci AChRs tim,
Ze brani navazani nahromadéného ACh na tyto receptory (Prymula 2002).
Z anticholinergik je bézné podavan jen atropin, ktery antagonizuje periferni
muskarinové priznaky, pomérné malo centralni (nebot obtizné prochézi pres
hematoencefalickou bariéru) a prakticky neovliviiuje nikotinové (Bajgar 1991). Toto
antidotum se podava scilem antagonizovat salivaci, bronchidlni sekreci a
bronchokonstrikei, zatimco kosterni svalstvo (véetné svali respiracnich) ztstavaji
neovlivnény a tedy paralyzovany (Voprsalovd 1996). Podava se iv. nebo
intramuskularné (i.m.) v ivodni davce 2 — 5 mg (u déti 0,5 — 2,0 mg podle véku) a
podle tiZze otravy se jeho podani opakuje v 10 — 30 minutovych intervalech az do
mirné atropinizace pacienta (rozsifeni zornic — mydridza, suchost sliznic,
tachykardie, zcervenani kiize) (Bajgar 1991).

Pokud je to mozné, je vyhodné podavat atropin v infuzi. Tolerance organismu
intoxikovaného NPL je vic¢i atropinu tak vysoka, Ze prakticky neni mozZné
intoxikovaného jedince atropinem piredavkovat (Patocka 2004). V extremnich
pripadech je mozno podat az 4 000 mg vinfuzi za den (Liillman 2004). U 1écby
atropinem je nebezpeci vzniku fibrilace komor pri velké hypoxii. Proto je nutné pri
podani vysokych davek atropinu zabezpedit i oxygenoterapii (Bajgar 1991).

U tézkych intoxikaci je mozné doplnit atropinizaci podavanim jinych
anticholinergik které maji silnéjsi centralni acéinky, a to zvlasté u intoxikaci NPL
s prevahou centralnich 4¢ink@ (soman, sarin). VACR je zaveden jako druhé
anticholinergikum vedle atropinu benaktyzin (Prymula 2002). Benaktyzin se podavéa
p.o. a to vdavece (3 — 5 mg denné), navic také priznivé ovliviiuje kiecovou slozku

otravy. Z dalsich anticholinergik byla experimentalné zkousena rada latek, mnoho
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znich nedosahlo Sir§iho uplatnéni a jen néktera byla klinicky zkousena (Bajgar
1991). Jako dalsi vhodna anticholinergika s prevahou centralniho ucinku se jevi

biperiden a skopolamin (Patocka 2004a).

2.6.3 Kauzalni antidota v terapii otravy NPL:

Reaktivatory AChE (kauzalni antidota) jsou slouceniny, kterym se dari znovu
reaktivovat jiz intoxikovanou AChE, a v omezené mire také nespecifickou sérovou
cholinesterazu (Liillman 2004). Myslenka, Ze jisté slouceniny mohou znacné
urychlit spontanni regeneraci fosforylované AChE je spojovana s Wilsnovym
experimentem s hydroxylaminem a cholinem (Wilson 1951).

Hydroxylamin potvrzoval hypotézu, Ze je nezbytné najit slouceniny
se zlepSenymi nukleofilnimi vlastnostmi, zatimco cholin potvrdil teorii, ze kvarterni
dusik mize zesilit nukleofilni atak (Wilson 1955). K tomuto Gcelu jsou tedy vhodné
slouceniny, které maji nukleofilitu vyssi nez voda, napr. hydroxylamin, hydroxamové
kyseliny a oximy (Hartl 2001). Terapeuticky potencial takovychto latek stimuloval
vyzkum, ktery vyvrcholil objevenim pralidoximu Wilsonem a Ginsburgem (Wilson
1955) a také Childsem a kolektivem (Childs 1955). V dnesni dobé je znAmo nékolik
set takovychto sloucenin, které byly pojmenovany jako reaktivatory fosforylované
AChE (Kassa 2002).

U reaktivator cholinesteraz je pozadavek primérené rychlosti reakce s enzym-
inhibitorovym komplexem také jednim z prioritnich parametrti, dostate¢nost takové
rychlosti reakce je vSak podminéna efektivni vazbou reaktivatoru na enzym a
transportem reaktivatoru kcilovému organu doprovazeném jen minimalnimi

ztratami.
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Obecné plati, ze reaktiva¢ni ticinnosti oximi jsou pomérné omezeny, pii¢em?z
hlavni pri¢inou je rychlost starnuti inhibovaného enzymu, proto musi byt podany
dostatecné brzy, nejlépe v prvnich minutach po intoxikaci. Jakmile komplex enzym-
organofosfat zestarne, nejsou oximy schopny enzym reaktivovat.

Mechanismus ptisobeni oximi je zaloZen na znalosti, Ze organofosfat ma vyssi
afinitu k oximim nez k AChE. Oximova skupina je vysoce nukleofilni, reaguje
s fosfatem inaktivovaného enzymu, vznika komplex oxim-organofosfat a AChE se
uvoliiuje. Uéinek oxim@ nastupuje velmi rychle, aktivita motorickych nervii se
obnovuje po i.v. podani za né€kolik minut. Méné vyrazn€ nez na nervosvalovém
spojeni se Gcinek oximi projevuje na efektorovych mistech parasympatiku, a v CNS
je jejich aéinek pouze nevyznamny (Lincova 2002).

Oximy jsou syntetické latky, které obsahuji vysoce nukleofilni skupinu R-
CH=N-OH. Nejvyznamnéjsi predstavitelé jsou trimedoxim a pralidoxim, tyto latky
vSak ve své molekule obsahuji kvarterni dusik, coz je pri¢inou velmi nizkého
prestupu pres hematoencefalickou bariéru (Lincova 2002).

Pralidoxim je zastupcem monokvarternich oximi, vyhodnéjsi vlastnosti méa
trimedoxim, ktery je rfazen do skupiny biskvarternich oximu, které vzhledem ke své
strukture mohou reagovat se dvéma anionickymi centry enzymu a jsou také
lipofilnéjsi, takze 1épe prochazeji hematoencefalickou bariérou (Hartl 2001). Stejné
tak je ve svété znam a pouzivan obidoxim, vyrabény pod nazvem Toxogonin®.
ZlepSeni prichodu pires hematoencefalickou bariéru je jeden znejdilezitéjsich
dtivodi k syntéze a zkouseni novych typt oximi. Tyto latky maji pak také vyssi
ucinnost v reaktivaci AChE na nervosvalové ploténce (Voprsalova 1996).

Také pomérné nizka reaktivacni tc¢innost vySe uvedenych reaktivatori AChE
vedla k patrani po novych, G¢innéjSich oximech, z nichZ oxim oznacovany jako HI —

6 se dockal na zakladé experimentalnich vysledkt také klinickych zkousek a zavedeni
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do lé¢ebné praxe (Patocka 2004a). Dalsi ze znamych latek je diacetylmonoxim, ktery
prochazi pres hematoencefalickou bariéru a zfejmé také regeneruje cholinesterazu

v CNS (Voprsalova 1996).

2.6.4 Dalsi moznosti doplnéni terapie:

Dalsi terapie pak zahrnuje preruseni centralné vyvolanych kire¢i tlumicimi
latkami, napriklad diazepamem nebo avisatonem, které jsou zaroven lékem prvni
volby. Zvlasté pii pouziti periferné ptisobiciho anticholinergika atropinu je doplnéni
antidotni terapie o antikonvulzivum povazZovano za velmi ddlezité. SoucCasné se
uvazuje také o pouziti alprazolamu nebo klonazepamu (Prymula 2002). Také je
dulezité potlaceni acidozy podavanim pufrovaciho roztoku NaHCO; (Liilllman 2004).
Obcas je nutnosti 1écit symptomatickou silnou bronchialni sekreci, farmakologicky
podporit dychani (Syntophyllin) a nebo také =zavést Tizené dychani nebo
oxygenoterapii.

Preventivné lze nékdy podavat 1éciva ze skupiny karbamatd. Nejdéle znamym a
nejcastéji uzivanym inhibitorem AChE karbamatového typu je prirodni alkaloid
Physostigmim. Mechanismus tc¢inku je dan schopnosti vazat se na AChE, kdy vznikly
komplex se po urcité dobé stépi a AChE tak regeneruje.

Jako zatim nejlepsi preventivni prostiedek se ukazuje preparat PANPAL
vyvinuty ve VLA JEP Hradec Kralové (ProkeS 2005), jehoz dalsi nezanedbatelnou
vyhodou je vyuziti v pripadé nehod a katastrof. Toto antidotum je tvoreno dvéma
tabletami, kdy tableta A obsahuje jako u¢inné latky benactizini hydrochloridum a
trihexylphenidoli hydrochloridum. Ué¢inni slozka tablety B je pyridostigmini

bromidum. Tento komplexné pusobici preparat ma acinek zachovan nejméné po
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dobu 8 hodin (Brabec 2000). V soucasnosti je vyvinuta i naplast pro perkutanni

aplikaci, Transant (Prokes 2005).
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3 MATERIAL A METODY:

3.1 Zvirata:

Jako pokusna zvirata vnasem experimentu byli pouziti albinoti¢ti samci
potkantt kmene Wistar, zvifata byla zakoupena zchovu v Konarovicich (Ceska
Republika). Jejich hmotnost byla v rozpéti 200 — 220 gramdi.

Zvirata byla drzena ve standardnich podminkach, tj. pri 22 + 2°C a 50 £ 10%
relativni vlhkosti, ve dvanactihodinovém intervalu svétlo — tma. Pokusna zvirata
byla krmena standardni Larsenovou dietou a voda byla podavana ad libidum.
Zvirata byla rozdélena ve vsech trech naslednych pokusech do skupin po osmi coz je
LD5o umozni provést statisticky hodnotitelny pokus.

Experiment byl schvalen Odbornou komisi Vojenské lékarské akademie a
Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové vsouladu s vyhlaskou
207/2004 Sb. o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych zvirat. Personal manipulujici se
zviraty byl pfedem proskolen a obdrZzel osvédéeni o zptisobilosti pracovat s

laboratornimi zviraty podle § 17 odstavce 1 zakona.

3.2 Chemikalie:

Tabun (viz. Tab. ¢. 1) o cistoté 89 % byl ziskan z Vojenského Technického
institutu v Brné (Ceska Republika). Tato éistota byla kvantitativné zjisténa pomoci
acidometrické titrace.

Soman (viz. Tab. ¢. 1) o Cistoté 77 % byl také ziskan z Vojenského Technického

institutu v Brné, a jeho Cistota byla zjiSténa vyuzitim acidometrické titrace.
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Zkratkou HI-6 (Obr. ¢. 2) se oznacuje 1-[[[4-(aminokarbonyl)pyridinio]
methoxy]methyl]- 2-[(hydroxyimino)methyl]pyridinium-dichlorid. Jedn4 se obecné
o nejlepsi antidotum proti NPL v humanni mediciné, jeho G¢innost je nedostate¢na
pouze u tabunu. V tomto pokuse je pouzit jako standard pri testovani novych

potencialnich reaktivatord.

H,N__O

S AN
HON_ |-I|§l/ |-|N/

! I 2cr
Obr. 2: HI - 6 CH,OCH;

Obidoxim (Obr. ¢. 3) je genericky nazev pro 1,1 -oxydimethylen-bis[4-
(hydroxy-iminomethyl)pyridinium]-dichlorid. Je pouzit také jako standard, protoze

jeho terapeuticky ucinek viici intoxikaci tabunem je ze vSech znamych oximu

nejlepsi.
HON _NOH
S AN
| +/J | +
v
2CI
Obr. 3: Obidoxim CH,0OCH;

Ko74 (Obr. ¢. 4) je genericky nazev pro 1,4-bis(4-hydroxyimino-
methylpyridinium)butan dibromid. Tento oxim je nové syntetizovana latka na

zakladé optimalizace G¢inku chemickych struktur viici intoxikaci tabunem.
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HON NOH

N 2
AN X
| + - | +. - )
I\Il 2Br
|
CH,CH,CH,CH>

Obr. 4: Ko74

Ko75 (Obr. €. 5) je genericky nazev pro slouceninu (E)-1,4-bis(4-hydroxyimino-

methylpyridinium)but-2-en dibromid. Jedna se téZ o nové ptipravenou latku.

HON\ _NOH
N A
| + - | +.
. \
_ 2Br

Trimedoxim (Obr. ¢. 6) je zavedeny nazev pro slouéeninu 1,3-bis(4-

hydroxyiminomethylpyridinium)propan dibromid. Jedna se o diive syntetizovanou

latku.
HON\ /NOH
X X
| + 2 | + -
N N i
2Br

| |
Obr. 6: Trimedoxim CH,CH,CH;

Oximy byly syntetizoviny na katedfe toxikologie, Fakulty Vojenského

zdravotnictvi v Hradci Kralové a jejich ¢istota byla 98 %. Cistota byla analyzovana za

uziti HPLC.
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3.3 Metodika:

3.3.1  Funkéni pozorovaci baterie:

NPL plisobi na organismus neurotoxicky, muZe zpusobit reverzibilni ¢i
ireverzibilni posSkozeni centralniho nebo periferniho nervového systému. Projevy
narusené funkce nervového systému se daji zaznamenat na nékolika trovnich — od
bunky az po organismus jako celek. Nejnipadnéjsim ukazatelem neurotoxicity je
behavioralni dysfunkce organismu (Abou-Donia 1992).

Existuje mnoho metod kterymi lze neurotoxicitu hodnotit. Funkéni pozorovaci
baterie je zpravidla série neinvazivnich hodnoceni a interaktivnich posuzovani
neurobehavioralni a funkéni integrity zivodicht (Moser 1988, Tilson 1992).
Testovani pomoci Funkéni pozorovaci baterie by mélo predstavovat postupny
prechod od nejméné interaktivnich méreni po vice interaktivni. Méreni by mélo byt
zakonceno nejinvazivnéjSimi postupy, mezi né€z je razena citlovost vlici bolesti
(reakce na bolestivy podnét) a rektalnim métrenim teploty (Jacobson-Kram 2001).

Funkéni pozorovaci baterie zahrnuje celou $kalu metod umoznujici testovat
motorické, senzitivni a autonomni nervové funkce (Frantik 1995). Metody jsou
déleny do ctyr skupin, z nichZ vétsina je hodnocena podle standardné pouzivanych
skal. Absolutni hodnoty parametrt Funkéni pozorovaci baterie jsou zaznamenavany

v prehledné souhrnné tabulce (Tabulka 5).

Pozorovani v kleci:

Timto pozorovanim je zahajeno vlastni testovani zvirete, jedna se o absolutné
neinvazivni postup, kdy neni zvire pod primym vlivem pritomnosti pozorovatele. Zde
se zamérujeme na polohu a chovani zvirete v kleci kdy pouze prvni tfi hodnoty (1, 2,

3) jsou hodnoceny jako normalni. Ackoli se v literatufe bézné uvadi, Ze hodnoceni
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piloerekce probiha béhem handlingu (Jacobson-Kram 2001), na zakladé naSich
zkuSenosti jsme provadéli pozorovani piloerekce jiz pri neinvazivnim pozorovani
zvirete vkleci, jelikoz pri handlingu dochazi kovlivnéni vzhledu srsti rukou

hodnotici osoby i reakci samotného zvitrete na handling (KuneSova 2005).

Posuzovani pri manipulaci:

Po dokonceni prvni ¢asti pozorovani je zvire vyjmuto zklece, pozornost je
zameérena na reakce zvirete na snadnost vyjimani stejné jako manipulaéni zachazeni
(handling). Zvite se vzdy bere za trup, nikoli za ocas. Nasleduje orientac¢ni klinické
vySetteni, zahrnujici vyhodnoceni svalového tonu, stavu lakrimace, stupné otevreni
o¢i, polohy o¢niho bulbu v orbité, vzhledu spojivky, salivace, pritomnosti nosniho

sekretu a teploty, barvy a vzhledu kiize.

Pozorovani ve volném poli:

Zvire se umisti do stredu podlozky, ktera je poloZzena na rovném ohraniceném
prostoru a pozoruje se po dobu tfi minut. Hodnoti se pfitomnost hyperkinézy,
tremoru, tonickych a klonickych kieci, také chiize a celkova pohyblivost zvirete.
Pokud se zvire béhem tfi minut nepohne, jemné jej postréime, pokud ani pak nejevi
znamkKky aktivity, charakterizujeme chiizi jako shrbenou nebo vlaéeni téla podle stavu
koncetin. Dale se hodnoti také dal$i parametry jako dychani, tenze, projevy
vokalizace, pritomnost poruchy hybnosti (ataxie) a obrny (parézy), stereotypie
(ptirozené chovani v masivnim vyskytu jako je krouzeni, ¢ichani a kyvani se) a
bizardniho chovéani, coz je charakterizovano jako jakékoliv chovani, které obvykle
nepozorujeme a jevi se nam jako neptrirozené.

Nakonec se u zvirete hodnoti droven spontanni aktivity, vztyCovani cili

vertikalni explorace (zaznamenava se pocet vzpiimid za tfi minuty, vzpfimem se
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rozumi aplné zdvihnuti prednich koncetin a to s podporou nebo bez podpory), mira
urinace (zaznamenava se pocet louzic¢ek za tii minuty, nelze-li je spocitat zapiSe se

hodnota 10) a defekace (zaznamenava se pocet bobki za tii minuty).

Hodnoceni reakci na podnéty:

V této fazi hodnotime reakce pokusného zvirete na vné€jsi podnéty. Reakce na
priblizeni je provadéno pomoci tupého predmeétu, ktery priblizime asi tfi centimetry
od ¢éenichu v horizontalni roviné a drzime jej pét sekund pred zviretem. Reakci na
dotyk hodnotime na zakladé jemného dotyku tupym predmétem na boku po dobu
jedné sekundy. Reakci na akusticky podnét zjistujeme neocekavanym klapnutim
predmeétem asi pét centimetri nad zatylkem.

Hodnoceni reakce na bolestivy podnét se doporucuje provadét az nakonec
pozorovani, jelikoz se jednd o invazivni méreni, které by mohlo ovlivnit dalsi
pozorované hodnoty. Kovovou pinzetou se kratce zmackne ocas zvifete 2 — 3
centimetry od konce. Také hodnotime velikost zornic za standardnich svételnych
podminek a jejich reakce na nahly paprsek svétla.

Soucasti Funkéni pozorovaci baterie je také air righting reflex test, ktery
hodnoti dopad pokusného zvirete ze zadové polohy (zvire otocené zady k podkladu se
pusti z vysky triceti centimetrii, hodnoti se poloha pti dopadu, kdy jako normalni
hodnota je chapan dopad na vSechny ¢tyri koncetiny). Pii velmi silném postizeni
pohyblivosti zvirete se test dopadu neprovadi a hodnoti se pouze schopnost zvirete
otocit se zpét do zakladni polohy poté, co je jemné poloZeno na zada (KuneSova
2005). Hodnocen je také dopad z vertikalni polohy (zvire se pousti ze stejné vysky,
ale je ve svislé poloze — hlava nahofe a panevni koncetiny dole). Nasleduje
hodnoceni vzdalenosti stop pii dopadu (rozte¢ pri dopadu), vystupek nad ctvrtym

prstem zadniho chodidla se nattfe netoxickou barvou, zvire se drzi za hrbet a koren

35



ocasu koncetinami dold a pusti se z vysky tficeti centimetrti. Zmérime vzdalenosti
mezi stiedy stop, toto opakujeme dvakrat a za vyslednou hodnotu je bran primeér

z téchto dvou méreni.

Dalst hodnocené parametry:

Po skonceni hodnoceni reakci na podnét se u pokusného zvirete méii sila
tuchopu hrudnich a panevnich koncetin. K tomuto méreni pouzivame silomér, ten je
napojen na miizku, kterd usnadniuje uchopeni zviretem. Zvire lezici na predlokti
vySetrovatelovy ruky se prenimi koncetinami zachytne mrizky a rychle odtahne. Pii
meéreni sily zadnich kondetin se zvite drzi za trup, tak aby se prsty zadnich koncetin
zachytily mrizky a rychle se zatdhne. Naméren4 hodnota je prepoétena na jednotku
hmotnosti. Tyto méreni provadime vzdy dvakrat a znameérenych hodnot vzdy
vybirdme pro dalsi statistické hodnoceni tu vyssi. Nakonec se méri sila vSech ¢étyr
koncetin najednou. Mezi dal$i hodnocené parametry v této ¢asti patii vazeni zvirete
(zjistovani hmotnosti) s piesnosti na jeden gram a télesna teplota vrektu (konec
teploméru se potie vazelinou nebo olejem, zasune se do koneéniku a vycka se na
ustaleni teploty).

Uplné zavéreénym hodnocenim je spontanni vertikalni a horizontalni aktivita.
Zvire se umisti do boxu Animexu (konstruovan vdilndch Vojenské lékarské
akademie JEP v Hradci Kralové), kde je po dobu deseti minut zaznamenavana jeho
motorickd aktivita pomoci infracervenych ¢idel. Souctem vertikalnich a
horizontalnich pohybi zvitfete zjistime jeho celkovou motorickou aktivitu, kterou

také statisticky hodnotime.
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Tabulka 5: Funéni pozorovaci baterie:

p " Pouze veli¢iny diskrétni
arametr
-2 | -1 0 1 2 3 4 5 6 7
Poloha ¢ 1a:. | exploralni s . boéni piikrée- | pokles
v Kleci sedi/stoji aktivita spi/lezi atonie poloha oy hlavy
Obtl?n()St pasivni norméalni wysena pohyb aték agrese
manipulace reakce
ts:::ll.l(;vy atonie }tl(}),E;)e_ normdlni | hypertonie rigidita fascikulace
. Jo P a krusty
Slzeni normalni mirné silné krusty barvené
Postaveni - mirné zpola - ,
e otevrena Ve v . NI zavrena ptoza
vicek pfiviena priviena
Endo / 1ot
endo | normélni exo
exoftalmus
Srst normdlni | zbarvena rozcuchana zbarvena,/ lysina poranéni Jine piloerek-
rozcuchana zmény ce
Kiize normalni bled4 zarudla cyanotickd | pigmentace | studeni pornaéne—
Salivace normalni mirna silnd
Nosni sekret normalni mirny silny zbarveny
e Y wia 2 - nerytmicky L ey P myoklo- oy otfepa-
Klonické jevy 74dné za8kuby pohyb slaby ties silny tfes nie ki'ed vani
« Y wsa 2 externi . emprosto- prudké oy
Tonické jevy z4dné rigidita opistotonus tonus skoky kie¢
postizeni postizeni chiize shrben4
Chize normalni ataxie pénevnich prostrace hrudnich po o vlad télo
o o A chtize
koncetin koncetin $pickach
Skore o . . ‘o
ostizeni s4dné mirné zfetelné znaéné
lc)hflze abnormalni | abnormalni | abnormalni
Ore A1t mirné zietelné zcela
Sk normalni ! :
pohyblivosti snizena snizend | nepohybliva
Aktivita velmi nizka oblasna snizen& normalni | zvySeni trvala
Tenze Zadna mistni (usi) stupor
Stereotypie Zadna hlava trup Cisténi béh jiné
Bizardni A s automutila- | abnormalni .
P zZadné hlava trup jiné
chovani ce pohyb
Reakce na i - - o ‘
p¥ibliZeni zadna normalni zvy$ena energicka prudka
Reakce na zadna normalni zvy$ena energicka prudka
dotyk
Reakce na zadna normalni zvy$ena energicka prudka
zvuk
Reakce na zadna normalni zvy$ena energicka prudka
bolest
Velikost midza | mibdza normalni mydridza mydriaza
zornic znana | mirna mirna znacné
Reakce na Siq s e
9 zadna normalni
svétlo
A1t c ; vzpiim stimul stimul
Dopad normalni atakticky bok zada 7o 7P V7P + V7P -
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3.3.2 Vlastni provedeni pokusu:

Vétsina parametrii je hodnocena subjektivné osobou provadéjici pokus, proto
provadéla vSechna testovani pouze jedna osoba s dostateénou praxi. Tato osoba
hodnotila parametry naslepo, coz znamena, Ze nebyla obezndmena s davkovanim
latek u jednotlivych skupin zvirat.

Uéinnost vybranych reaktivator AChE byla hodnocena in vivo, Funkéni
pozorvaci baterii, a to 24 hodin a 7 dni po intoxikaci tabunem. Zvirata byla
intramuskularné intoxikovana stredni letalni davkou tabunu (180 pg.kg! = 80 %
LDso). Presna hodnota LDs, tabunu byla pred timto experimentem aktualné
stanovena. Jako terapie intoxikovanych zvirat byly pouzity reaktivatory AchE
oximového typu, které byly i.m. aplikovany 1 minutu po intoxikaci: HI — 6, obidoxim,
trimedoxim, Ko74 a Ko7s.

Zvolené davky reaktivatorti byly navzajem ekvimolarni, HI — 6 (39 mg.kg?),
obidoximu (10,5 mg.kg?), trimedoximu (22,4 mg.kg1), Ko74 (2,5 mg.kg?) a Ko7s
(3,6 mg.kg?). Kombinovany byly s v terapii bézné uzivanou anticholinergni latkou
atropinem v davce 21 mg.kgt. Hodnoty testovanych parametrt tabunem navozené
neurotoxicity u experimentalnich zvirat byly porovnavany vzhledem ke kontrolni

skupiné, kde byl misto tabunu a antidota i.m. aplikovan pouze fyziologicky roztok.

3.3.3 Statistické hodnoceni:

Data ziskand hodnocenim parametri Funkéni pozorovaci baterie zahrnuji
kategorické, ordinalni a kontinualni hodnoty. Statistické analyzy byly provedeny
pomoci specialniho pocitacového interaktivniho programu NTX (Frantik 1995).
Z kategorickych a ordinarnich hodnot byly poté vypracovany kontingenc¢ni tabulky,

které byly dale hodnoceny Chi-kvadrat testem homogenity, Concorgance-
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Disconcordance testem a Kruskal-Wallis testem. Kontinualni data byla zpracovana
pomoci statistickych testti: CI for Delta, Bartlettiv test, Williamstv test a Testem pro
distribu¢ni funkce. Zjisténé rozdily hodnot byly posuzovany jako statisticky

vyznamné, pokud dosahly alespon hodnoty p < 0,05 (Tabulka 6).

Tabulka 6: Hodnoty statistické vyznamnosti:

X < 0,05 *
X < 0,01 **
X < 0,005 Hx*
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4 VYSLEDKY:

4.1 Experiment 1: Hodnoceni efektivity oximu Ko74 a
Ko75 vici intoxikaci tabunem:

Vysledna data ziskan& hodnoceni tabunem navozené neurotoxicity 24 hodin a 7
dni po intoxikaci jsou zanesena do tabulek cislo 7. a 8. Dva neléceni, tabunem
intoxikovani potkani uhynuli béhem prvnich 24 hodin. VSichni potkani kteti byli
lé¢eni kompletni antidotni terapii, ktera obsahovala kombinaci anticholinergni latky

a reaktivatoru AChE prezili az do konce pokusu trvajiciho 7 dni.

Hodnoceni experimentu po 24 hodinach:

Funkéni pozorovaci baterie obsahovala celkem 47 parametri pro hodnoceni
motorickych, senzorickych a autonomnich nervovych funkci. Hodnoceni parametrti
provedené 24 hodin po intoxikaci prokazalo 29 statisticky vyznamnych
neurotoxickych znakt u skupiny zvirat intoxikované tabunem, které nebyla podana
terapie (Tab.¢. 7). U vSech skupin jimz byla podana terapie doslo ke snizeni pocétu
znakll navozené neurotoxicity bez ohledu na sloZeni antidotni terapie, u zadné vsak
nedoslo k naprosté eliminaci nezadoucich symptomu navozené toxicity.

Vysledky prokazaly, Ze jednotlivé kombinace reaktivatori AChE s atropinem
jsou po intoxikaci navozené tabunem rozdilné Géinné. Velmi Géinnou latkou se nam
jevil oxim Ko75, jedna se o novou latku, kterd byla syntetizovdna na katedre
toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi. Jeho Gcinek byl lepsi i ve srovnani
s obidoximem, ktery je povazovan za nejlepsi z dosud znadmych oximt pro terapii

tabunem navozené intoxikace.
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Pasivni chovani se vyznamné projevilo ve skupiné intoxikované tabunem bez
nasledné terapie, pasivita jedincii byla zaznamenéna i pii manipulaci, kdy byl
celkovy patologicky obraz zvirat zvyraznén nizkym tonusem kosterniho svalstva.
Pohyblivost a aktivita byla u této skupiny také snizend, coz se mimo jiné projevilo i
vyraznym sniZenim explorativniho vztyCovani se ve volném poli, které bylo
hodnoceno po dobu 3 minut. Veskera reaktivita sledovanych zvirat, a to na dotyk,
priblizeni, zvuk i bolest byly také vyrazné negativné ovlivnény. Déale bylo
zaznamenano slzeni a zvySena nosni sekrece. Toxicky ac¢inek tabunu se projevil i na
omezené uchopové sile hrudnich a panevnich koncetin, na zaznamenané hodnoté
rozteée pri doskoku a na dopadu. Statisticky vyznamné nizsi byly hodnoty také
horizontalni i vertikalni motorické aktivity a rektalni teploty.

Ve skupinach, kde byl podan obidoxim nebo Ko75, byly prokazatelné méné
ovlivnény nékteré z parametri vzhledem ke skupiné intoxikované tabunem. Mezi
tyto parametry pattily zejména netecnost zvirete pri vyjimani z klece, pasivita zvirete
pri manipulaci a niz$i svalovy tonus, i sila koncetin byla snizeni. Vertikalni a
horizontalni aktivita byla zaznamenana velmi nizka. Nosni sekrece a slzeni nebylo
zjisténo. Neovlivnéna ziistala také pohyblivost a postiZeni chiize. Reaktivita zvirat na
jednotlivé podnéty ztistala naprosto normalni. Celkovy piijem potravy jednotlivch
poklesl, ale jejich télesnd hmotnost nebyla v té dobé jesté timto faktorem ovlivnéna.

Vyznamné u skupiny, které byla podan oxim Ko7s5, bylo i normalizovani pocti
vzprimi které svédcilo o lepsi svalové sile a zajmu zvirat o nové prostredi, také
aktivita, sice ob¢asna, u této skupiny byla zachovana. Velikost zornic byla normalni,
projevila se vsak jejich zpomalena reakce na svétlo.

Porovname-li vysledky skupiny, kde byl terapeuticky podan obidoxim se
skupinou, kde byla podan oxim Ko75 byly zjistény jen malé rozdily v terapeutické

ucinnosti, byla to pritomnost ¢i nepritomnost mirného lokalniho tresu.
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Dalsi noveé syntetizovany oxim Ko74, ktera byla v naSem experimentu testovana
nemeéla tak dobrou tcinnost v porovnani s obidoximem nebo oximem Ko75. Nékteré
ze sledovanych parametri byly sice terapii pozitivné ovlivnény, ale mnoho jich
zlstalo statisticky vyznamné odlisnych vzhledem ke kontrolni skupiné.

Jako nejhorsi ztestovanych kombinaci byla vyhodnocena terapie obsahujici
atropin s oximem HI-6. Mnoho zparametri odpovidalo vysledkiim skupiny

intoxikované tabunem bez nésledného terapeutického zasahu.

Hodnoceni experimentu po 7 dnech:

Z projevil neurotoxicity u tabunem intoxikovanych a neléenych zvirat byly
sedmy den po intoxikaci tabunem patrné: snizeny svalovy tonus, pasivni chovani
jedinci v kleci a pasivita byla patrna i pfi manipulaci. Dal$i parametry, které byly
hodnoceny jako neuspokojujici: zaskuby celisti ¢i prezvykovani, zvirata nereagovala
na dotyk a jejich snizena aktivita pretrvavala i nadale. Postizeni bylo zaznamenano
na urovni oci, u nichz prevladala mirnd mib6za a zpomalend reakce na svétlo.
Statisticky vyznamné sniZena zlistala sila hrudnich i panevnich koncetin, vertikalni a
horizontalni aktivita a rektalni teplota (Tab. ¢. 8).

U skupiny jiz byla jako terapie podan atropin s oximem Ko75 byla zaznamenéana
vyznamna eliminace mnoha ze zaznamenanych projevii tabunem navozené
neurotoxicity. U téchto zvirat byla statisticky sniZzena aktivita ve volném poli a sila
uchopu dolnich koncetin, rovnéz rozte¢ zadnich konéetin pri dopadu byla vyznamné
zménéna.

Skupina lé¢ena atropinem v kombinaci s obidoximem vykéazala také velmi dobré
terapeutické vysledky. Byla zde ale také zaznamenéana zvySena pasivita jedincd.

Z dalSich nami hodnocenych parametr doslo k viznamné odliSnosti on kontrolni
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skupiny vrozte¢i pri dopadu a sile iichopu hornich kondéetin, ktera byla mirné
snizena.

Po podani atropinu a oximu Ko74 jako terapie bylo také zaznamenano vyrazné
zlepSeni oproti skupiné bez terapeutického zasahu. Na rozdil od predeslych skupin
jsme zde navic zaznamenali jeSté dalsi postiZeni na Grovni o¢i, a to zpomaleni reakce
na svétlo a mirné mydriazy. Naproti tomu u této skupiny ziistaly zachovany normalni
hodnoty roztece pti dopadu a rovnéz sily ichopu hornich i dolnich koncetin.

Jako nejhorsi z nami podanych terapeutickych kombinaci se ndm jevi atropin
s HI-6, kdy ziistalo mnoho hodnocenych parametr statisticky vyznamné odlisnych
od kontrolni skupiny. U téchto jedinct byla i po uplynuti sedmi dni zaznamenana
pasivita jedinci jak v kleci, pti i pii vyjiméani a praci se zviraty, ktera byla podporena
snizenym tonem svalstva. Toto bylo potvrzeno dalSimi parametry: sniZenim
exploracni aktivity a aktivity ve volném poli. Zaroven pretrvala zhorSena reaktivita
zvirat na dotyk a zvuk. Statisticky vyznamné snizena ziistala také sila koncetin a to
jak hrudnich, tak i panevnich, rozte¢ pti dopadu a rektalni teplota. Také reakce na

svétlo byly zpomaleny a byla potvrzena velmi silna mio6za.

4.2 Experiment 2: Porovnani terapeutické ucinnosti
oximu Ko75 a trimedoximu vii¢i intoxikaci tabunem:

V tomto pokusu prezila vSechna zvirata ze skupin, kterym byl podan tabun v
davce 80% LDso a aplikovana nasledna terapie obsahujici reaktivator v kombinaci s
atropinem. U intoxikované skupiny bez nésledné terapie uhynuly v prtibéhu 24
hodiny dvé zvitata a v nasledujicim tydnu pak dalsi dvé. Vysledna data jsou zanesena

v tabulkach 9. a 10.
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Hodnoceni experimentu po 24 hodinach:

U skupiny, ktera byla intoxikovana tabunem bez nasledné terapie bylo 31
nami sledovanych parametri statisticky vyznamné zménéno. Navic bylo
zaznamenan oproti vysledkiim v predchozi studii vyskyt endoftalmu, mirného
celkového tremoru a hyperkinéz. Nedoslo k zvySeni nosni sekrece, jako normalni
zlstal dopad ze zadové polohy zvifete a celkova pohyblivost zvirat nebyla
snizena. Doslo vSak k signifikantnimu tbytku vahy jednotlived.

Jako nejefektivnéjsi z nami sledovanych oximi se nidm vtomto casovém
stadiu pokusu jevil trimedoxim, u néjz doslo k zméné pouze u dvou parametra.
Vpoctu vzpiiml za 3 minuty, stile ale byl tento parametr méné snizen
v porovnani s ostatnimi léfenymi skupinami a ubytku sily v panevnich
koncetinach.

Oxim Ko75 a obidoxim byly hodnoceny jako priblizné stejné efektivni, u
obidoximu ziistala zachovana normalni sila tichopu vSech koncetin a rozte¢ pti
dopadu vzhledem k oximu Ko75. Naproti tomu u oximu Ko75 byla pozorovana
normalni reakce na dotek tupym predmeétem.

Jako nejméné efektivni byl vyhodnocen oxim HI-6, jelikoz u néj bylo

zaznamenano nejvice statisticky vyznamné zménénych parametri, celkem 24.

Hodnoceni experimentu po 7 dnech:

Po sedmi dnech doslo u skupin, kterym byla podana terapie k apraveé
sledovanych parametrsi, k navySeni mnozstvi statisticky vyznamné zménénych
parametri doslo pouze u skupiny intoxikované Gabunem bez nasledné terapie,
jejich celkovy pocet byl roven 34. U této skupiny doslo k zhorseni parametri:
hlavné projevii na kiizi a srsti, lakrimaci, nosni sekreci, a celkové pohyblivosti

zvirete. Naproti tomu bylo zaznamenano zlepseni nékterych hodnot, jako jsou



rozte¢ pri dopadu, sila hrudnich koncetin, télesné teploty a vahy jednotlivych
zvirat ve skupiné.

I po 7 dnech se nam jevil trimedoxim jako nejefektivnéjsi, jako jediny
signifikantné zménény parametr byla vyhodnocena pouze zvysena horizontalni
aktivita. U obidoximu byla také zvysena.

U oximu Ko75 bylo zaznamenano postiZzeni oé¢i, a to na Grovni zpomalené
reakce na svétlo a pretrvavajici mydriazy. Zaroven zistala velmi snizené celkova
aktivita jedinct této skupiny.

U oximu HI-6 doslo ve stanoveném casovém rozmezi k Gpravé velké casti

zménénych parametrd, stale vSak ztstalo 8 parametrt vychylenych od normalu.

4.3 Experiment 3: Porovnani terapeutické ucinnosti
vybranych oximu vtiéi intoxikaci somanem:

V pribéhu tohoto pokusu byla zaznamenéna dvé amrti ve skupiné, které
byl podan soman bez nasledné terapie. Dale pak bylo zjisténo jedno tumrti ve
skupiné, kde terapie obsahovala HI-6. VSechna zvifata uhynula v pribéhu
prvnich 24 hodin, v dalSich dnech jiz vSechna prezila. Ziskana data jsou pak

zanesena do tabulek ¢. 11. a 12.

Hodnoceni U €innosti terapie po 24 hodinach:

U skupiny intoxikované 80% LDs, somanem bylo zjisténo 15 jednotlivych
nami sledovanych ukazatelG neurotoxicity, statisticky vyznamné zménéno. Na
rozdil od predeslych pokusii vS§ak nedoslo ke zménam projevi reakci na podnéty,
coZ jsou priblizeni, dotyk, bolest. Reakce na svétlo v§ak nebyla zjisténa, zvirata

vykazovala mirnou mydridzu. Dale nedoslo k statisticky vyznamnému ovlivnéni
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vertikalni a horizontalni aktivity pri sledovani v Animexu, i pri sledovani zvirat
ve volném poli byla jejich aktivita hodnocena také jako normalni.

Pfi hodnoceni tohoto pokusu 24 hodin po intoxikaci byl zaznamenan
vlastni toxicitni potencial oxim Ko74 a Ko7s5, podanych v terapii. V téchto
skupinach v porovnani se skupinou, které byl podan pouze soman bez nasledné
1é¢éby, doslo k zvySeni mnozstvi zménénych parametri. U oximu Ko74 bylo
zaznamenano navic snizeni aktivity zvirat a to celkové, horizontalni i vertikalni a
zaroven zhorseni reakei zvirat na pribliZeni, dotek a bolest. Stejné zhorseni bylo
zjisténo i u oximu Ko75, nedoslo vSak k otupéni vnimani bolesti, a zaroven byla
zaznamenana premrsténa reakce na zvukovy podnét. Zornicky zvirat
nereagovaly na priblizeni svételného zdroje a byla zjisténa silna mydriaza.

Pri hodnoceni uc¢innosti terapie obsahujici obidoxim byly zjistény také dva
jim ovlivnéné parametry, jednalo se stejné jako u predeslych dvou o sniZeni
aktivity zvirat ve volném poli, coz bylo také potvrzeno pozorovanim v Animexu,
kdy byla snizena vertikalni a horizontalni aktivita.

Jako nejlepsi byla vyhodnocena terapie obsahujici oxim HI-6, kde doslo
k vychyleni od standardu pouze u 10 parametri. Nebylo zde zaznamenano, na
rozdil od predeslych oximi, postiZeni o¢i, ziistala zachovana normalni reakce na
svétlo a pupila nevykazovala znamky mydriazy. Svalstvo nebylo hypotonické
jako u obidoximu a Ko074, ani atonické jako u Ko7s. Dalsimi parametry u

kterych doslo k zlepSeni byly ataxie a chtize.

Hodnoceni U €innosti terapie po 7 dnech:

Po sedmi dnech doslo k vyraznému zlepseni nami sledovanych parametri, u

intoxikované skupiny bylo zaznamenano jen 5 odli$nych projevii od normalu. Stéle
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byla snizena rozte¢ ptri dopadu mezi dolnimi kondéetinami, toto zjiSténi bylo dale
potvrzeno sniZzeni ichopové sily dolnich koncetin. U zvirat byla také signifikantné
snizena teplota ze standardnich 37,7 na 37,0 °C. Dale pak byly také zaznamenany
hyperkinézy a krece.

U oximu Ko7s, ktery byl po 24 hodinach hodnocen jako toxictéjsi oproti
Ko74, doSlo v pribéhu dalsich dnt k vyraznému zlepseni stavu. Po sedmi dnech
byla zaznamenana siln& nosni sekrece a snizena sila tichopu vSech étyr koncetin,
pricemz sila Gchopu hornich a panevnich koncetin byla pouze mirné snizena.
Nedoslo vsak k tpraveé stavu oci, a to ani u skupin jimz byl podan obidoxim nebo
Ko74, stale nebyla zaznamenana reakce zvirat na svétlo, tento projev byl
zaznamenan spole¢né s prretrvavajici silnou mydriazou. Pritom u skupiny jenz byla
pouze intoxikovana, v§ak po uplynuti této doby k tpraveé stavu doslo.

Oxim Ko74 byl vyhodnocen po sedmi dnech jako horsi, jelikoz oproti Ko7s,
bylo u néj zjisténo postizeni chiize a sila ichopu panevnich koncetin. U obidoximu
pak bylo navic zjiSténo jesté pasivni chovani jedinct pred vlastnim handlingem.

Za nejefektivnéjsi byl povazovan oxim HI-6, u néjz doslo k eliminaci
statisticky vyznamné sledovanych parametr na tfi. U zvifat byla pozorovana
snizena reakce na priblizeni predmétu, ale sledované ukazatele na trovni o¢i byly
vyhodnoceny jako normélni. Déle byla zaznamenana snizena rektélni teplota a

zuzeni roztece pri dopadu mezi panevnimi koncetinami.
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5 DISKUSE:;:

Vtéto praci byla pro hodnoceni neurotoxického ucinku zptisobeného NPL
pouzita metoda Funkéni pozorovaci baterie, ktera obsahuje celkem 47 parametr,
které muzZeme jednoduse statisticky hodnotit. V této metodice je sdruzeno hodnoceni
parametra senzorickych, motorickych a autonomnich nervovych funkci. Jedn4 se o
velmi komplexni a jednoduché hodnoceni aéinkti latek pro ptrirozené chovani
zZivoc¢ichi, které nam miiZe mnoho napovédét o funkei jednotlivych trovni nervového
systému organismu.

Vyhoda tohoto testovani spociva v tom, Ze je provadéno na naivnich zviratech.
Na druhou stranu jsou ovSem né€které parametry obtiznéji kvalifikovany a stézejni
podminkou validity metody je vysoka zkuSenost osoby, ktera pokus provadi (Bures
1976) a jeji vysokd zodpovédnost. Pro zachovani validity takovychto pokusi je
podminkou také zachovani stavajiciho prostiedi, ve kterém jsou zvirata ustajena a ve
kterém se pokus provadi po celou dobu priibéhu testovani.

V literature byva casto také diskutovana otazka, zde je potkan vhodny animalni
model pro testovani ucinkid organofosfatii. Abou-Donia (2003) uvadi, ze ackoli jsou
potkani citlivi vii¢i mnoha toxickym chemickym latkdm, nevykazuji zietelné znamky
otravy organofosfaty. Naproti tomu jini autofi povazuji potkany za standardni a
vhodné modely pro vSechny toxikologické studie véetné akutnich, multidavkovych,
vyvojovych, reproduktivnich, karcinogennich a neurotoxickych (Jacobson-Kram
2001).

Vysledna data jednotlivych pokusi prokazuji vysokou citlivost laboratornich
potkant na intoxikaci NPL. Ve skupin€, které nebyla pod4ana antidotni terapie, bylo

mnoho pozorovanych parametri statisticky vyznamné zménéno ve srovnani s
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kontrolni skupinou. S prihlédnutim k samotné metodé Funkéni pozorovaci baterie je
potkan s jeho typickymi fenotypovymi vlastnostmi povazovan za optimalni model
ve srovnani sjinymi druhy bézné laboratorné pouzivanych hlodavei jako jsou
morcéata nebo mysSi (KuneSova 2005). Za velmi vyhodné vlastnosti pro toto
hodnoceni povazujeme zejména jejich snadné privykani na handling, vysokou
explorativni aktivitu a anatomickou zptisobilost.

Nejspolehlivejsich vysledki je dosaZzeno, jestliZe jsou zvirata predem po nékolik
dni handlovana, aniz by byla vystavena bolestivym nebo jinak nepfijemnym
podnétiim (Bures 1976). Zvirata tak maji dostatek ¢asu zvyknout si na dotyk ruky
examinatora a jeho pach. Proto byla zvirata vtomto pokusu takto pripravovana jiz
nékolik dni pred vlastnim zahajenim experimentu.

Funkéni pozorovaci baterii byly jiz v minulosti testovany organofosforové
inhibitory AChE na nékolika na sobé nezavislych pracovistich. Jako hlavni ukazatele
neurotoxicity byly v téchto studiich uvedeny: tremor, mi6za, svalova slabost, snizena
motorickd aktivita, snizena citlivost na bolest a zvySena excitabilita, v poloviné
pripadi byly ovlivnény sensorimotorické parametry, nékdy zvysSena rozte¢ pri
dopadu. Z autonomnich parametri byla nejméné casto pozorovana lakrimace
(Moser 1995). V dalsich pracich pak byly publikovany zmény dalSich parametri
ovlivnénych cholinergnim nervovym systémem, a to snizena reakce na bolest (Koehn
1978), prezvykovani (Salamone 1990) a hypotermie (Gordon 1994).

Tyto tidaje byly potvrzeny i v nasi studii. V pribéhu prvnich dvou pokusi byla
zvirata zarazeni do skupiny intoxikované tabunem bez nasledné terapie pasivni a
méla statisticky vyznamné snizenou aktivitu, a to jak pti pohybu ve volném poli po
dobu 3 minut, tak i v pribéhu méteni horizontalni a vertikalni aktivity Animexem po

dobu 10 minut. Pfi intoxikaci jinou NPL, somanem, vSak snizeni aktivity
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intoxikovanych zvirat nenastalo. Tento jev miize byt zptisoben rozdilnou distribuci
této latky v organismu, vcetné centralniho nervového systému (Kader 1985).

Snizeni aktivity pokusnych zvirat pfi intoxikaci tabunem bylo doprovazeno také
snizenim svalového tonu, kdy zvirata vykazovala hypotonii a nékteri jedinci az atonii.
Pri otravé somanem byla tato skutecnost zaznamenana také. Rozte¢ panevnich
koncetin pri dopadu byla signifikantné snizena, a to i u skupin, kterym byla podana
po intoxikaci podana kombinovana terapie, k Gpravé tohoto parametru nedoslo u
mnoha skupin ani po uplynuti sedmi dni od podani NPL.

V souladu s drive publikovanymi pracemi na dané téma byla u nelécené skupiny
intoxikované tabunem zaznamenana silna lakrimace, snizeni rektalni teploty a
vyznamné ovlivnéni vSech reaktivnich parametrt (reakce na priblizeni, na dotyk, na
zvuk a bolest). Po intoxikaci somanem vSak nebyly zaznamendny poruchy pri
hodnoceni téchto vySe uvedenych reaktivnich parametri po celou dobu trvani
pokusu.

Parametr jehoz ovlivnéni intoxikaci tabunem bylo potvrzeno, byla mi6za, ktera
byla velmi vyrazna a po sedmi dnech jesté nebyla Gplné eliminovana, i kdyz doslo
kjisté upravé stavu. Zornice zvirat po 24 hodinach nereagovaly na priblizeni
svételného zdroje, po 7 dnech jiz byla patrna zpomalenéa reakce. Pfi otravé somanem
doslo k naprosté spontanni tpravée téchto parametra po 7 dnech.

Tremor nebyl u testovanych jedinct po intoxikaci tabunem pritomen po celou
dobu pokusu, pouze pri testovani pokusnych zvirat za 24 hodin po intoxikaci. Pri
otravé druhou NPL, somanem, nebyl zaznamenin ani po uplynuti 24 hodin.
V prvnim pokusu pri intoxikaci tabunem byla navic zaznamenana nosni sekrece po
24 hodinach, k pravé tohoto parametru doslo v pribéhu dalSich dni, takze pri

opakovaném meéreni po sedmi dnech jiz nebyla zjisténa. Pfi druhém pokusu se

50



stejnou NPL byla tato sekrece zaznamenana az po sedmi dnech. Po intoxikaci
somanem nebyla nosni sekrece zaznamenéana.

Pryor (1983) uvadi, Ze neurotoxické latky snizuji silu ichopu vice u panevnich
koncetin nez u hrudnich, coz autor vysvétluje patologickou progresi otravy NPL. Na
zakladé nami zjisténych vysledkii, uvedenych v tab. ¢. 7 az 12, nemiiZzeme tento nazor
jednoznacéné potvrdit. U skupiny, které byl podan tabun bez nasledné terapie, doslo
k vyznamnému snizeni hodnot sily tichopu u panevnich i hrudnich koncetin a
k apraveé téchto hodnot nedoslo ani po uplynuti sedmi dni. Po intoxikaci somanem,
bylo po 24 hodinéach také zjisténo snizeni tichopové sily, po 7 dnech byla sniZzena sila
pouze panevnich koncetin.

Po 24 hodinach od intoxikace tabunem i somanem dochazelo ke snizenému
prijmu potravy zviraty, coz se vSak statisticky vyznamné neprojevilo na zméné jejich
télesné hmotnosti. Snizeni hmotnosti bylo zaznamenano az pii hodnoceni po sedmi
dnech, ale ani zde nebylo statisticky vyznamné. Ubytek hmotnosti pokusnych zviiat
je vysvétlovan vysokym energetickym vydejem organismu v pribéhu akutni
intoxikace, ktera je spojena se svalovymi kiecemi na jedné strané a s nekomfortnim
stavem zvirete, nevolnosti, zménénou emocionalitou, psychologickym stavem a

dezorientaci na strané druhé (Jacobson-Kram 2001).

V této praci jsme se v pocatku zamérili na porovnani terapeutické ucinnosti
jednotlivych oximt viiéi intoxikaci tabunem, z nichz jsme vybrali HI-6, obidoxim,
Ko74 a Ko7s. Vedle bézné dostupnych oximi (HI-6, obidoxim) a byly také testovany
nové pripravené latky Ko74 a Ko7s, které byly syntetizovany na katedre toxikologie
Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové.

Obidoxim je vsoucasné dobé bézné pouzivanym a komeréné dostupnym

oximem uréenym pro léébu intoxikaci organofosfaty (Dawson 1994). Ackoli
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nevykazuje dostatecnou terapeutickou ucinnost v pripadé otravy somanem (Kassa
1999, Kassa 2000), vysledky drive€jSich praci poukéazaly na relativné dobry
terapeuticky potencial obidoximu pfi terapii intoxikace vyvolané tabunem.

Oxim HI-6 byl v minulosti vyvinut a zaveden do praxe nékterymi zemémi pro
jeho vysokou reaktivacni a terapeutickou tcinnost. Je velmi acinny pii eliminaci
jednotlivych faktor neurotoxicity navozené intoxikaci somanem (Dawson 1994,
Kassa 1995). Tato prace v souladu s predeslymi vysledky vsak potvrdila, Ze je tato
latka méné terapeuticky G¢inna viici intoxikaci tabunem nez obidoxim.

Terapie akutnich otrav vyvolanych nejstar§i NPL tabunem, nebyla dosud
uspokojivé vyreSena. Obtizna reaktivovatelnost této latky je déana odliSnym
prostorovym usporadanim molekularni struktury tabunu. Tato rozdilnost je pri¢inou
snizené reaktivity inhibované AChE s pyridiniovymi oximy (Cabal 1999). Diivodem
jejich nizké reaktivacni schopnosti je pritomnost volného elektronového paru
lokalizovaného na amidovém dusiku, kterd velmi ztézuje nukleofilni zasah do
struktury inhibovaného enzymu (Eto 1976).

V tuto chvili je obtizné objasnit priciny vyssi Géinnosti obidoximu v porovnani
s ostatnimi testovanymi oximy. Tento rozdil ve schopnosti eliminovat tabunem
navozenou neurotoxicitu je zfejmé zptisoben odlisSnosti v prostorovém uspotradani
uzitych oximt a také po¢tem oximovych skupin a jejich pozici na pyridiniovém jadre
(Cabal 1999).

Reaktiva¢ni ucinnost jednotlivych oxim@ viiéi jednotlivym NPL neni shodna.
Obidoxim byl vyhodnocen jako nejucinnéjsi reaktivator pii intoxikaci vyvolané
tabunem. Dalsi latkou, ktera vykazovala dobrou tcinnost v tomto pokusu byl nové
syntetizovany oxim Ko75.

Na zékladé vysledkd prvniho pokusu byl pripraven pokus nasledny, kde byly

vybrany jiné reaktivatory. Obidoxim, jako nejlépe hodnoceny z drivéjsiho pokusu,
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jako urcity vnitini standard, ktery se snazime prekonat. HI-6 jako standard
neuspésného oximu vici intoxikaci tabunem. Ko7s, ktery byl hodnocen jako
nejucinnéjsi novy oxim, tedy k oveéreni jeho tucinnosti. Jako posledni oxim byl
zatazen trimedoxim, u né€jz se na zakladé znalosti vlivu chemické struktury na
reaktivacni aktivitu usuzovalo na dobry terapeuticky efekt (Cabal 2004).

Nové syntetizovany oxim Ko75 vSak vtomto testu nepotvrdil roli Gé¢inného
reaktivatoru AChE, jak by se dalo usuzovat na zakladé znalosti predeslého vysledku.
Jeho ucinnost byla sice po 7 dnech srovnatelna sacéinnosti obidoximu, coz bylo
prokazano v prvnim ztady pokusti, ale nedosahla velmi dobrého terapeutického
efektu trimedoximu. Na z4kladé vysledkd tohoto testu bude do vyzbroje ACR nové
zavedena latka trimedoxim, ktera nahradi stavajici reaktivator obidoxim, jakozto
uc¢innéjsi antidotum viici otrave tabunem.

Poslednim pokusem byly testovany nové syntetizované reaktivatory Ko74 a
Ko7s, vidi jiné NPL, somanu. Z diive uskute¢nénych pokusti na katedie toxikologie
je jako nejlepsi v soucasnosti znadmy reaktivator viici této NPL povaZovan oxim HI-6
(Kassa 2002). Tento pokus také prokazal, Ze obidoxim ani trimedoxim nejsou viici
otravé touto latkou dostate¢né ucéinné.

Nové syntetizované oximy Ko74 a Ko7s5 vsak neprokazaly lepsi terapeutickou
uc¢innost nez oxim HI-6, pricemz ani tento nejefektivn€jsi oxim neeliminoval
vSechny somanem zplisobené projevy neurotoxicity. Oblast terapie akutnich
intoxikaci somanem ztstava i nadale oteviend novym pristupim a testovanim.
Faktem vsak je, coZ potvrzuji i tyto pokusy, Ze v souc¢asné dob€ neexistuje univerzalni
¢i Sirokospektry reaktivator AChE, kterym by bylo mozné eliminovat akutni toxické

ucinky vsech NPL.
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Vtéto praci byla hodnocena ucinnost jednotlivych reaktivatori, které byly
podavany vzdy vkombinaci satropinem. Atropin je vterapii bézné uZzivana
anticholinergni latka, u které vyrazné prevazuje ptisobeni na muskarinové receptory
na periferii, pomérné méné pisobi v centralnim nervovém systému, protoze velmi
obtizné prochazi pres hematoencefalickou bariéru. Prakticky viibec neovliviiuje
receptory nikotinové ve vegetativnich gangliich a nervosvalové ploténce (Bajgar
1991). Proto se toto antidotum podava s cilem antagonizovat salivaci, bronchialni
sekreci a bronchokonstrikci, zatimco kosterni svalstvo, véetné svalti respiracnich,
zlstavaji touto latkou neovlivnény a tedy paralyzovany (Voprsalova 1996).

Pro dalsi zlepSeni jiz nastavené antidotni terapie lze v nasledujicich pokusech
navrhnout nahrazeni anticholinergika atropinu, za anticholinergikum s vyraznéjsim
centralnim Gé¢inkem. Mezi tyto latky patii benaktyzin, ktery je jiz v ACR zaveden. Na
zakladé experimentalnich vysledki 1ze do této skupiny také zaradit latky biperiden a
skopolamin. KunesSova (2005) konstatuje na zakladé vysledki své prace, ze vSechna
touto studii testovand anticholinergika s vyraznéjSim centralnim piisobenim
(benaktyzin, biperiden, skopolamin) vkombinaci sjakymkoli oximem vedla
k zvySeni ochrany zvifat proti projeviim NPL zpiisobené neurotoxicity a jejich
neuroprotektivni efekt byl siln€jsi nez téinek terapie obsahujici atropin. Mezi témito
testovanymi centralné plisobicimi anticholinergiky se pak jevil jako nejacinnéjsi
biperiden.

Dale by bylo Zzadouci doplnit stavajici terapii obsahujici oxim a
anticholinergikum, latkou s antikonvulzivnim ucinkem, nejéastéji je v této indikaci
pouzivan diazepam, a to z dvodu malé schopnosti atropinu zabréanit centralnim
zachvatiim vedoucim k tonicko — klonickym kfec¢im.

AvSsak ani optimalni nastaveni terapie skladajici se zreaktivatoru

acetylcholinesterazy, anticholinergika a antikonvulziva nemusi Gspésné odvratit
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hrozbu poskozeni organismu nebo tmrti, zvlasté v pripadé expozice organismu
vysSim davkam NPL.

K dal$imu zmirnéni nezadoucich ucinkt téchto latek je vhodné doplnit jiz
rozsSifenou terapii profylakticky ptisobici latkou, protoze tabunem a somanem
navozené toxické ucinky jsou mimoradné odolné vii¢i naslednym terapeutickym
zasahim. Toto je vysvétlovano nizkou reaktivaéni ucéinnosti v soucasnosti
pouzivanych oximu vici tabunu (Clement 1987, Jokanovic 1996, Puu 1986) a velmi
kratkym ¢asovym intervalem potiebnym k dealkylaci komplexu AChE a somanu.

Podani oximi v kombinaci s béZné uzivanou anticholinergni latkou atropinem
vedlo ksniZeni projevi nékterych neurotoxickych tucinkd testovanych NPL, ale
¢ast nAmi hodnocenych parametrt nebyla zcela eliminovana a byla posuzovana, jako
statisticky vyznamné odliSnd od normaélnich hodnot. Proto by pro dalsi zlepSeni
ucinnosti antidotni terapie bylo potiebné podat né€ktera profylakticky ptisobici 1é¢iva,
hlavné oximy, protoze pritomnost jakéhokoli mnozstvi reaktivatoru v krevnim obéhu
pred otravou nervové paralytickymi latkami je velkym prinosem pro naslednou

antidotni 1é¢bu.
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6 ZAVER:

V této praci jsme hodnotili experimentalné navozenou neurotoxicitu tabunem a
somanem, organofosfaty fazenymi do skupiny nervoveé paralytickych latek, které jsou
velmi toxické pro vSechny teplokrevné organismy. K hodnoceni vysledki jsme pouzili
soubor vybranych parametrii, zafazenych do komplexni metodiky zvané Funkéni
pozorovaci baterie, tato baterie obsahovala celkem 47 nami hodnocenych parametri
motorickych, senzitivnich a autonomnich nervovych funkei.

NPL byly experimentalnim zvifatim podavany intramuskularné v davce
odpovidajici 80% LDso. Byla-li podavana nasledna terapie, byla aplikovana také
intramuskularné vZdy 1 minutu po intoxikaci tabunem. Vysledné parametry pak byly
hodnoceny ve dvou ¢asovych intervalech: 24 hodin a 7 dni po podani otravné latky.

Terapie byla vybrana na zakladé v minulosti provedenych pokusi, jako
srovnavaci standardy byly vybrany vZdy oximy HI-6 a obidoxim a to z diivodu jejich
dostupnosti vterapii a odliSnych terapeutickych schopnosti. Nejlepsi bézné
pouzivany reaktivator pro intoxikaci tabunem je obidoxim. Oxim HI-6 je Géinny pri
terapii intoxikace ostatnimi NPL, zvlasté pak somanem. Dale byla vtéto praci
porovnavana terapeuticka u¢innost dvou nove syntetizovanych oximi Ko74 a Ko7s a
oximu, ktery je dostupny, ale malo pouzivan — trimedoximu.

Oximy byly vzdy podavany v ekvimolarnich mnozstvich. Terapie obsahovala
mimo tyto oximy i anticholinergné ptisobici latku. Jako anticholinergné ptisobici
latka byl vybran bézné v terapii otrav organofosfatti uzivany atropin.

Terapie eliminovala mnoho tabunem navozenych projevii neurotoxicity, avSak
zadna v terapii pouzita latka neeliminovala tyto projevy absolutné. Dle naseho

oc¢ekavani nejhorsi vysledky vykazal vii¢i tabunu oxim HI-6. Nové syntetizované

56



latky vykazovaly lepsi terapeutickou tucinnost, jako velmi nadéjna latka se nam jevil
oxim Ko75, jehoz Gc¢inek po uplynuti 24 hodin a 7 dni byl srovnatelny s ticinkem
obidoximu. U oximu Ko74 nedoslo ktak vyrazné Gpravé nami sledovanych
parametra.

Vysledky této prace vSak byly jenom predbézné vzhledem k malému souboru
potkanti a interindividualni variabilité zvirat obecné. Dalsi studie pak méla ovérit
vysledky ziskané v prvnim z fady pokusii. Do této studie byla zatrazena latka Ko7s, a
méneé uspésna latka Ko74 byla nahrazena trimedoximem. Data ziskana v predeslém
testu byla potvrzena, Ko75 ma obdobnou terapeutickou ac¢innost vii¢i intoxikaci
tabunem jakou vykazuje obidoxim. AvSak ani jedna ztéchto latek nedosihla
terapeutické ucéinnosti trimedoximu. Na zakladé vysledku této studie byla tato latka
navrzena k zavedeni do antidotni vybavy ACR, kde by mohla nahradit stavajici
obidoxim.

V poslednim pokusu byly latky Ko74 a Ko75 testovany viiéi jiné otravné latce,
somanu. U novych reaktivatori a taktéZ u obidoximu doslo spise k potenciaci ic¢inku
NPL a na zakladé hodnocenych parametri, bylo prokazano vyssi zatiZeni organismu,
které se projevilo zvlasté zhorSenou reaktivitou na okolni podnéty, sniZenou
aktivitou zvirat a postizenim oci. Tento efekt nebyl zaznamenan u oximu HI-6, ktery

naopak zpiisobuje vyrazné snizeni projevii neurotoxicity vyvolané somanem.
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