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Seznam pouzitych zkratek

ACh - acetylcholin

ACHhE - acetylcholinesteraza

AP - alkalicka fosfataza

BuChE — butyrylcholinesteraza (téZ pseudocholinesteraza, nespecificka cholinesteraza)
CCD — charge changing device (zafizeni s vazanymi naboji)

cVRG — caudal ventral respiratory group (kaudalni ventralni respira¢ni skupina)
FVZ UO - Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany

LDs, — stfedni letalni davka

NPL - nervové paralyticka latka

OF — organofosfat(y)

OVLT - organum vasculosum laminae terminalis

rVRG —rostral ventral respiratory group (rostralni ventralni respira¢ni skupina)

VRG - ventral respiratory group (ventralni respiracni skupina)



1. Uvod

Nervovée paralytické latky (NPL) nélezi do chemické skupiny organofosfatii; zaroveil
patii mezi nejsilngjs$i znamé jedy. Pisobi na metabolismus acetylcholinu inhibici enzymu
acetylcholinesterazy (AChE), ¢imz ovliviiuji prenos nervovych vzrucht. Maji fadu dalSich
mén¢ vyznamnych ucinki.

Ackoliv organofosfaty jsou jiz od 30. let minulého stoleti zndmy, vyrabény a
pouzivany k bojovym uc€eliim, ochrana proti t¢émto latkam dosud neni uspokojivé vyfesena.
Jejich vojenské nebo teroristické pouziti je pritom stale aktudlni, o cemz nas v poslednich
desetiletich presvédcuji udalosti v Perském zalivu, €i teroristické utoky na pocatku 21. stoleti.
Stiedem zdjmu toxikologl je proto v souc¢asné dob¢ vyvoj co nejucinnéjsiho antidota jak pro
profylaktické pouZziti, tak pro terapii otravy NPL. Zcela uspokojujiciho vysledku na tomto poli
dosud nebylo dosazeno.

Abychom mohli pfispét k poznatklim o mechanizmu ucinku nejtoxictejSich inhibitora
cholinesteraz, vyvinuli jsme metodu, ktera kvantifikuje histochemické nalezy. Touto metodou
sledujeme a popisujeme jak obraz otravy NPL v jednotlivych ¢astech nervové soustavy, tak
ucinek profylaktik a antidot proti NPL. NaSe prace se tedy muze uplatnit pfi vyvoji novych

antidot.

2. Literarni prehled

2.1 Cholinergni systém v nervové soustavé

Acetylcholin (ACh) je vytvafen v nervovych zakoncenich reakci cholinu a
acetylkoenzymu A katalyzovanou cholinacetyltransferazou. ACh je ¢inny jako neuromediator
na nervosvalovych ploténkach, na synapsich ganglii a v CNS. V necholinergnich synapsich
muze pasobit jako neuromodulator (napft. inhibici Na+/K+ pumpy) (Fisar et Jirdk, 2001). V
CNS je rozmistén piedevsim v septum verum, v retikuladrni formaci a ve striatu (Perry, 1998).

Acetylcholinesteraza (AChE, EC 3.1.1.7.) je enzym, ktery rozklada ACh pusobici na
receptoru postsynaptické membrany. AChE je jednim z nejaktivnéjSich enzymd, které jsou
znamy. AChE se vyskytuje zejména v erytrocytech, nervovych a svalovych bunkéch (Lojda et
al., 1979). Funkce AChE v erythrocytech neni zcela znama (Bajgar, 2004). Aktivita AChE
v mozkovych jadrech a oblastech je riznoroda a pohybuje se v rozmezi od 118 umol/g/h v

cerebellu do 1661 pmol/g/h ve striatu, coZ je zhruba patnactindsobny rozdil v rdmci mozku.



Rozdilem AChE oproti BuChE (viz nize) je zejména lokalizace a funkce enzymu a
z biochemického hlediska téZ vyssi afinita pro ACh nez pro jiné estery cholinu. Mimoto je
AChE inhibovéana nadbytkem substratu, tedy vy$$imi koncentracemi acetylcholinu.

ACHhE je tvofena molekulou, v niz se vyskytuji 2 alfa a 2 beta podjednotky. Tzv.
aktivni povrch molekuly je misto, kde se k sob¢ ptiblizuji na alfa fetézci alfa anionické misto
a esteratické misto, na beta fetézci se na aktivnim povrchu nachdzeji tzv. alosterickd mista
(beta anionické a gama anionické misto) (Patocka et al., 1979; Bajgar, 1985). Inhibice AChE
muze probihat na téchto riznych mistech molekuly nékolika moznymi druhy vazeb.
Nejzavaznéjsi z biologického hlediska je vazba fosforylaci na esteratickém misté. Enzym
fosforylovany OF se jen minimaln¢€ spontanné navraci do funk¢niho stavu. Tuto reaktivaci je
mozno urychlit tzv. reaktivatory cholinesteraz. U nékterych OF ovSem fosforylovanad AChE
podléha dealkylaci (tzv. ageing, starnuti), ktera neovliviiuje toxicitu OF, ale omezuje moznost
pouziti reaktivatord. Podstatou této dealkylace je zmenseni navazané molekuly o alkyl, jehoz
alkoxylovéa skupina se plisobenim vody rozpada na dva hydroxylové konce (Patocka et al.,
1979).

Druhou cholinesterazou s mirn¢ odlisSnymi vlastnostmi je butyrylcholinesteraza
(BuChE, pseudocholinesteraza, nespecificka cholinesteraza a dal§i méné pouzivana
synonyma), EC 3.1.1.8. (Patocka et al., 2004; BRENDA, 2008). Vyskytuje se v plazm¢ a
v jatrech, téz v ktizi, buikdch pankreatu, svalovych buiikach cévni stény a travici trubice
(Lojda et al., 1979). V nervové tkani je pfitomna v nékterych neuronech i glii. V mozku je
obsazena v neuronech i v glii zhruba fadové mén¢ nez AChE. Piesny pomér obou enzymu se
li§i v zavislosti na oblasti mozku, je to 1,5 — 60 x mén¢ nez AChE (Giacobini, 2003). Funkce
BuChE v organizmu neni pfesné¢ znama. Existuji hypotézy o roli BuChE jakozto tzv.

vychytavace toxinil — scavengera (Schwarz et al., 1995) a fada dalSich teorii.

2.2 Inhibitory a reaktivatory AChE

Skupina tzv. organofosfatii (OF) patii mezi organické slouc¢eniny fosforu. Jejich
specifickym G¢inkem je zejména blokdda AChE a tim ovlivnéni pfenosu vzruchu. V primyslu
se OF vyuzivaji jako zmé&kcovadla, hydraulické kapaliny, 1éCiva, pesticidy a insekticidy. Ty
nejucinnéjsi se pouzivaji jako bojové chemické latky, pro jejich biologicky ucinek se pro né
pouziva oznaceni nervove paralytické jedy ¢i nervové paralytické latky (NPL) (Bajgar, 1985).

Dle vlastnosti NPL lze tyto latky rozd€lit na tii skupiny:

a) G-latky (tabun, sarin, soman, a cyklosarin) jsou vysoce té¢kavé kapaliny, proto vstupuji do



organismu zejména respiracni cestou. Stfedni letalni davka (LDsg) pfi zamoteni kize je 0,7 —
7 mg/kg. Soman dealkyluje nejrychleji, s polocasem 6 minut (Coult et al., 1956), ¢imZ velmi
omezuje pouZiti reaktivatoru.

b) V-latky (VX a jeji ruskéd obdoba znacena RVX) vydrzi v terénu diky nizké tékavosti velmi
dlouho. Po priichodu do organismu ucinkuji velmi rychle hlavné na nervosvalové ploténky,
proto pficinou smrti je akutni respiracni insuficience. LDs pfi i.v. aplikaci je 0,014 mg/kg
(Bajgar, 1991).

c) IVA latka (latka se stfedni t€kavosti) je pro svou stiedni té€kavost nebezpecnd vsemi
branami vstupu. LDsy 1,36 mg/kg (Prymula, 2002).

Jako blokatory AChE se chovaji také karbamaty. Inhibuji téz acylaci (karbamylaci)
esteratického mista AChE, na rozdil od OF maji lep$i spontanni reaktivaci, kterou vSak nelze
urychlit terapeutickym podanim reaktivatora (Patocka et al., 1979). NejznaméjSimi
prestaviteli jsou pfirodni fyzostigmin (Eserin) a synteticky pyridostigmin.

Tzv. kratkodobé inhibitory cholinesterazy jsou naptiklad: tacrin, donepezil,
rivastigmin, 7-methoxytacrin. VaZou se na y-anionické misto AChE. Tyto latky, které maji
tercialni dusik a prestupuji hematoencefalickou bariérou (HEB), se diky své podpote
cholinergniho u¢inku a nizké toxicité v poslednich letech zacaly pouzivat pro 1é¢bu
Alzheimerovy choroby, jezZ je zptisobena nedostatkem ACh v mozkové¢ ktife (Perry, 1998).
Mohou se také vyuzit v profylaxi otravy NPL, kdy svym vlastnim obsazenim AChE
kratkodobé ochrani jeji molekulu pfed navazanim NPL (Bajgar, 1991).

V protikladu k inhibitorim AChE, uvedenym v piedchozich odstavcich, maji
reaktivatory AChE zcela odliSnou roli v patofyziologii otrav. Jedna se o syntetické latky
charakteru oxim, které¢ jsou schopny reagovat s komplexem AChE-OF a obnovit aktivitu
enzymu. Pfedstavitelé této skupiny latek se lisi poctem pyridiniovych kruht a polohou
oximové skupiny, nejcastéji se déli podle poctu dusikovych iontli na monokvarterni a
biskvarterni. Star§i generaci zastupuji pralidoxim, trimedoxim, methoxim, obidoxim (Bajgar,
2004), novéji se vyrabéji tzv. H-oximy (HI-6, HL6-7) (Kassa et Cabal, 1999). Snaha o
zlepseni terapie otrav OF vede k vyvoji dalSich oximi, jak je napt. BI-6 a dalsi, které se vSak

zatim neujaly v huméanni mediciné.

2.3 Toxikologické a klinické aspekty otravy OF
Prvotni mechanismus toxického ptisobeni OF je inhibice AChE. Enzym je zablokovan
na esteratickém mist¢ ireverzibilnim mechanismem fosforylace. Nasledkem toho se na

synapsich kumuluje nerozlozeny ACh a jeho zvySena nabidka pro nikotinové a muskarinové



receptory je doprovazena centralnimi 1 perifernimi parasympatomimetickymi piiznaky a
svalovymi kiecemi (Bajgar, 2005). Za hlavni rozdil pisobeni G-latek a V-latek 1ze oznacit
odlisny tc¢inek na CNS a na PNS a svalovinu. V-latky prochézeji HEB jen pomalu a patrné
proto se uplatnuji v periferii na nervosvalové ploténce vyraznéji nez v CNS (Shih et al.,
2005). Pti vzniku kieci se predpoklada ucast dalSich excita¢nich neurotransmiterti (Bajgar,
2005). Morfologické poskozeni nervové tkané je zprosttedkovéano aktivaci NMDA receptort,
které jsou pfitomny na glutamatergnich neuronech. Nadmérné vyplaveni glutamatu vede

k silnému nahromadéni vapniku v neuronech a k neurondlni smrti (Bajgar, 2006). Kromé
ucinku OF na nervovy a svalovy systém lze popsat dalsi toxické ucinky OF (stresogenni,
imunitni atd.) (Kassa, 1998; Bajgar, 2004; Bajgar, 2005; Marrs et al., 1996).

Histopatologické zmény pfi otravé OF se popisuji v fad€ organt. Jsou nespecificke,

k podobnému poskozeni dochazi pfi otraveé jinymi latkami. Histochemické zmény vyplyvaji
z vySe popsaného mechanizmu inhibice cholinesterdz v mozku a dalSich tkanich a orgénech.
Tato inhibice neni rovnomérna ve vSech jadrech mozku, a neni ani shodna pro vSechny druhy
OF a NPL. Tuto heterogenitu lze ¢astecné vysvétlit pfitomnosti izoenzymd a jejich rliznou
citlivosti k jednotlivym NPL (Bajgar et Patocka, 1979). Z toxikologického pohledu je
uptednostiiovan poznatek, ze kritickou hodnotu predstavuje snizeni aktivity AChE

v pontomedularni retikularni formaci pod 5% (Bajgar, 1991; Bajgar, 2004).

Toxikokinetika OF je rozdilné dle typu organofosfatu. V cilové tkani G€inkuje 1-50%
davky, pfiCemz ztraty vznikaji pfi resorpci , transportu a metabolizaci. Metabolizace probiha
predevsim jako detoxikace v jatrech, naproti tomu oxidace nékterych OF toxicitu jesté
zvysuje. Jako depo se muze ukladat OF i jeho oxidovany metabolit a zplisobit druhou vinu
intoxikace, coz je typické pro malathion (Bajgar, 1985). U somanu bylo prokézano, ze na
toxickém efektu se podili 1-3% podané davky. Ztraty pii prichodu organismem se pficitaji
zejména vazbé na plazmatickou BuChE a erythrocytarni AChE a detoxikaci v jatrech, plazmé
a patrné 1 v plicich. Do mozku se soman dostava snadno diky své lipofilité. U somanu jako u
jediné NPL bylo prokazano vytvéfeni depa.

V terapii otravy OF jsou pouZzivany dva zakladni terapeutické principy.
Anticholinergika antagonizuji efekt kumulovaného ACh na synapsich a reaktivatory
cholinesteraz reaktivuji inhibovanou AChE. Pouziva se zejména atropin, ptipadné benactyzin,
ktery ma lepsi centralni uc¢inek (Kassa et al., 1996; Kassa et Samnaliev, 2004). Reaktivatory
AChE pochazeji ze skupiny oximd, uzivaji se monokvarterni i biskvarterni oximy.
Predstavitelé této skupiny jsou jmenovany v predchozim textu. Dalsi mozné terapeutické

postupy zahrnuji antikonvulzivni terapii, pouziti tzv. vychytavact OF, vyplach zaludku,



resuscitaci, apod. (Bajgar, 1985; Bajgar, 2006).

K profylaktické ochrané molekuly AChE v organismu se pouZziva podani
reverzibilnich inhibitorti cholinesteraz nebo karbamatii, pripadné vychytavact OF a také
profylaktické davky reaktivatori AChE. V praxi je nejvice pouzivan pyridostigmin. Jeho
vedlejsi ucinky lze nejlépe omezit kombinaci s anticholinergiky, uzivana je zejména
kombinace pyridostigminu s benactyzinem a trihexyfenidylem (preparat PANPAL) (Bajgar,
1985; Bajgar, 2006). Z reaktivatori je pro tento ucel nejlepsi HI-6 s prodlouzenou dobou
pusobeni (Dolezal et al., 1988; Bajgar, 2004). Vyhodou pouziti vychytavaci OF je absence
vedlejsich ucinkd, proto podani BuChE je jednim z nejvyhodnéjsich profylaktickych postupti
(Bajgar, 2004; Doctor, 2003).

2.4 Pouzitelnost antidot

Z experimentd in vitro i in vivo vyplyva, ze latka HI-6 je z ovétenych reaktivatort
nejucinngjsi pii [éCebné davce 1 pii profylaktickém uziti, pficemz pii profylaxi je prakticky
jediné U€innd pro expozici supraletalnich dévek sarinu, somanu a IVA (Kassa et al., 1997).
V ptipad¢ intoxikace tabunem jsou vSak H-oximy jsou malo G¢inné vlivem tvaru své
molekuly. Nejsiln€j$im reaktivatorem zde ziistava obidoxim ¢i méné uzivany trimedoxim
(Kuca et al., 2005; Kassa, 2004). Zadny z klinicky i experimentalné uZivanych oximt tedy
neni dostatecné efektivni pfi otravé jakoukoliv NPL, tzn. Ze dosud neexistuje zadny
Sirokospektry reaktivator pouzitelny v bezpecné davce (Dawson, 1994; Bajgar, 2004).

Utinna koncentrace oximi v mozku by méla byt 10 az 10™ M, aby zabezpegila
dostate¢nou reaktivaci inhibované AChE, zejména v pontomedularni oblasti. Oximy vSak
diky své¢ struktufe kvarternich pyridiniovych soli velmi $patné penetruji ptes intaktni HEB. To
znamena, ze pro dosazeni potfebné koncentrace v mozku by byla potfeba extrémné vysoké
plazmatické koncentrace. Je prokazan vstup oximti do CNS za urcitych podminek,
pravdépodobnym mechanismem je poskozeni HEB organofosfaty pii otravé (Petrali et al.,
1991). Tato problematika se stale zkouma (Eyer, 2003).

Cilem toxikologli v soucasnosti je tedy vyvinout 1) reaktivator AChE, ktery by m¢l co
nejlepsi ucinek proti somanu, jehoz komplex s AChE rychle dealkyluje, 2) reaktivator AChE,

ktery by byl univerzalni viici vSem znamym NPL.

2.5 Laboratorni metody prikazu aktivity AChE
Pti histochemickém prikazu AChE jsou nejpouzivanéj$i metody

s acetylthiocholinjodidem - dvouetapova metoda Koelle-Friedenwald nebo pfima metoda



Karnovsky—Roots. Thiocholin uvolnény ¢innosti enzymu redukuje ferrikyanid na ferrokyanid,
ten s Cu®" ionty vytvoii nerozpustny hnédy ferrokyanid méd’naty (Karnovsky et Roots, 1964;
Lojda et al., 1979).

K detekci AChE aktivity se ptfevazné pouzivaji biochemické metody, které nepodaji
informaci o piesnéjsi lokalizaci enzymu v tkéni, ale které jsou vhodné pro kvantifikaci.

V ptipadé AChE je nejrozsifené;$i metoda dle Ellmana, jeZ je hodnocena spektrofotometricky
(Ellman et al., 1961).

ProtoZe biochemické metody prokazuji aktivitu enzymu po homogenizaci tkané¢ a
neumoziuji presné¢ urcit jeho lokalizaci, hledaji se v poslednich letech metody, kter¢ by
dokazaly ptesné kvantifikovat aktivitu enzymu na mikroskopickém preparatu. Rozvoj
digitdlniho zdznamu obrazu umoznil i rozvoj téchto metod. Pfi porovnavani aktivity vzorku
s kontrolnim vzorkem je samoziejmé potieba dodrzet stejné podminky, které maji vliv na
intenzitu zbarveni: standartni tloust’ku fezu, dobu a druh fixace, koncentraci substratu,
inkubacni dobu a teplotu. Pii dodrZeni uvedenych podminek Ize dosdhnout vyborné korelace
mezi histochemickymi a biochemickymi vysledky (Hammond et al., 1996).

Uskali kvantitativni histochemie spoéivaji v nékolika limitujicich faktorech metody,
které ji znevyhodnuji proti biochemickym metodam:

1) ¢ast molekul enzymu, ktera neni ve tkdni pevné fixovana, je pfi piiprave preparatu vymyta
a nemuze se proto uplatnit pfi méteni aktivity enzymu,

2) ptiprava preparatu fixacnimi ¢inidly mize snizit aktivitu enzymu;

3) omezeni ptistupu substratu biologickymi membranami nebo i tloustkou fezu. Téz pti
vysoké¢ aktivité enzymu ve vzorku mtize vznikajici srazenina branit substratu v ptistupu

k enzymu;

4) v histochemii jde predevsim o lokalizaci enzymu, ¢asto na ukor optimalnich podminek pro
enzymatickou reakci. To plati i o koncentraci substratu, ktera na rozdil od biochemickych
vysetieni nerespektuje vzdy kinetiku 0. fadu, to znamena, ze ne vzdy je zcela vyuzita §tépna
schopnost enzymu. Oproti tomu pii biochemickém vySetieni je respektovana kinetika 0. fadu,
to znamena, ze aktivita enzymu, kterd je vyjadiena ptibytkem produktu za ¢asovou jednotku,
je tmérna koncentraci aktivniho enzymu (Lojda, 1970).

Metody, jez kvantifikuji histochemicky preparat, pracuji s digitalnim obrazem, ktery je
sloZen z bodi (pixeld). Kazdému pixelu ptislusi urcitd hodnota jasu. Pii sniméni obrazu
intenzita svétla dopadajiciho na senzor digitalniho snimace je nepfimo iimérné pifevadéna na
napéti, tato hodnota je potom pfifazena kazdému pixelu rovnomérné pomoci 256-tistupniové

Skaly. Standardné se uziva stupnice jasu o 256 stupnich (toto ¢islo je dano informaci o
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velikosti 8 bitl) u ¢ernobilych obrazli. Pojmem ¢ernobily obraz je myslen obraz
odstupiiovany Sedi, nikoliv takovy, ktery je tvofen jen ¢ernou a bilou slozkou (Hozman et al.,
2006).

Ke kvantifikaci histochemickych metod je mozno pouzit slozité i relativné jednoduché
systémy s podobnymi vysledky (Ruiz-Torner et al., 2001; Ma et al., 2001; Hammond et al.,
1996). Citovani autofi se shoduji, Ze histochemie AChE v mozku je dostate¢né vhodna pro

seridzni kvantitativni vySeteni véetné posouzeni toxického efektu.

3. Cile prace

1) Vypracovat vlastni metodiku kvantitativniho stanoveni acetylcholinesterazy v CNS
a prokdzat spravnost ziskanych vysledkl korelaci s biochemickym vySetfenim provadénym na
Fakulté vojenského zdravotnictvi UO.

2) Popsat a kvantitativné vyhodnotit zmény v aktivit¢ AChE po plisobeni zakladnich
predstavitelii nervove paralytickych latek na vybrand mozkova jadra pti akutni otrave.

3) Vyuzit metodu k ovéfeni profylaktického uc¢inku huperzinu A proti NPL.

4) Kvantitativni histochemii prokazat uc¢inek standardn¢ pouzivanych i aktualné
vyvijenych antidot na reaktivaci acetylcholinesterazy atakované tabunem s podrobnym
popisem obrazu inhibovanych mozkovych oblasti.

5) Vysetiit aktivitu AChE v téch jadrech retikularni formace, ktera jsou dle souc¢asné
literatury povazovéna za sou¢ast komplexu dychacich center v oblongat¢.

6) Na zaklad¢ reaktivace AChE v riznych ¢astech mozku se pokusit vyvodit zaver o
pruchodu reaktivatorti hematoencefalickou bariérou.

7) Prostudovat ti¢inek vSech zminénych latek na nervosvalovou ploténku branice.

4. Material a metody

4.1 Zakladni metodika

Nervove paralytické latky dodal Vojensky technicky ustav v Brné. Pouzité latky ze
skupiny oximi byly syntetizovany na katedie toxikologie FVZ. Inhibice AChE v mozku a na
nervosvalové ploténce branice byla studovana histochemicky na zvifecim modelu
laboratorniho potkana (Wistar, hmotnost 200-220 g). Zvitata byla otravena vzdy LDs, agens
i.m., v ptipad¢ pokust s antidoty a profylaktikem davkou 1,2 x LDsg, kontrolni skupiné byl
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aplikovan fyziologicky roztok. Prezivsi jedinci byli po 30 minutach usmrceni. Po dekapitaci
byly vyjmuty mozky, pficné€ ptekrojeny na 2—4 ¢asti a rychle zamrazeny a bez fixace krajeny
na kryostatu na frontalni fezy o tloust’ce 20 um. Po fixaci 1 min v parach formolu a 5 min

v Bakerové roztoku byly fezy kultivovany k detekci AChE a alkalické fosfatazy (AP).

Histochemické vySetteni spocivalo v simultanni histochemické detekci AChE dle
Karnovskyho a Rootse v upravé Lojdy (Lojda, 1970) s detekci AP. Pro orientaci v mozkové
tkani jsme ke kazdému fezu ur¢enému na histochemické vysetfeni provedli vzdy sousedni fez
pro zakladni histologické barveni hematoxylinem a eosinem.

Vysledky byly hodnoceny a dokumentovany v mikroskopu Olympus BX51 s CCD
kamerou napojenou na pocitac s 20-ti palcovym LCD monitorem a se software QuickPhoto
Micro 2.2. Pro identifikaci a ohrani¢eni mozkovych struktur jsme uzili vSeobecné uzivané
atlasy potkaniho mozku od G. Paxinose (Paxinos et Watson, 1987). Kvantifikace nalezu byla
provedena jednoduchou digitalni analyzou obrazu — pfevedenim barevného obrazu do 256
stupnii Sedi, manualnim ohrani¢enim zvolené oblasti a mefenim primérné density pixelu
v ohrani¢enych oblastech. Digitalni analyza obrazu byla provadéna pomoci grafického
software 3D-Doctor spolecnosti Able Corporation. Statistické rozdily v aktivit¢ AChE byly

evaluovany t-testem.

4.2 Vliv tloust’ky Fezu, délky fixace a koncentrace substratu na denzitu pixelu

Po usmrceni jednoho zdravého laboratorniho potkana jsme vyjmuli mozek a rychle jej
nechali zamrazit. Pro hodnoceni jsme pouzili fezy z ptedni poloviny mozku, kde jsme
vysetirovali kortex a striatum. Ob¢ struktury byly podrobeny histochemickému vySetieni, pii
kterém jsme vzdy ménili jednu z podminek piipravy preparatu. Nejprve jsme vyrobili sérii
fezi o tloustce 10 um, 14 pm, 16 um a 20pm. K fixaci jsme pouzili Bakerav roztok, jak je
uvedeno v zakladni metodice. Provedli jsme hodnoceni na fezech po fixaci trvajici 5 minut,
10 minut, 20 minut a 30 minut. Pro posouzeni vlivu koncentrace substratu jsme preparaty
nechali inkubovat v médiu s plnou navazkou substratu dle Lojdy anebo v médiich, ktera
obsahovala 80%, 65% ¢i 50% pfedepsané¢ho mnoZstvi substratu. U kazdé varianty jsme na 3

tezech hodnotili primérnou denzitu pixelu v ohrani¢enych oblastech.
4.3 Korelace s biochemickym stanovenim

Laboratorni zvifata byla otravena davkou LDsg sarinu, somanu a VX-latky i.m.

Kontrolni skupiné byl aplikovan pouze fyziologicky roztok. Ve vSech skupinach byli vzdy 4
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jedinci. VSechna pokusnd zvitata byla po 30 minutach usmrcena a podrobena proceduie, ktera
je popsana vyse v ¢asti 4.1 Zakladni metodika.

Biochemické vySetfeni metodou dle Ellmana v upravé podle Bajgara (Ellman et al.,
1961; Bajgar, 1972) provadéla laboratot na Katedie toxikologie FVZ UO. Hodnoty aktivity
jsou vyjadieny jako umol hydrolyzovaného substratu/60min/kg vlhké tkané a jako %
kontrolnich hodnot. K ¢4astem mozku, odebiranym k biochemickému vySetieni, jsme pfifadili
histochemické preparaty v téchto oblastech ¢i jadrech v uvedenych urovnich mozku:
- amygdala — nucleus centralis amygdalae, nc. lateralis, nc. basolateralis, nc. basomedialis, nc.
medialis a nc. posterolateralis corticalis, na fezu 2,8 mm dorzalné od bregmatu;
- frontalni kortex — oblasti F1, F2, F3 v urovni 2,2 mm rostraln¢ od bregmatu;
- dorzélni septum — dorzalni a intermediélni ¢ast lateralniho septalniho jadra, v Grovni
bregmatu;
- hypothalamus — jednostranné¢ oblast zahrnujici ventromedialni a dorsomedialni
hypothalamicka jadra, nucleus perifornicalis, nc. arcuatus, nc. periventricularis, nc.
supraopticus, tuber cinereum, area hypothalamica dorsalis et lateralis, na fezu 2,8 mm
dorzalné od bregmatu;
- hippocampus — oblasti CA1, CA2, CA3 a gyrus dentatus zastizeny v trovni 3,5 mm
dorzélné od bregmatu;
- medialni thalamus — parové nuclei mediodorsales, intermediodorsales, paraventriculares,
paracentrales, centrales mediales et centrolaterales, 2,8 mm dorzalné od bregmatu;
- pontomedularni oblast — nc. gigantocellularis retikularni formace na fezu 13 mm dorzéaln€ od
bregmatu;

- striatum — komplex nc. caudatus — putamen, v Grovni bregmatu.

Vzdalenosti od bregmatu a terminologie jader jsou citovany z atlasu potkaniho mozku
autorti Paxinose a Watsona (Paxinos et Watson, 1987).
Kazda vysetfovand oblast mozku byla hodnocena na tfech sousednich fezech

z jednoho zvifete. Celkem jsme tedy z kazdé definované oblasti ziskali dvanact vysledka.

4.4 Inhibice acetylcholinesterazy G-latkami
Laboratorni potkani byli otraveni LDs, tabunu, somanu nebo sarinu i.m., kontrolni
skupin¢ byl aplikovan fyziologicky roztok. V kazdé skupiné byli zahrnuti 3 jedinci. Dalsi

postup byl shodny s postupem uvedenym v zakladni metodice.

13



4.5 Inhibice acetylcholinesterazy V-latkami
Laboratorni potkani byli otraveni LDsy VX, respektive RVX i.m., kontrolni skupiné
byl aplikovan fyziologicky roztok. V kazdé skupiné byli zahrnuti 3 jedinci. Dalsi postup byl

shodny s postupem uvedenym v zékladni metodice.

4.6 Protektivni ucinek huperzinu A

Laboratorni potkani byli rozdéleni do nasledujicich skupin:
1) Soman: potkanim bylo aplikovano 0,1 ml/kg fyziologického roztoku i.p. a po 30 minutach
1,2 x LDsp somanu i.m. Prezila-li zvifata 30 minut po aplikaci somanu, byla usmrcena a
podrobena histochemickému vysSetent.
2) RVX: potkaniim bylo aplikovano 0,1 ml/kg fyziologického roztoku i.p. a po 30 minutach
1,2 x LDsp RVX-latkou i.m. Pfezivsi zvitata byla usmrcena 30 minut po podani RVX.
3) Huperzin A: zvitatim byl aplikovan i.p. huperzin A v ddvce 500 pg/kg a 30 minut poté i.m.
fyziologicky roztok. Usmrceni bylo provedeno 30 minut po aplikaci fyziologického roztoku.
4) Huperzin + soman: byl podan huperzin A 500 pg/kg i.p. a po 30 minutach 1,2 x LDs,
somanu i.m. Po dal$ich 30 minutach byla zvitata utracena.
5) Huperzin A a RVX: aplikovan byl huperzin A 500 pg/kg i.p. a po 30 minutach 1,2 x LDsg
RVX i.m. Po dalSich 30 minutach byla zvifata utracena.
6) Kontrola: kontrolni skupiné bylo aplikovano 0,1 ml/kg fyziologického roztoku i.p. a po 30
minutdch stejnd davka i.m. Zvirata byla utracena 30 minut po posledni aplikaci.

V kazdé skuping byla 3 zvitata urcena pro histochemické vySetfeni a hodnoceni dle

popisu v ¢asti 4.1 Zakladni metodika.

4.7 Utinek antidot p¥i otravé tabunem

Laboratorni potkani byli rozdéleni do nasledujicich skupin:
1) Tabun: potkani byli intoxikovani 1,2 x LDs tabunu i.m. a po 1 minut¢ byl aplikovan
fyziologicky roztok.
2) Tabun + HI-6: potkani byli intoxikovani 1,2 x LD50 tabunu i.m. a po 1 minuté byl
aplikovan roztok s 21 mg/kg atropinu a 39 mg/kg HI-6 Cl i.m.
3) Tabun + obidoxim: potkani byli intoxikovani 1,2 x LD50 tabunu i.m. a po 1 minut¢ byl
aplikovan roztok s 21 mg/kg atropinu a 7,5 mg/kg obidoximu i.m.
4) Tabun + K048: potkani byli intoxikovani 1,2 x LD50 tabunu i.m. a po 1 minuté byl
aplikovan roztok s 21 mg/kg atropinu a 46 mg/kg K048 i.m.

5) Kontrola: kontrolni skuping¢ byl aplikovan pouze fyziologicky roztok.
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V kazdé¢ skupin€ byli 3 jedinci. VSechna zvitata ve vSech pokusnych skupinach piezila

30 min, po té byla usmrcena a byl jim odebran mozek a branice k histochemickému vysetteni.

4.8 VysSetreni jader respiracniho centra

Abychom zjistili aktivitu AChE v respirac¢nich centrech oblongaty pti pouziti raznych
kombinaci latek, méfili jsme denzitu pixelu v mistech, ktera literatura popisuje jako tzv.
ventralni respiracni skupinu (ventral respiratory group, VRG) (Chitravanshi et Sapru, 1999).
K tomuto ucelu jsme pouzili archivované snimky z pfedchozich experimenti s profylaktikem
a s antidoty. Oblast byla méfena ventralné od nc. ambiguus v téchto urovnich fezu:
- kaudalni VRG (cVRG) 13,80 mm dorzéalné od bregmatu;
- rostralni VRG (rVRG) 13,30 mm dorzélné od bregmatu;
- pre-Botzingertiv komplex 12,80 mm dorzalné od bregmatu;

- Botzingertv komplex 12,30 mm dorzaln€ od bregmatu.

4.9 Reaktivace AChE v blizkosti cirkumventrikularnich organi

Abychom zjistili, zda v tzv. cirkumventrikularnich organech nedochézi k prostupu
oximt z likvoru ¢i krevniho fecist€¢ do mozkové tkané, sledovali jsme reaktivaci AChE
v okoli téchto organii. Méfili jsme denzitu pixelu na archivovanych snimcich z preparati
z pokusu s antidoty. Pouzili jsme preparaty z kontrolni skupiny, skupiny otravené tabunem,
skupiny s kombinaci tabun + latka HI-6 a ze skupiny s kombinaci tabun + obidoxim.
Hodnotili jsme fezy v téchto trovnich:
- organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), 0,30 mm dorzalné od bregmatu;
- eminentia mediana, 3 mm dorzéaln¢ od bregmatu;
- organum subfornicale, 4,80 mm dorzaln¢ od bregmatu.

Ve vsech ptipadech jsme méfili denzitu pixelu v bezprostfednim okoli organu (0,1
mm), dale mezikruzi ve vzdalenosti 0,1 — 0,2 mm, 0,2 — 0,3 mm, 0,3 — 0,4 mm a 0,4 — 0,5
mm. V takto definovanych zoénach jsme sledovali, zda dochazi k vzestupu gradientu denzity

pixelu smérem k cirkumventrikuldrnimu orgénu.

4.10 Histochemické preparaty branice
Pro demonstraci u¢inku latek na periferni nervovy systém jsme z kazdého zvitete,
které bylo vySetfované na aktivitu AChE v mozku, odebrali branici. Branice byla kultivovana

v celku k detekci AChE, postup inkubace byl stejny jako pro mozkové fezy.
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5. Vysledky

5.1 Vliv tloust’ky Fezu, délky fixace a koncentrace substratu na denzitu pixelu

Z meéteni vyplyva, ze tloustka histochemického preparatu zietelné ovlivituje snimanou
denzitu pixelu (striatum: tloustka 10 um — denzita pixelu 132,3, tloustka 20 um — denzita
pixelu 71,4). Koncentrace substratu je rovnéz faktor, ktery ovliviluje tmavost preparatu a tim i
denzitu pixelu v digitalnim obrazu (striatum: 100 % substratu — denzita pixelu 64,9, 50 %
substratu — denzita pixelu 88,5). Doba fixace je ze tfech zkoumanych faktorii tim nejméné
vyznamnym, v piipadé mozkové kiiry nemizeme vysledek oznacit za prokazatelné zvyseni
optické denzity (kortex: fixace 5 min — denzita pixelu 152,0, fixace 5 min — denzita pixelu

156,5).

5.2 Korelace s biochemickym pokusem

Namétené hodnoty denzity pixelu jsme ve vSech skupinach odecetli od 256. Tento
vyjadiovalo vyssi aktivitu enzymu. Linearita této stupnice je pfitom zachovana. Kontrolnim
hodnotam jsme po té pfitadili 100%, hodnoty ziskané z ostatnich skupin jsme dali do poméru
k vysledkiim kontrolnim skupiny. Vysledky biochemického méteni v umol/60 min/kg jsme
téz vyjadrili jako % z kontrolni skupiny. Procentualni vysledky ziskané obéma metodami byly
porovnany a podrobeny korelaci. Rovnice byla vypoétena jako y = 0,9746x — 1,959; R* =
0,8626. Korelaci hodnotime jako dobrou.

5.3 Inhibice acetylcholinesterazy G-latkami

Histochemicky obraz byl podrobné popsan v dizertacni praci. Nejsilnéjsi aktivita
AChE v mozku v kontrolni skupin¢ je pfitomna ve striatu, bazolateralnich jadrech amygdaly,
thalamickych jadrech nuclei reticularis, laterodorsales et anteroventrales, motorickych jadrech
hlavovych nervii, nuclei pontis, dorzalnich a laterodorzalnich jadrech tegmenta a nc.
accumbens. V ostatnich experimentalnich skupinach (soman, sarin, tabun) byly vSechny
métené hodnoty signifikantné odlisné od kontrolni skupiny (p<0.05). Soman a tabun
zpusobily siln€jsi inhibici AChE v mozku nez sarin. Stejné jadra, kterd méla silnou aktivitu
AChE v kontrolni skupinég, si zachovala stiedni aktivitu po otravé G-latkami, ¢imz

dominovala v obrazu inhibované mozkové tkané. G-latky obecné vytvareji v mozkové tkani

loziska inhibice aktivity AChE, ktera se stfidaji s lozisky zbytkové aktivity. Tim se ponékud
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stird ohraniceni jader oproti distribuci AChE v kontrolni skuping, téZ linie vyssi aktivity
v lamina pyramidalis hippocampi a stratum granulare mozeckové kiry se stavd méné
zietelnou.

Aktivita alkalické fosfatazy ve vysetfovanych vzorcich byla silna v endoteliich, v area
postrema a v epifyze, velmi silnd v plexus choroideus mozkovych komor. Jeji aktivitu

neovlivnila Zddna z podanych latek.

5.4 Inhibice acetylcholinesterazy V-latkami

Histochemicky obraz byl podrobné¢ popsan v dizerta¢ni praci. VSechny métené
hodnoty v obou experimentalnich skupinach (s vyjimkou RVX v oblasti frontalniho kortexu)
byly signifikantné€ rozdilné od kontrolni skupiny (p<0.05). Ve vétSiné struktur CNS byla
zjiSténa vyssi inhibice pfi pouziti LDsy G-latek nez V-latek. Otrava RVX latkou méla velmi
podobny histochemicky obraz jako otrava latkou VX, vysledek se lisil nizsi celkovou inhibici
mozkové AChE. V ptipad¢ otravy V-latkami nebyly pozorovany loziskovité vypadky aktivity
AChHE v jadrech, na rozdil od G-latek.

5.5 Protektivni u¢inek huperzinu A

Po podani samotného huperzinu A jsme nalezli histochemicky obraz velmi podobny
kontrolnimu vzorku. Doslo pouze k mirnému snizeni aktivity AChE. K nejsilngj$i inhibici
AChE doslo v oblasti frontalniho kortexu (zbyla aktivita ptiblizn€ 70%). Nejvice rezistentni
strukturou vii¢i piisobeni huperzinu se ukazal nc. ruber. Podani somanu vedlo k siln¢ inhibici
AChE ve vSech vysSetfovanych strukturach s vyjimkou nucleus ruber, kde byla inhibice jen
ptiblizn€ 25%. V ostatnich oblastech mozku byla po pouZiti somanu prokazana aktivita AChE
od 28 do 40%. Ve srovnani se skupinou intoxikovanou somanem bez piedlécent, doslo pfi
predléceni huperzinem A k statisticky vyznamnému zvyseni aktivity ve vSech vySetfovanych
oblastech, nejvice v oblasti dorzalniho septa, v ncl. gigantocellularis, v thalamu a
hypothalamu. Profylakticky u¢inek huperzinu A u RVX byl slabsi, v ptipad€ n€kterych jader

dokonce téméf nulovy (nc. gigantocellularis retikularni formace, nc. ruber). Podrobny popis

histochemického obrazu je ve vlastni dizertacni praci.

5.6 Utinek antidot p¥i otravé tabunem
Kombinace podani tabunu a antidot vedla v ptipad¢ HI-6 a obidoximu ke zvySeni
aktivity AChE oproti skuping¢ s tabunem. K signifikantnimu zvyseni doslo ve vSech

kvantifikovanych oblastech kromé frontalniho kortexu v ptipad¢ HI-6 a medidlniho thalamu
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v ptipad¢ obidoximu. Naproti tomu ve skupin¢ s antidotnim podanim K048 se intenzita
zbarveni pfi detekci AChE pfilis neliSila od obrazu otravy tabunem a v fad€ oblasti nedoSlo ke
statisticky prokazatelnému zvySeni aktivity (hypothalamus, retikularni formace). V ptipadé
vsech tfi kombinaci jsme nalezli nehomogeni rozlozeni aktivity s loziskovymi vypadky,

podobné jako byly popsany pfi otravé G-latkami.

5.7 VySetieni jader respira¢niho centra
Aktivita AChE ve vySetfovanych oblastech mirné prevysila aktivitu v okolni
retikularni formaci. Vysledky ziskané kvantifikaci jednotlivych ¢asti VRG svym pomérem ke

kontrolni skupin€ odpovidaji inhibici v retikularni formaci.

5.8 Reaktivace AChE v blizkosti cirkumventrikularnich organi
V zadné ze tfi oblasti jsme nenalezli narust aktivity AChE, ktery by svédcil pro
lokalné zvysenou prostupnost oximu a zvysenou reaktivaci AChE v okoli

cirkumventrikularnich orgéanii.

5.9 Histochemické zmény na branici

Na nervosvalovych ploténkach branice jsme nalezli v piipad¢ intoxikace somanem,
tabunem, sarinem, VX latkou i RVX silny Ubytek aktivity AChE. Mezi plisobenim G-latek a
V-latek neni zfetelny rozdil. Pii kombinaci profylaktického podéani huperzinu A a somanu ma
oblast termindlni ploténky aktivitu srovnatelnou s kontrolni skupinou. Podobnou intenzitu
aktivity lze sledovat téz u kombinace tabunu a obidoximu. Po aplikaci samotného Huperzinu
A zbyla na nervosvalové ploténce piekvapivé slabé aktivita AChE. Vysledky ziskané nasi
metodou nelze presnéji kvantifikovat, miizeme se proto omezit pouze na toto slovni

hodnoceni.

6. Diskuze

6.1 Metoda

Histochemie je obvykle hodnocena pouze okem vysetiujiciho, semikvantitativné
v né€kolika stupnich. Hodnoceni obrazu pouhym okem je mélo ptesné (oko neni schopno
postihnout velkou $kélu tmavosti) a subjektivni. Navic hodnotici osoba i pfi nejlepsi snaze
podléha optickym klamtim (stejna struktura na tmavém pozadi vypada svétleji nez na svétlém

pozadi). Z toho ditvodu povazujeme za opravnénou snahu kvantifikovat histochemické nalezy
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objektivni metodou pomoci pocitacové digitalni analyzy obrazu. Literatura potvrzuje, ze
acetylcholinesteraza je vhodnym enzymem pro takovou analyzu. Otazka spolehlivosti a tskali
kvantifikace histochemickych preparati je diskutovana v literarnim piehledu.

Z divodi korelace s biochemickym vySetfenim provadénym na Katedfe toxikologie
FVZ UO v Hradci Kralové jsme metodu upravili ve tfech nasledujich bodech:

1) Metoda se substratem acetylthiocholinem detekuje pfedevsim aktivitu
acetylcholinesterdzy, ale nalezit¢ho zptesnéni vysledkii bychom dosahli pouzitim selektivnich
inhibitord BuChE. Tyto latky jsou dostupné, jejich pouzitim by vSak doslo k odlisnosti od
protokoli pouzivanych na katedfe toxikologie. Pracovni skupina na hradecké toxikologii ve
svych protokolech nepouziva supraselektivni inhibitory BuChE k odstranéni faleSn¢ pozitivni
aktivity, nebot’ na zdklad¢ dlouhodobych zkusenosti povazuje aktivitu BuChE v mozku za
zanedbatelnou, kolem 5% celkové aktivity cholinesteraz (Bajgar, 2004). Vysledky
histochemického vysetfeni tedy prezentujeme s urcitou neptesnosti jako aktivitu AChE.

2) Ohraniceni jader mozku pouzitych pro kvantifikaci nalezu vychézeji z potieby
porovnat vysledky nasi metody s vysledky biochemického vySetieni. Vybér ¢asti mozku pro
biochemické vysetieni zahrnuje takové oblasti, které reprezentuji hlavni cholinergni systémy
(septum, thalamus, hippocampus), pfipadné jsou navic vyjimecné¢ vyznamné svou
fyziologickou funkci (kortex, retikularni formace). Zaroven musi byt mozno izolovat je
z mozku pro biochemické vySetteni. Tyto ¢asti mozku jsou oddélovany makroskopicky,
pricemz oddé€lend oblast vétSinou zahrnuje vice dil¢ich jader. Proto bylo potteba pro
kvantifikaci histochemického vySetfeni predem stanovit polohu mikroskopickych fezl a
definovat jadra, ktera maji byt do kvantifikace zahrnuta. Po podrobném studiu
stereoskopického atlasu krysiho mozku G. Paxinose jsme provedli jejich vybér tak, aby
hodnocend oblast byla dostate¢né reprezentativni a co nejvice se blizila obsahu biochemicky
vySetfovaného homogenatu. Na téchto oblastech a skupindch jader mozku jsme poté provadéli
statistické porovnani obou metod.

3) Pouziti statistiky komplikovala skute¢nost, Ze jsme byli zavisli na dodani
intoxikovanych zvifat z Katedry toxikologie FVZ UO. Latky, se kterymi se pracovalo, patii
mezi nejprudsi jedy viibec, o jejich mozném zneuziti jiz bylo psano. Tento unikatni material
byl proto k dispozici jen v omezeném mnozstvi. Museli jsme se spokojit s tiemi jedinci
v kazdé skuping, aktivitu enzymu v mozkovych jadrech jsme vSak posuzovali na vétSim

mnozstvi fezu.
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6.2 Intoxikace zvirat

Aplikované davky NPL vychdzely z idajii o stfedni letalni davce. Pro posouzeni
ucinku G-latek a V-latek byla pouZzita davka 1x LDs, pfi pokusech s antidoty a profylaktikem
byla davka NPL zvysena na 1,2 x LDs. Stiedni letalni davka se vypocitava pii akutni otrave,
hodnoti se letalni u€inek do 2 hodin. Aplikované davky antidot a profylaktik vychazeji rovnéz
z 0daju o LDsg téchto latek. Pfi davkach 2-10% LDs, antidota je zarucen pottebny reaktivacni

ucinek a zéroven je podani antidota jesté bezpecné.

6.3 Vybér histochemické metody

K histochemické detekci aktivity AChE v nervové tkani se v soucasnosti vyuzivaji
prakticky vyhradné metody Koelle-Friedenwald nebo Karnovsky-Roots. Mezi vysledky
ziskanymi obéma uvedenymi histochemickymi metodami neni rozdil (Hammond et al., 1996).
Simultanni detekce AP a AChE je postup vyvinuty jiz diive na naSem pracovisti. Divodem,
proc¢ prokazovat aktivitu AP, bylo odlisit aktivitu AChE v kapilarnich endoteliich od
neuronalni AChE. Ovéfili jsme si vSak nejdiive, ze aktivita AP vyznamné neovliviiuje CCD
kamerou nasnimanou tmavost pixeld, dle které posuzujeme aktivitu AChE.

Literatura doporucuje jako optimalni tlouStku 10-14 mikrometri (Hammond et al.,
1996; Ma et al., 2001). Zvolili jsme silu fezi 20 mikrometra proto, ze jsme tloustku fezl
prizpusobili praci se silnymi inhibitory AChE a snazili jsme se postihnout rozdily v této

inhibici.

6.4 Vliv tloust’ky Fezu, délky fixace a koncentrace substratu na denzitu pixelu

Z naSeho méieni vyplynulo, ze optickd denzita zavisi na tloust'ce preparatu a
koncentraci substratu. U oblasti s vysokou aktivitou AChE dochazi ke ztratam ptisobenim
fixa¢niho Cinidla. Toto zjisténi je ve shodé s literaturou, podobnd zavislost byla sledovana
v praci Maa (Ma et al., 2001). Ackoliv tento zdroj zaroven uvadi, ze po pét tydni nebyly
sledovany zmény v intenzit¢ zabarveni pii pokojové teplote, naSe osobni zkusenosti byly jiné
- jiz béhem 2 tydnii jsme zaznamenali pokles intenzity zbarveni, a to 1 v pfipad¢ uchovani na
tmavém miste. Proto jsme hodnoceni vSech vzorki provadéli do dvou dnil od zamontovani

preparati.
6.5 Korelace vysledkii

Korelaci vysledkt ziskanych histochemickou a biochemickou metodou hodnotime

jako dobrou. Korelace kvantitativni histochemie AChE a biochemické metody byla provadéna
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v praci Maa (Ma et al., 2001) a bylo zde téz dosaZzeno dobrého vysledku. Korelace vysledkii
nam vychazela dobfe s vyjimkou bazalnich ganglii (striata). Striatum je misto nejvyssi
aktivity AChE v mozku. Pfedpokladame, Ze tato vysoka aktivita AChE mohla zhorsit
podminky pro substratovou kinetiku na nasich preparatech. Mechanismus by mohl byt
takovy, Ze v oblasti striata vznikla srazenina v pfili§ velkém mnozstvi, které branilo pfistupu
substratu. Patrn¢ k tomu vyrazné€ piispéla i silngjsi tloust’ka fezu, nez jakou doporucuje
literatura. Pokud se acetylthiocholin nedostal v plné mife k enzymu ve tkani, nemohla byt
plné€ vyuzita aktivita enzymu a vysledky z histochemickych preparat potom neodpovidaji

biochemickému méfeni.

6.6 Nalez pri otravé G-latkami a V-latkami

Pokud nase vysledky generalizujeme, pti pouziti LDs, inhibuji v CNS nejvice G-latky
(zhruba v poradi soman a tabun, mén¢ sarin), méné¢ VX a jesté méné¢ RVX. Toto poradi
neodpovida toxicite, protoze jsme ve vSech pripadech pouzivali LDsy daného NPL, ktera je u
V latek n€kolikrat niz$i neZ u G latek. Jinymi slovy, srovnadvame uc¢inek 15 pg/kg gramli V-
latek a desetindsobné mnozstvi tabunu. Muze to znamenat, ze V-latky selektivné inhibuji
AChHE v néjakém jadru, které je zodpovédné za preziti ¢i letalni uc¢inek. Tuto domnénku
nemuzeme zcela vyvratit, ale pii podrobném rozboru nasich histochemickych preparatii jsme
si nepovsimli Zadného jadra, kde by V-latky mély vyrazné siln€jsi inhibi¢ni efekt nez G-latky.
Pravdépodobnéjsi pfi€ina je, ze V-latky maji jesté jiny toxicky u€inek mimo CNS. Za tento
toxicky u¢inek muze zodpovidat inhibice AChE v PNS, konkrétn€ na nervosvalové ploténce
dychacich svalti, coz je v souladu s literarnimi udaji. Nelze ovSem vyloucit, ze V-latky maji
néjaky dal§i mechanismus, kterym se projevuje toxicita a letalita agens. Takovy U¢inek mutze
byt pfisouzen RVX, kterd je oproti ostatnim zastupciim NPL prezentovanym v této praci
nejméné prozkoumana. Tato hypotéza mtize byt podpofena i nasim nalezem na branici.
V piipadé otravy RVX jsme pfii histochemickém vySetieni branice in toto nasli stale patrnou

aktivitu AChE.

6.7 Vysledky profylaktického uziti huperzinu A

Nase metoda byla pouzita pro testovani profylaktického u¢inku huperzinu A. Huperzin
A pochazi z Ciny, je ptirodniho ptivodu a pro sviij centralni procholinergni uéinek se
v nékolika poslednich letech v riznych zemich testuje nebo pouziva k 1écbé Alzheimerovy
choroby. Zaroven je horkym kandidatem na zavedeni do praxe jako profylaktikum proti

otravé OF. Na rozdil od pyridostigminu, ktery je v profylaxi pravdépodobné nejvice
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pouzivanym inhibitorem AChE, je huperzin A selektivni inhibitor AChE a pronika pies HEB
do centralni nervové soustavy. Dalsi vyhodou huperzinu A je, ze je malo toxicky, chrani
neurony pied toxickym G¢inkem glutamatu (Patocka, 1999) a ma vysokou biologickou
dostupnost pii podani per os (Wang et al., 2006). Huperzin byl testovan in vitro i in vivo a
prokézal schopnost protekce vii¢i somanu (Lallement et al., 2002; Gordon et al., 2005; Wang
et al., 20006).

Nase vysledky potvrzuji ptiznivy efekt profylaktického podani huperzinu A pfi
expozici somanu. V piipadé RVX je vSak profylakticky u¢inek huperzinu A v mozku slabsi
nebo zadny. Slabsi efekt profylaxe u V-latek mtize souviset se skutecnosti, Ze téz inhibi¢ni
ucinek V-latek v CNS je slabsi. Vysledky experimentl tedy ukazuji, ze huperzin A je nejen
dalezity 1€k s uplatnénim pro 1é¢bu Alzheimerovy choroby, ale i latka s potencidlnim

vyuzitim pro profylaxi proti G-latkam.

6.8 Vysledky pouziti antidot

Nase vysledky ukazuji, ze podani stanovené davky obidoximu 1 minutu po intoxikaci
tabunem ve vétSing jader mozku zvySuje aktivitu AChE a ma tedy dobry ucinek na reaktivaci
enzymu. Podani latky HI-6 mélo podobny efekt, i kdyZ kvantitativné slabsi. Na rozdil od
jmenovanych antidot, reaktivacni ucinek pti pouziti latky K048 byl sporny. Nalezy u latky
K048 jsou v protikladu s literaturou, kterd popisuje dobry reaktivacni u¢inek latky K048 pti
experimentalni otravé tabunem in vitro a in vivo (Kassa, 2005). V nasem experimentu se
histochemicky obraz pti pouziti latky K048 v fad¢ oblasti mozku nelisil od morfologického
obrazu nelécené otravy tabunem. Pro petrifikaci by vSak bylo potieba provést pokus na vétSim
mnozstvi experimentalnich zvifat. Porovnani s biochemickymi vysledky bohuzel neni
k dispozici. U latky K048 jsme zaznamenali zvySeni aktivity AChE pouze ve frontalnim

kortexu, je tedy mozné, Ze reaktivace AChE v kortexu zodpovida za ptiznivy t¢inek antidota.

6.9 VySetreni jader respira¢niho centra

Mezi ¢astmi mozku vice senzitivnimi k inhibitorim AChE mohou byt oblasti funkcné
dilezité pro toxicky efekt. Za takovou oblast se povazuje retikularni formace
v pontomedularni oblasti kmene, kde jsme prokézali silny G¢inek inhibitort, stejné jako
vyznamny pokles inhibice pii predlééeni huperzinem ¢i 1€¢bé tabunové otravy obidoximem.
Pontomedularni retikularni formace hraje vyznamnou roli v dychéni, nebot’ se zde naléza
komplex respiracnich center, kterd generuji impulzy pro dychaci svaly. Pokles aktivity AChE

v této oblasti po intoxikaci OF je pokladéan za pticinu poklesu ventilace a rozvoje akutni
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respiracni insuficience vedouci az ke smrti (Bajgar, 1991; Bajgar, 2004).

V poslednich letech byla poodhalena poloha a zapojeni jader respira¢niho centra.
Vyclenuje se pontinni respiracni skupina a ventralni respiracni skupina (VRG) v oblongat¢.
Do VRG se pocita v kraniokaudalnim poradi Botzingertiv komplex, rVRG a cVRG. Mezi
Botzingerovym komplexem a rVRG se nachazi tzv. pre-Botzingertiv komplex, kde sidli
bunky, jeZ maji funkci pacemakeru a generuji vzruchy pro dychaci svaly (Smith et al., 1991;
Sun et al., 1998).

Zajimalo nas, zda n¢ktery z inhibitor nebo reaktivatort AChE nevykazuje selektivni
ucinek na komplex respiracnich center, ktery by mohl pfispét k objasnéni pisobeni NPL ¢i
vlivu lécebnych latek na rozvoj akutni respiracni insuficience. Neprokazali jsme vSak zadnou
zménu, kterd by naznacovala, Ze n¢kterd z vySetfovanych latek pti svém efektu prednostné

ucinkuje na urcitou strukturu v komplexu medularnich respiracnich center.

6.10 Reaktivace AChE v blizkosti cirkumventrikularnich organi

Cirkumventrikularni organy jsou malé oblasti mozku lokalizované pfi st€nach III. a
IV. mozkové komory. Jejich vyjime€nost spo¢iva v pfitomnosti propustnych fenestrovanych
kapilar a v ipravé HEB. Tato uprava slouzi bud’ k detekci riznych hormonti a cytokinti nebo
naopak k jejich sekreci (Davson et Segal, 1996). Pfesna poloha téchto organti je popsana
v literatufe (Johnson et Gross, 1993; Fry et al., 2007), jednotlivé organy jsou rovnéz
zakresleny v Paxinosov¢ atlasu krysiho mozku (Paxinos et Watson, 1987). Pfedpokladali, Ze
by v téchto orgdnech mohlo dojit ke zvysenému priniku oximii do mozkové tkané z cévniho
recisteé, ptipadné z likvoru. Ackoliv prichod oximil je nesmirné dalezity pro obnovu aktivity
AChE v intoxikovaném mozku, jeho piesny mechanismus neni dosud znam, uvadi se pouze
naruSeni HEB organofosfaty (Petrali et al., 1991). O priiniku oximi do likvoru nejsou v
dostupné literatuie informace. Je mozné, ze oximy se dostavaji snadnéji do likvoru nez skrze
HEB do mozkové tkan¢ a ze z likvoru potom vstupuji do mozku pies cirkumventrikularni

organy ¢i ependym.

V nasem experimentu jsme vysli z pfedpokladu, Ze pokud by reaktivatory pronikaly
ve zvySené mife do mozku v cirkumventrikuldrnich organech, méla by byt v okoli téchto
organu vyssi reaktivace AChE, a to s gradientem v zavislosti na vzdalenosti od vySetfovaného
organu. V okoli t€chto organti jsme vSak zadny zjevny nartst aktivity AChE nepozorovali.

V okoli eminentia mediana byla aktivita AChE zvySena pfitomnosti nc. arcuatus
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hypothalamu, tento nalez vSak nepovazujeme pritkaz pronikdni oximu cestou eminentia

medialis.

6.11 Moznosti dalSiho pokracovani prace

V naSich experimentech jsme pracovali pouze se vzorky ze zvitat po otrave sttedni
letalni davkou NPL nebo 1,2 x LDsy. LDs je modelova davka pro akutni otravu.
Histochemicky obraz by se v§ak pravdépodobné lisil se zménou davky a mohl by mit jinou
vypovédni hodnotu o ucincich NPL. Pokus by tedy bylo mozno rozsifit o zménu davky jedt
¢i navozeni chronické otravy. Nabizi se provést kvantifikaci histochemie se subkonvulzivni
davkou (do 0,5x LDs) ¢i naopak supraletalni davkou (2x LDsg). Také bychom mohli sledovat
vyvoj inhibice AChE v ¢ase. Usmrcenim zvifat po 5 minutach, 10 min apod. by bylo by
mozné sledovat histochemickou metodou vyvoj inhibice AChE v mozku pfi akutni otrave i
pii piedléceni akutni otravy. Neméné ptinosna by byla studie, pfi niz by byl sledovan ¢asovy

vyvoj obnovy aktivity AChE v mozkovych jadrech pii subletalni davce NPL.

7. Zavéry

1) Nase metoda kvantitativni histochemie prokézala dobrou korelaci se standardnim
biochemickym stanovenim AChE v mozkové tkdni. Umoziiuje vSak také posoudit
histochemické zmény in situ.

2) Stiedni letalni davky NPL snizuji aktivitu AChE ve studovanych strukturach CNS,
coz odpovida klinickému obrazu respira¢ni insuficience. K velmi siln¢ inhibici AChE dochazi
zejména pii pouziti G latek. V-latky inhibuji mozkovou AChE mén¢ nez G-latky, coz plati
zejména pro RVX latku. Pii pouziti LDsg inhibuji v CNS nejvice soman a tabun, méné sarin,
VX ajesté¢ méné¢ RVX. Inhibice AChE v mozkovych jadrech a oblastech neni uniformni pro
zadnou ze zkoumanych NPL. Byly pozorovany zna¢né rozdily mezi inhibici AChE v
mozkovych jadrech po pouziti LDsy VX, nebo RVX, ackoliv ob¢ latky maji podobnou
chemickou strukturu a fyzikalné chemické vlastnosti.

3) Samotny huperzin A mirné snizuje aktivitu AChE, jeho profylaktické uziti mé za
nasledek zmirnéni inhibice AChE, ale zd4 se byt vhodnym k pouziti hlavné pro G latky.
Profylakticky uc¢inek huperzinu A pfii intoxikaci RVX je slabsi nebo zadny.
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4) Prokazali jsme reaktivacni u¢inek obidoximu pfi otraveé tabunem a rovnéz méné
silny uc€inek latky HI-6. V ptipadé latky K048 pii otravé tabunem jsme prokdzali jen slaby
nebo zadny reaktivacni ti¢inek.

5) Neprokazali jsme, ze by néktera z vysetfovanych latek pti svém ucinku prednostné
inhibovala nebo reaktivovala AChE v nékterém z medularnich respiracnich center.

6) V zadné ze sledovanych oblasti jsme nesledovali narast aktivity AChE, ktera by
svédcila ve zvySenou prostupnost oximi a zvySenou reaktivaci AChE v okoli
cirkumventrikularnich organti.

7) Vysetieni branice ukazalo pokles aktivity AChE pfi otravé nervove paralytickymi
latkami oproti kontrolnimu vzorku. Vysledky déle potvrzuji ptiznivé ptisobeni huperzinu A

pfi expozici somanu a u€innost 1é€by obidoximem pfi otravé tabunem.
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9. Souhrn

NPL patii mezi nejsiln€jsi znamé jedy. Vojenské nebo teroristické pouziti nervove
paralytickych latek je stale aktudlni. Sttedem zajmu toxikologi je proto v soucasné dobé
vyvoj co nejucinnéj$iho antidota jak pro profylaktické pouziti, tak pro terapii otravy NPL.

Hlavni toxicky ti¢inek NPL je inhibice enzymu acetylcholinesterazy (AChE), ¢imz
tyto latky ovliviiuji cholinergni nervovy pienos. Kvantitativni histochemii AChE jsme proto
zvolili za metodu, schopnou posoudit efekt silnych organofosfatlh morfologickym ptistupem,
s pouzitim digitalni analyzy obrazu. Cilem této prace bylo popsat touto metodou jak obraz
otravy NPL v jednotlivych ¢astech nervové soustavy, tak ucinek profylaktik a antidot proti
NPL.

Laboratorni potkany jsme intoxikovali LDsy nebo 1,2x LDsy NPL (Tabun, Soman,

28



Sarin, VX or RVX). V druhé¢ fazi jsme vysettovali skupiny s kombinaci NPL a profylaktika ¢i
antidota, uvedené nize. Kryostatové fezy mozku byly histochemicky vySetfeny simultanni
detekci AChE dle Karnovskyho a Rootse s detekci alkalické fosfatazy.

Nase vysledky prokazuji snizeni aktivity AChE ve vSech studovanych strukturach
CNS pfti pouziti stiednich letalnich davek NPL, vice u G-latek nez u V-latek. Déle jsme
prokazali reaktivaéni u¢inek obidoximu pfii otravé tabunem, méné silny reaktivacni uc¢inek
latky HI-6, ptiznivy profylakticky G¢inek huperzinu A pfi expozici somanu.

V piipad¢ latky K048 pii otrave tabunem jsme prokdzali jen slaby nebo zadny
reaktivacni ucinek. Neprokazali jsme profylakticky u¢inek huperzinu A pii expozici RVX, ani
zvysenou prostupnost oximi v okoli cirkumventrikularnich organa. Neprokazali jsme, ze by
nékterd z vysetfovanych latek pii svém ucinku prednostné inhibovala nebo reaktivovala
AChHE v nékterém z medularnich respiracnich center.

Inhibice AChE v mozkovych jadrech a oblastech neni uniformni pro zadnou ze
zkoumanych NPL.

Metoda prokézala dobrou korelaci se standartdné pouzivanym biochemickym
vySetfenim, navic umoziuje posoudit histochemické zmény in situ.

Tato dizertacni prace byla podpotena Grantovou agenturou UK, projekt 82 /2005 C.

10. Summary

Nerve agents belong to the most important group of highly toxic substances. The
threat of their use is still actual in local conflicts or in terrorist attacks. Looking for the
optimal measures of medical protection (antidotal therapy and prophylaxis) against them
remains in the center of interest of both military and civilian sector.

Basic mechanism of action of nerve agents is their interference with cholinergic
neurotransmission through the irreversible inhibition of acetylcholinesterase (AChE). We
chose quantitative evaluation of AChE histochemistry as a method to assess changes in nerve
tissue after untreated or treated intoxication by nerve agents, using computer image analysis.
Description of these changes were the aims of this doctoral thesis.

The laboratory rats were intoxicated by LDs or 1,2x LDs, of agent (Tabun, Soman,
Sarin, VX or RVX). Prophylactic, respectively antidotal doses of drugs stated below were
used as well. The cryostat sections of brains were treated by simultaneous histochemical

detection of AChE by Karnovsky and Roots and alkaline phosphatase.
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The results prove a decrease of enzyme activity in all studied CNS areas treated by
mean lethal doses of nerve agents, more in case of G-agents. We establish good effect of
obidoxime to reactivate AChE inhibited by tabun, less strong effect of HI-6 after tabun
intoxication and good prophylactic effect of Huperzine A in case of soman exposure.

We demonstrate disputable effect of K048 on reactivation of AChE inhibited by tabun.
Nor prophylactic effect of Huperzine A for RVX intoxication, nor increased penetration of
oximes in circumventricular organs, nor selective effect of nerve agents to any respiratory
center of oblongata was found.

ACHhE inhibition in brain nuclei and areas is uniform for no studied nerve agents.

We documented that our method is in good agreement with standardly used
biochemical assessment of AChE activity. Furthermore, our method is eligible to judge the
histochemical changes in Situ.

This work was supported by the Charles University Grant Agency, No 82/2005 C.
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