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1. Úvod  
V naší globální spole� nosti stále více dochází k násilným projev� m r� zných zájmových 

skupin. A�  se sna�í jen na sebe upozornit, nebo a�  prosazují své názory, nábo�enské 

p�esv� d� ení � i separatistické zájmy, v�dy jde o násilný � in r� zného charakteru, toxického 

efektu nevyjímaje. Také nemálo vále� ných konflikt�   je místem zneu�ití chemických zbraní, 

jejich� celkové sv� tové zásoby nejsou dostate� n�  zjišt� ny a zabezpe� eny proti zneu�ití a 

� ernému obchodu. Díky t� mto skute� nostem je bohu�el stále nutné zajiš� ovat bezpe� nost 

z hlediska zneu�ití bojových otravných látek.  

Nejnebezpe� n� jší skupinou jsou nervov�  paralytické látky (NPL) a hned druhé místo 

obsazují zpuchý�ující látky. Proto výzkum vojenské toxikologie je zam�� en na lé� iva proti 

t� mto skupinám látek. Lé� iva proti NPL, která jsou zavedena v � eské republice, prochází 

celým spektrem lé� by od profylaxe, p�es svépomoc, a� po léka�ský zásah.  

P�esto lé� ba stále prochází dalším a dalším vývojem, jeho� snahou je najít optimální 

lé� ivo, které by uspokojiv�  a stejnou m� rou p� sobilo na všechny zástupce NPL. Bohu�el proti 

zpuchý�ujícím látkám dosud neexistuje, tak jako u NPL, uspokojivá antidotní lé� ba a je stále 

snaha v� deckých tým�  ji naleznout. Jedna z cest vyu�ívá znalosti p� sobení zpuchý�ujících 

látek, které krom�  jiného vyvolávají aktivaci kaskády oxida� ního poškození organismu. 

Tato dizerta� ní práce je zam�� ena na ov�� ení genotoxického a cytotoxického potenciálu 

pou�ívaných antidot proti NPL a jejich vzájemných interakcí. A dále sleduje antioxida� ní 

efekt oximu HI-6  v kombinaci se sirným yperitem, jako hlavním zástupcem zpuchý�ujících 

látek. 

 

2. Cíle práce 
o Zhodnotit cytotoxické a genotoxické vlastnosti antidot pou�ívaných v lé� b�  

organofosfátových otrav in vitro a in vivo metodami. Z takto získaných dat vybrat 

vhodné modely ur� ené k testování zvolených kombinací antidot. 

o Porovnat potenciální genotoxický efekt interakcí vybraných antidot.  

o Zhodnotit genotoxický potenciál interakcí oximu HI-6 s vybranými NPL. 

o Zhodnotit profylaktický efekt podání oximu HI-6 na indukci k�í�ových vazeb po 

aplikaci sirného yperitu.



 

3. Terapie otravy NPL 
Principem v sou� asné dob�  zavedené lé� by v A� R je podání a sou� innost t�í skupin 

lé� iv – reaktivátor�  AChE, anticholinergik, antikonvulziv. Tento princip jde nap�í�  všemi 

stupni terapie, od svépomoci (autoinjektory) – COMBOPEN i.m. (obidoxim a atropin), 

BINAJET  i.m. (HI-6 a atropin) a DIAZEPAM i.m. (diazepam), a� po léka�skou pomoc – 

RENOL i.m.  (methoxim), CHONOL I i.m. (atropin), CHONOL II i.m. (benactyzin), 

ANTIVA i.m.  (HI-6). Tato terapie je ješt�  dopl� ována symptomatickou lé� bou – 

antikonvulzivní terapie (diazepam – autoinjektor DIAZEPAM i.m., oxygenoterapie, podpora 

dýchání, analgetika, sedativa, centrální stimulancia, antiedematózní terapie) (Weissman et 

Raveh, 2008; Kassa 2002; Kassa et al., 2004; Krejcová et Kassa, 2004; Kunesova et al., 2005; 

Raveh et al., 2008). 

Ji� zmi� ovaná lé� iva (anticholinergika, reaktivátory AChE) jsou té� vyu�ívána v 

profylaktické lé� b� , kde se s velikým úsp� chem pou�ívá také reverzibilní inhibitor AChE, 

pyridostigmin bromid.   

Zavedenými profylaktiky v A� R jsou TRANSANT (HI-6) a PANPAL (pyridostigmin 

bromid, benactyzin, trihexyphenidyl). 

 

3.1. Reaktivátory 

Takto nazývané látky spadají do skupiny kauzálních antidot a jsou schopny obnovovat, 

neboli reaktivovat inhibovanou AChE a obnovit tak její fyziologickou funkci. Krom�  jiných 

reaktivátor� , mezi zavedené reaktivátory (oximy) v A� R pat�í: obidoxim, methoxim a oxim 

HI-6. 

 

3.1.1. Oxim HI-6  

Tento reaktivátor je nejvýznamn� jším kauzálním antidotem v lé� b�  organofosfátové 

intoxikace, nebo�  se vyzna� uje nejlepšími dosud dosa�enými výsledky reaktivace AChE, 

nap�í�  všemi zástupci NPL (krom�  tabunu). A je v sou� asné dob�  pova�ován za 

nejefektivn� jší širokospektrý reaktivátor. Díky své ú� innosti je oxim HI-6 v A� R se pou�íván 

v ka�dém stupni terapeutického algoritmu, a proto byl vybrán jako nosné lé� ivo pro studie 

interakcí s ostatními lé� ivy. 



K metabolické degradaci HI-6 dochází ji� v krevním �e� išti, kde relativn�  rychle podléhá 

hydrolýze, a ji� za 3-4 h je z krevního �e� išt�  vylou� en (Karasová et al., 2010, Zemek et al., 

2011) a následn�  je 85 % podaného HI-6 � i jeho metabolit�  vylou� eno z organismu b� hem 

prvních 24 hodin (Garrigue et al., 1990, Ligtenstein et al., 1987). 

 

3.2. Anticholinergika 

Anticholinergika pat�í k funk� ním antidot� m a potla� ují klinické symptomy vzniklé díky 

hyperstimulaci cholinergních receptor�  v d� sledku inhibice AChE. Jednotlivými zástupci 

jsou: atropin, benaktyzin a trihexyphenidyl. 

 

3.3. Pyridostigmin bromid 

Reversibilní inhibitor AChE, parasympatomimetikum, které je standardn�  vyu�íváno 

k lé� b�  myasthenia gravis nebo jiných atoniích � i paréz hladkého svaloviny.  

 

4. Metody stanovení cytotoxického a genotoxického 

potenciálu lé� iv, in vitro a in vivo 

 

4.1. Klonogenní test – test inhibice tvorby kolonií 

Klonogenní test je metoda zalo�ená na schopnosti proliferace a viabilit�  bun� k. Hodnotí 

se po� et kolonií, které doká�í ovlivn� né bu� ky vytvo�it po ovlivn� ní  testovanou látkou.  

 

4.2. MTT test 

Tato v dnešní dob�  standardní spektrofotometrická metoda umo�� uje rychlé a p�esné 

stanovení zastoupení �ivých bun� k v bun�� ných suspenzích in vitro, sledování míry bun�� né 

proliferace � i testování cytotoxicity chemikálií.  

 

4.3. Kometový test  

Alkalický kometový test je metoda ur� ená k detekci jednovláknových zlom�  DNA 

(single strand breaks = SSB) na úrovni jedné bu� ky indukovaných r� znými mutageny 

(Collins et al., 1996). 



Existují r� zné modifikace této metody, které jsou schopné pomocí r� zných látek 

identifikovat druh poškození. V našem p�ípad�  jsme zvolili inkubaci analyzovaných bun� k s 

endonukleázou III, která specificky št� pí oxidativní poškození DNA a apyrimidinová místa 

(endo III místa). Dále byla pou�ita inkubace bun� k s AraC (cytosinarabinosid C) v pr� b� hu 

ovlivn� ní testovanou látkou. AraC inhibuje specificky DNA polymerázu � , která je sou� ástí 

nukleotidové excizní reparace (NER), co� vede k vizualizaci všech zlom� , tzn. i zlom�  jako 

meziprodukt�  vznikajících v pr� b� hu NER.  

Po obarvení ethidiem bromidem se ve fluorescen� ním mikroskopu hodnotí procento 

DNA v ohonu komety (% tail DNA), které vykazuje lineární závislost na frekvenci zlom�  

(Collins et al., 1997a;  Collins et al., 2008). 

V p�ípad�  stanovení k�í�ových vazeb v DNA je nutno nejd�íve indukovat DNA zlomy. 

Proto byly bu� ky p�ed provedením kometového testu ovlivn� ny styren oxidem (SO). Tato 

látka v molekule DNA vytvá�í alkalilabilní addukty, p�edevším s guaninem, které se projevují 

jako jednovláknové zlomy DNA (SSB). P�i pou�ití 400 µM SO po dobu 30 minut dochází 

k indukci poškození vedoucímu k migraci více ne� 90 % do  ohonu komety (Vodi� ka, 1996). 

Závislost % tail DNA na po� tu k�í�ových vazeb je zde obrácená, sní�ení % tail DNA 

odpovídá relativnímu po� tu k�í�ových vazeb zabra� ujících alkalickému rozplétání DNA. 

Tohoto efektu se vyu�ívá k detekci k�í�ových vazeb, v našem experimentu indukovaných 

sirným yperitem.  

 

5. Výsledky 

 

5.1. In vitro stanovení cytotoxicity studovaných lé� iv 

Klonogenním testem, po 24 h expozici výše zmín� nými lé� ivy, jsme po 7 následujících 

dnech hodnotili po� et narostlých kolonií u r� zných bun�� ných linií.  

U oximu HI-6 jsme stanovili ze získaných výsledk�  IC50 (mM) pro r� zné humánní a rodentní 

bun�� né linie (tab. 1). 

bun�� ná linie 
� as (hod) 

rodentní bun�� ná linie IC 50 humánní bun�� ná linie IC 50 

L929 5,18 HeLa 3,59 

AA8 1,96 A549 1,61 24 

UV 20 1,71 URO 1,14 



 

Tab. 1.: cytotoxicita HI-6 na jednotlivých bun�� ných liniích 

Pomocí MTT testu byla m�� ena viabilita bun� k bun�� né linie A549 po 2, 24, 48 a 72 h 

expozici HI-6, kde docházelo k progresi redukce viability bun� k se zvyšující se dávkou i 

prodlu�ujícím se � asovým intervalem.  

Cytotoxicitu ostatních lé� iv jsme sledovali jen pomocí klonogenního testu na bun�� né 

linii A549, kde se nejvíce cytotoxický jevil reaktivátor methoxim (kompletní inhibici r� stu 

bun� k nastala ji� p�i koncentraci 0,6 mM). 

 

5.2. In vitro stanovení genotoxického potenciálu studovaných 

lé� iv 

Pro své vhodné vlastnosti ke studiu xenobiotik byla k experimentu zvolena bun�� ná linie 

HepG2 a dále byla dopln� na r� znými humánními a rodentními bun�� nými liniemi. Bu� ky 

byly ovlivn� ny p�íslušnými lé� ivy po dobu 2 a 24 h v koncentracích vycházejících 

z klonogenního testu a OECD guidelines (2004).  

 

5.2.1. Kometový test – oxim HI-6 

Pro stanovení genotoxického potenciálu HI-6 in vitro byly vybrány humánní (LEP, URO, 

HepG2, A549, HeLa) a rodentní (L929, AA8, UV-20) bun�� né linie (obr. � .1). 

Po 2 h expozici oximem HI-6 byla nalezena signifikantní indukce DNA zlom�  (SSB) jen 

u bun�� ných linií URO, L929 a HepG2, kde zlomová koncentrace pro indukci poškození 

DNA byla sledována na úrovni 2,5 mM HI-6. Kde nejcitliv � jšími bu� kami k p� sobení HI-6 se 

jeví bun�� ná linie URO. 

U �ádné bun�� né linie nedošlo k indukci oxidativního poškození (endo III místa).  

Po 24 h expozici byl nález obdobný jako po 2 h intervalu, k signifikantní indukci po� tu 

zlom�  DNA došlo ve stejných bun�� ných liniích (URO, HepG2, L929) a navíc se jevily 

citlivé té� HeLa bu� ky (obr. � . 1.). 

 

5.2.2. Kometový test - anticholinergika a oximy 

Studovaná lé� iva indukovala DNA zlomy (SSB) zejména po 24 h intervalu. Jediný 

benaktyzin nevyvolal �ádné poškození DNA (obr. � . 2.). 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. � . 1: Genotoxicita oximu HI-6, kometový test po 2 a 24 hodinové expozici. Indukce 

zlom�  DNA (SSB), oxidované pyrimidiny a apyrimidonovaná místa (endo III místa) a 

zviditeln� ní reparovaných míst NER mechanismem reparace (AraC) v jednotlivých 

bun�� ných liniích. 

 

 



 

 

 

 

Obr. � . 2: Genotoxicita antidot, kometový test po 2 a 24 hodinové expozici. Indukce zlom�  

DNA (SSB), oxidované pyrimidiny a apyrimidonovaná místa (endo III místa) v jednotlivých 

bun�� ných liniích. 



 

5.3. In vitro stanovení genotoxického potenciálu vzájemných 
interakcí studovaných lé� iv 

 

Tímto testem byl sledován vliv vzájemných interakcí vybraných antidot s HI-6 na indukci 

poškození DNA na HepG2 bun�� né linii kometovým testem po 2 h expozici. 

Výrazné poškození DNA HepG2 bun� k indukovala po 2 h expozici pouze interakce 

atropinu s HI-6 a benaktyzinu s HI-6, oproti negativní indukci pokud byla lé� iva aplikována 

samostatn�  (obr. � . 3.). 

      

Obr. � . 3.: Indukce DNA zlom�  (SSB) po 2 h aplikaci kombinací látek - HI-6 s Atropinem a 
HI-6 s Benaktyzinem 
 
 

5.4. In vivo stanovení genotoxického potenciálu HI-6 

5.4.1. Potkaní model 

Po 2 h expozici bylo kometovým testem nalezeno signifikantní zvýšení DNA zlom�  (SSB) 

v ledvinné tkáni ji� po ovlivn� ní 2 % LD50 (15,6 mg/kg), které odpovídá terapeutické dávce 

pro � lov� ka. Po inkubaci izolovaných bun� k s endonukleázou III nebylo nalezeno výrazné 

oxidativní poškození DNA.  Oproti tomu za 24 h po podání bylo nalezeno zvýšené oxidativní 

poškození DNA. 

V jaterních bu� kách, ani v lymfocytech nebyla nalezena �ádná indukce poškození DNA 

(obr. � . 4.). 

 

5.4.2. Myší model 

Oproti potkan� m byla po 2 h expozici zjišt� na dávkov�  závislá indukce zlom�  DNA nejen 

v ledvinách, ale i v jaterní tkáni. Mírný nár� st DNA poškození vedl a� k signifikantnímu 

zvýšení SSB po aplikaci 20 % LD50. Na druhou stranu inkubace s endonukleázou III 

nezp� sobila �ádný nár� st alkalilabilních míst, jak by se dalo o� ekávat.  Po 24 h expozici HI-6 

neindukoval �ádný signifikantní r� st poškození DNA, na rozdíl od potkan�  (obr. � . 5).  



 

 

 

 

 

Obr. � . 4.: Indukce zlom�  DNA (SSB) a alkalilabilních míst (endo III místa) po 2 h a 24 h 

expozici HI-6 na potkaním modelu. 

 

 

 

 

Obr. � . 5.: Indukce zlom�  DNA (SSB) a alkalilabilních míst (endo III místa) po 2 h a 24 h 

expozici HI-6 na myším modelu. 



 

5.4.3. Potkaní model - ledviny 

Na základ�  výsledk�  p�edchozí studie HI-6 in vivo byla sledována senzitivita uroteliálního 

traktu potkana k eventuálnímu genotoxickému p� sobení HI-6 po 2 h expozici.  

V d�eni i v k�� e ledvin byla nalezena redukce DNA zlom�  (SSB) v závislosti na zvyšující 

se dávce HI-6. Oxidativní poškození je zjevné jen u nejni�ší dávky 0,2 % LD50, kde došlo 

k indukci endo III senzitivních míst. Opa� ný efekt vyvolaly vzr� stající dávky HI-6 

v mo� ovém m� chý�i, kde výrazn�  indukovaly jak DNA zlomy, tak i oxidativní poškození 

(obr. � . 6.). 

 

 

Obr. � . 6.: Indukce zlom�  DNA (SSB) a alkalilabilních míst (endo III místa) 

v urotheliálním traktu potkana (d�e�  a k� ra ledvin, mo� ový m� chý� po 2 h expozici HI-6. 

 

5.5. Cytotoxická a genotoxická studie pyridostigminu bromidu a 

jeho interakce s oximem HI-6 

Klonogenním testem byla sledována viabilita bun� k A549 po 24 expozici 

pyridostigminem. Ve srovnání s HI-6 má pyridostigmin výrazn�  vyšší toxicitu (obr. � . 7). 

 



Obr. � . 7.: Cytotoxicita pyridostigmin bromidu, klonogenní test, 24 h, v porovnání 

s cytotoxicitou oximu HI-6. 

Genotoxicita pyridostigminu, sledována kometovým testem, byla provád� na na t�ech 

bun�� ných liniích: humánní jaterní bu� ky HepG2, humánní plicní bu� ky A549, myší 

fibrocyty L929. Samostatn�  podaný pyridostigmin  po 2 a 24 h intervalu neindukoval �ádné 

poškození DNA.  

Podobné výsledky byly nalezeny také in vivo na potkaním modelu, kde došlo jen k mírné 

indukci DNA zlom�  v jaterní tkáni. 

 

5.5.1. In vitro stanovení genotoxického potenciálu interakce HI-6 a 

pyridostigmin bromidu 

Interakce HI-6 a pyridostigminu výrazn�  indukuje na HepG2 bu� kách DNA zlomy ji� od 

nejni�ších koncentrací pyridostigminu (obr. � . 8).  

 

 

Obr. � . 8.: HepG2 bun�� ná linie, kometový test – indukce zlom�  DNA (SSB) a oxidativního 

poškození (endo III místa) po 2 h aplikaci kombinace látek HI-6 a Pyridostigminu bromidu 

(PB).  

 

5.5.2. In vivo stanovení genotoxického potenciálu interakce HI-6 a 

pyridostigmin bromidu 

Tato kombinace u potkaního modelu výrazn�  ovliv� uje zejména periferní lymfocyty. 

Zvolené kombinace indukovaly oxidativní poškození DNA ve všech sledovaných tkáních 

(obr. � . 9.). 

U myší na rozdíl od potkaních tkání nebyla patrná zvýšená senzitivita periferních 

lymfocyt�  k pyridostigminu. Ale zvolenými kombinacemi bylo indukováno oxidativní 

poškození v periferních lymfocytech (obr. � . 9.). 



 

 

Obr. � . 9.: Indukce DNA zlom�  (SSB) kombinací látek HI-6 a pyridostigminu (PB) po dobu 

2 h na potkaním modelu. 

 

5.6. In vivo stanovení genotoxického potenciálu interakce HI-6 

s vybranými NPL 

Pro hodnocení genotoxického efektu kombinace HI-6 a somanu jsme pou�ili periferní 

lymfocyty potkana.  Sledovali jsme jak indukci zlom�  (SSB), tak i indukci alkalilabilních míst 

- oxidativní poškození DNA a apyrimidinová místa (endo III místa).  

Myši byly pou�ity ke studiu kombinace HI-6 a sarinu a sledovali jsme jen DNA zlomy.  

Všechna získaná data nám ukazují, �e nedošlo k �ádné výrazné indukci v periferních 

lymfocytech vlivem samotných NPL ani jejich kombinací s HI-6 (obr. � . 10).  

 

Obr. � . 10.: indukce DNA zlom�  po 1 h expozici kombinace látek NPL a HI-6 na potkaním a 

myším modelu. 

 



5.7. In vivo stanovení profylaktického efektu HI-6 na indukci 

k� í�ových vazeb sirným yperitem 

Genotoxickou studii profylaktického efektu HI-6 na yperit (HD) u potkan�  jsme rozd� lili 

na 2 � ásti podle rozdílných dávek yperitu. 

V první � ásti jsme aplikovali dávky yperitu 0, 10 a 40 mg/kg a ve druhé � ásti 0, 20 a 

80 mg/kg. Dále se pokusy shodovaly. 15 minut p�ed 2 h expozicí yperitu jsme aplikovali HI-6 

v dávkách 0 % LD50 - negativní kontrola, 2 % a 20 % LD50.  

Na obr. � . 11. je vid� t indukce poškození DNA v periferních lymfocytech. Profylaktická 

aplikace rozdílných dávek HI-6 nem� la vliv na indukci k�í�ových vazeb. 

P�i zvýšení dávek na 20 a 80 mg/kg HI-6 velmi mírn�  redukovala po� et k�í�ových vazeb se 

vzr� stající koncentrací HD oproti negativní kontrole. 

V Játrech je patrná indukce DNA zlom�  (sloupce HI-6) a oxidativního poškození (sloupce 

HI-6 a endo) se vzr� stající dávkou HI-6.  Oproti kontrole (8 % tail DNA) došlo ke zvýšení na 

14 a 15 % tail DNA, a oxidativní poškození bylo signifikantní p�i dávce HI-6 20 % LD50 

(29 % tail DNA). Se zvyšující se dávkou yperitu ale nebyl nalezen �ádný ochranný efekt 

zvyšujících se dávek HI-6 (obr. � . 11).  

Ani u kostní d�en�  nevyvolaly pou�ité dávky HI-6 �ádný efekt na indukci k�í�ových vazeb 

jednotlivými dávkami yperitu, které rostly se vzr� stající dávkou yperitu (obr. � . 11.). 

 

 



 

 

Obr. � . 11.: Indukce DNA zlom�  (SSB) po profylaktickém podání HI-6 (15 min p�edem) a 

následném podání sirného yperitu po dobu 2 h. Sledování k�í�ových vazeb pomocí 

kometového testu s u�itím styren oxidu (SO) v periferních lymfocytech, v játrech a v kostní 

d�eni potkana. 

 
6. Diskuze 

 
6.1. Studie cytotoxického a genotoxického potenciálu HI-6 in 

vitro a in vivo metodami 
 

6.1.1. In vitro studie HI-6 

Oxim HI-6 je v dnešní dob�  pova�ován za nejlepší širokospektrý reaktivátor organofosfáty 

inhibované AChE. Proto byl zaveden, jako jediný z mo�ných reaktivátor� , na všechny 

terapeutické úrovn�  lé� by otravy zp� sobené organofosfáty. Z hlediska mechanism�  ú� inku � i 

farmakokinetických vlastností je HI-6 velmi dob�e prostudován, údaje o jeho mo�né 

genotoxicit�  jsou však nedostate� né.  Proto jsme se rozhodli v� novat se hloub� ji studiu 

cytotoxických a genotoxických vlastností oximu HI-6 oproti ostatním reaktivátor� m 

zavedeným v A� R. 

Úvodní � ást týkající se studia cytotoxicity m� la za cíl stanovit nejd�íve základní 

cytotoxický profil studovaných antidot - vliv na viabilitu a proliferaci bun� k (klonogenní test 

a MTT test). 

Z dosa�ených výsledk�  je mo�né �íci, �e cytotoxický potenciál HI-6 se zvyšuje 

s prodlu�ujícím � asem a s rostoucí koncentrací po 2 a 24 hodinovém intervalu, který jsme si 

zvolili i pro studie pomocí kometového testu.  

Následná genotoxická studie HI-6 in vitro byla provád� na kometovým testem na r� zných 

humánních a rodentních bun�� ných liniích. Z dat vyplývá, �e HI-6 indukuje DNA zlomy 



zejména od koncentrace 2,5 mM po 2 h expozici u bun�� ných linií HepG2, URO a L929. Po 

24 h se tato indukce dále navyšovala, ale bez výrazného nár� stu endo III senzitivních míst 

odpovídajících oxidativnímu poškození DNA. 

P�ímým genotoxickým potenciálem HI-6 se v minulosti zabýval Putman et al. (1996), 

� ali	  et al. (2006) a Radi	 , et al. (2007). Putman et al. (1996) v in vitro studii  pou�il r� zné 

metodiky, ale dosp� l k negativnímu záv� ru ohledn�  mutagenního potenciálu HI-6. Na druhou 

stranu objevil indukci chromosomálních aberací v CHO bu� kách a v kultu�e lidských 

lymfocyt� , ale pouze v p�ípad�  ovlivn� ní bun� k vysokými koncentracemi. � ali�  et al. (2006) i 

Radi	  et al. (2007) studovali cytotoxicitu i genotoxicitu s maximální pou�itou koncentrací 

0,8 mM. Takto nízké koncentrace v pou�itých testech neindukovaly �ádné signifikantní 

zm� ny DNA poškození ani zvýšení chromosomálních aberací. 

 

6.1.2. In vivo studie HI-6 

Cílem této � ásti bylo zhodnotit genotoxický potenciál HI-6 na potkaních a myších 

modelech. Testovaná dávka byla 2 % LD50, odpovídající terapeutické dávce pro � lov� ka a 

dávka 10 krát vyšší 20 % LD50 po dobu 2 a 24 hodin. Poškození DNA bylo hodnoceno 

v periferních lymfocytech a v bu� kách izolovaných po trypsinizaci jater a ledvin. 

Játra byla vybrána z d� vodu jejich zapojení do metabolických pochod�  xenobiotik, díky 

svému enzymatickému vybavení a výskytu P450 dependentních oxidáz a také abychom mohli 

tato data porovnat s bun�� nou linií HepG2. 

Vzhledem k fakt� m, �e HI-6 je eliminován výhradn�  ledvinami a v mo� i byl HI-6 

detekován i se svými metabolity a dokonce i s markery oxidativního poškození DNA 

(Garrigue et al., 1990, Ligtenstein et al., 1987), byly ledviny zvoleny ke studii genotoxického 

potenciálu HI-6.  

Z dosa�ených výsledk�  vyplývá �e HI-6 indukuje poškození DNA jen ve tkáních spjatých 

s metabolismem nebo eliminací HI-6 � i jeho metabolit� .  

Tyto výsledky dále potvrzují p�ítomnost oxida� ního stresu v organismu (8-hydroxy-2-

oxoguanosin v mo� i), který se projevuje jak poškozením r� zných molekul, v našem p�ípad�  

DNA, tak i detekcí marker�  oxida� ního stresu v organismu (Pohanka, et al. dosud 

nepublikovaná data).  

Jak bylo zmín� no výše, Putman et al. (1996) dosp� l k negativnímu záv� ru ohledn�  

mutagenního potenciálu HI-6. 



 Vrdoljak et al. (2009) získali odlišné výsledky. Stejnou metodou alkalického kometového 

testu (jako pou�íváme v naší studii) nenašli v lymfocytech, v jaterní ani v mozkové tkáni 

�ádné signifikantní poškození DNA p�i aplikaci 25 % LD50. Stejného negativního výsledku 

dosáhli po analýze indukce mikrojader v nezralých polymorfonukleárníchní erytrocytech. 

Naopak poprvé popsali slabý antioxida� ní potenciál HI-6 proti irinothecanem vyvolanému 

oxida� nímu stresu. 

Naše data nazna� ují rozdílné záv� ry.  Po 20 % LD50 dávce jsme sledovali výskyt nízkého 

po� tu poškození DNA. Na druhou stranu jsme pou�ívali i ni�ší dávku 2 % LD50, která 

indukovala jimi nezjišt� né oxidativní poškození v ledvinách i v játrech. 

Rozdílné výsledky obou tým�  lze vysv� tlit odlišným postupem v pou�itém dávkování a 

v metodice. Výše zmín� ní auto�i nepou�ili endonukleázu III pro stanovení oxidovaných míst 

v DNA.  

Pro námi zjišt� ný fakt, �e HI-6 je v nízkých dávkách schopna indukovat oxidativní stres a 

následn�  oxidativní poškození DNA, hovo�í data získaná jak po aplikaci endonukleázy III, tak 

i nam�� ené, ale dosud nepublikované výsledky marker�  oxida� ního stresu indukovaných u 

potkan�  po 2 h expozici HI-6.  

Dosud dosa�ené výsledky nazna� ovaly výraznou indukci poškození DNA ledvin po 2h 

expozici HI-6. Proto jsme se zam�� ili v další práci na ledvinnou tká� , konkrétn�  na k� ru a 

d�e� . Jeliko� jsou ledviny hlavním elimina� ním orgánem pro HI-6, sledovali jsme proto 

genotoxicitu HI-6 � i jejich metabolit�  exkretovaných do mo� i také v mo� ovém m� chý�i, kde 

dochází k stagnaci sekundární, tedy koncentrované mo� e. 

Na základ�  námi získaných dat se domníváme, �e oxim HI-6 by mohl indukovat oxida� ní 

stres ji� v dávce 2% LD50 s následným oxidativním poškozením bun� k p�echodného epitelu 

mo� ového m� chý�e. To odpovídá i p�edchozím výsledk� m získaných z naší laborato�e, kde u 

myší byla zjišt� na v ledvinném homogenátu signifikantní deprivace nízkomolekulárních 

antioxidant�  (Pohanka et al. 2011). 

Oproti tomu zvyšující se dávky HI-6 redukují v ledvinné tkáni jak zlomy DNA tak i její 

oxidativní poškození. Tyto výsledky nesouhlasí s naší hypotézou, �e pr� b� h eliminace HI-6 

ledvinami m� �e vyvolávat v ledvinách oxida� ní stres a nep�ímo tak poškodit DNA v ledvinné 

tkáni.  

I p�es tato fakta o mo� ovém traktu, je nutné mít na z�eteli, �e jsme p�i p�edcházejících 

experimentech našli signifikantní zvýšení  zlom�  i oxidativního poškození DNA práv�  

v ledvinách a to nejen p�i nejvyšší dávce 20 % LD50, ale práv�  i p�i dávce 2 % LD50, která 

odpovídá terapeutické dávce pro � lov� ka pro i.m. aplikaci. Proto by bylo vhodné identifikovat 



jaká tká�  je takto poškozena, nebo�  volba d�en�  a k� ry ledvin neodpovídala výsledk� m 

získaných z homogenátu celé ledviny. Dalšími mo�nými tkán� mi by mohly být ledvinná 

pánvi� ka � i ureter. 

 

6.2. Studie cytotoxického a genotoxického  potenciálu 

zavedených antidot v A� R a jejich interakce s HI-6 in vitro 

 

Standardní terapie otravy zp� sobené inhibicí AChE je zalo�ena na principu kooperace  

reaktivátor�  AChE a anticholinergik k potla� ení ú� ink�  hyperstimulace cholinergních 

receptor�  a nervosvalové ploténky. Jak ji� bylo �e� eno, na všech terapeutických úrovních je 

mo�né aplikovat oxim HI-6 spole� n�  s n� kterým výše zmín� ným terapeutikem. Mo�né 

negativn�  p� sobící vzájemné interakce by mohly, krom�  potenciace vlastního ú� inku, vést 

k ne�ádoucímu mutagennímu efektu. 

Získaná data z cytotoxické a genotoxické studie jednotlivých antidot nám ukazují, �e 

antidota zavedená v A� R nemají výrazný cytotoxický ani genotoxický potenciál, krom�  

obidoximu, který ve vyšších koncentracích ji� po 2 h, ale výrazn� ji po 24 h indukoval 

poškození DNA.  

Z t� chto dat jsme vycházeli pro in vitro a in vivo hodnocení genotoxického potenciálu 

vzájemných interakcí HI-6 s ostatními zavedenými terapeutiky, se kterými je mo�né 

reaktivátor HI-6 v dané situaci aplikovat, nebo je mo�ná jejich vzájemná interakce v 

organismu v pr� b� hu terapie.  

Z dosa�ených výsledk�  je z�ejmé, �e n� která terapeutika, v interakci s HI-6 indukovala 

poškození DNA nebo docházelo k redukci poškozených míst DNA. 

Nejvýrazn� jší genotoxický potenciál vykazuje kombinace HI-6 a atropinu. P�esto�e pou�ití 

atropinu samo o sob�  neindukuje �ádné DNA poškození, se vzr� stající koncentrací HI-6 i 

atropinu dochází k signifikantní indukci DNA poškození, které není oxidativního charakteru, 

nebo�  endonukleáza III neindikovala �ádné oxidativní poškození.  

Atropin jako anticholinergikum s p�evahou periferního ú� inku je pova�ován za 

nejd� le�it � jší parasympatikolytikum, nebo�  je doporu� ováno jeho pou�ití i opakovan� , 

proto�e nezasahuje do centrální nervové soustavy, p�etrvávají-li p�íznaky hyperstimulace 

cholinergních receptor� , a� do objevení se symptom�  atropinizace (sucho v ústech, 

z� ervenání k� �e …).  



Otázkou v takovém to stavu pacienta z� stává, jaké koncentrace atropinu v plazm�  p�i 

opakovaném podání jsme schopni dosáhnout a nedojde-li práv�  k otestované interakci 

s pou�itým reaktivátorem HI-6.  Proto by bylo asi vhodné pokra� ovat ve studiu této interakce 

in vivo a získat detailn� jší  informace o ú� inku této interakce.  

Podobnou indukci DNA zlom�  vyvolala interakce HI-6 s dalším anticholinergikem – 

benaktyzinem, ale s mírn� jším pr� b� hem. Zde ale není riziko opakovaného podávání 

benaktyzinu, jako centrálního anticholinergika, nebo�  opakované podání je nep�ípustné, 

proto�e v� tší dávky vedou k negativním mozkovým projev� m. Pokud by nedošlo 

k terapeutické chyb�  je tato mo�ná interakce HI-6 s vyššími dávkami benaktyzinu nereálná. 

Dosa�ená data ale nazna� ují, �e HI-6 je sama o sob�  mírn�  genotoxická a od limitní 

koncentrace 2,5 mM dochází v� tšinou k indukci DNA poškození, zejména u HepG2 bun� k. 

Ale v interakci s jinou látkou, která sama indukuje poškození DNA, dochází k poklesu úrovn�  

poškození DNA. Podobných záv� r�  dosp� li i Vrdoljak et al. (2009). 

 

6.3. Studie cytotoxického a genotoxického potenciálu 

Pyridostigmin bromidu a jeho interakce s oximem HI-6 

in vitro a in vivo metodami 

 

Pyridostigmin bromid (PB) je reversibilní inhibitor synaptické AChE a plazmatické 

butyrylcholinesterasy (Abou-donia et al., 1996, Somani et al., 2000), který je standardn�  

vyu�íván v terapii autoimunitní choroby miasthenia gravis, atoniích hladké svaloviny a také je 

sou� ástí profylaktické lé� by (Lüllmann et al., 1999). V A� R ve form�  tablet v komer� ním 

preparátu PANPAL.  

Jeliko� jsme vycházeli z fakt� , �e je pyridostigmin studován z hlediska indukce 

oxidativního stresu v organismu a z hlediska spolupodílení se na syndromu z Perského zálivu 

(Kurt et al., 1998; Abu-Qare et al., 2000; Abu-Qare and Abou-Donia, 2001a, 2001b), pokusili 

jsme se zjistit, zda-li nedocházelo k poškození DNA po 2 h expozici HI-6 v interakci s PB. 

Nejd�íve jsme testovali toxicitu in vitro jednotlivých látek klonogenním testem na bun�� né 

linii A549. V porovnání s HI-6 je pyridostigmin na t� chto bu� kách toxi� t� jší a IC50 dosahuje 

na úrovni 2,9 mM (IC50 (HI-6) je 1,61 mM). 

Dále jsme pokra� ovali sledováním efektu PB na genotoxicitu nejd�íve na r� zných 

bun�� ných liniích a následn�  na modelu potkana.  



Poškození DNA samotným pyridostigminem nebylo detekováno ani na humánních (A549, 

HepG2) ani na rodentních bu� kách (L929), obdobn�  jako Abou-Donia et al (2001).   

Tak jako v in vitro studii, PB v in vivo studii neindukoval zvýšení DNA poškození.  

Dále jsme ale pokra� ovali ve sledování interakcí jak in vitro, tak následn�  in vivo. Naše 

data ukazují kombinaci t� chto látek výrazn�  genotoxickou. K toxicit�  vedly ji� nejmenší 

pou�ité koncentrace pyridostigminu, ale maxima dosahovaly kombinace koncentrací od 

1,25 - 5 mM u obou látek.  

Genotoxický potenciál kombinace HI-6 a pyridostigminu jsme se pokusili kometovým 

testem ov�� it té� na myších a potkaních modelech po 2 h expozici.  

Zjistili jsme, �e periferní lymfocyty jsou výrazn�  senzitivní k p� sobení jak pyridostigminu, 

tak i ke studovaným kombinacím. Dochází zde k indukci zlom�  i oxidativního poškození 

DNA. 

U ledvin byl podle p�edpoklad�  z p�edešlých výsledk�  nalezen vyšší po� et zlom�  

p� sobením 2 % LD50 HI-6. Ty se ale vlivem kombinace s pyridostigminem, která má v tomto 

p�ípad�  antimutagenní efekt, zredukovaly a� na hodnoty pod 5 % tail DNA.   

 

6.4. Studie genotoxického potenciálu interakce NPL (somanu a 

sarinu) a HI-6 in vivo 

Vliv NPL na nukleové kyseliny pat�í k pozdním projev� m toxicity NPL (Kassa et al., 

2009).  

Ale jak prezentovali Pohanka et al. (2010) po expozici somanem detekovali metodami 

FRAP, TBARS a GSH v potkaní tkáni známky probíhajícího oxida� ního stresu. Z tohoto 

experimentu je z�ejmé, �e se soman podílí na indukci oxida� ního stresu (Pohanka et al., 2010; 

Pazdernik, et al., 2001). Z hlediska pou�ití HI-6 jako st� �ejního lé� iva proti organofosfátové 

otrav�  jsme se pokusili zjistit, zda jejich vzájemná interakce (s dávkou HI-6 odpovídají 

terapeutické dávce pro � lov� ka) nevede k indukci oxidativního poškození DNA, nebo zda-li 

dojde k indukci oxidativního poškození po expozici somanem a následné redukci oxidativního 

poškození vlivem interakce  HI-6 se zvoleným somanem. Pro tyto mechanizmy poškození 

sv� d� í p�edchozí výsledky (Pohanka et al. (2010).  

Sarin u potkan�  indukuje zvýšení biomarker�  oxidativního stresu i oxidativního poškození 

DNA (8-hydroxy-2-oxoguanozin), dokonce indukuje proapoptotické geny (Bc12111, caspase 

6) i antiapoptotické geny (Bcl-X) (Abu-Quare, et al., 2001a; Abu-Qare and Abou-Donia, 

2001; Damodaran, et al., 2006a, b; Nasr, et al., 1998). Proto jsme se pokusili zjistit, zda sarin 



v kombinaci s HI-6 indukuje DNA zlomy, nebo naopak dochází-li po expozici sarinu s HI-6 

k redukci t� chto zlom� .   

Genotoxicita námi testovaných NPL byla detekována jako nízká, oproti p�edpokládané 

hypotéze. Soman na potkaních periferních lymfocytech ani sarin na myších periferních 

lymfocytech neindukovaly �ádné DNA zlomy ani oxidativní poškození DNA, které bychom 

na základ�  naší hypotézy p�edpokládali.  

 

6.5. Studie genotoxického potenciálu interakce sirného yperitu a 

HI-6 in vivo 

Sirný yperit (HD), p�esn� ji zpuchý�ující látky, p� sobí na úrovni DNA jako alkyla� ní 

� inidla – alkylují purinové báze vedoucí ke zm� n�  struktury a� k rozšt� pení DNA (Pato� ka et 

al., 2004). Jejich mutagenní ú� inek je spojován nejvíce s tvorbou monoaddukt�  a k�í�ových 

vazeb v makromolekulách. Krom�  vlivu na makromolekuly p� sobí HD na organismus i 

cestou indukce oxida� ního stresu a k indukci i oxidativního poškození DNA (Paromov et al., 

2007, Papirmeister, et al., 1993, 1994; Somani and Babu 1989; Ray, R. et al., 2010). 

Proto�e byly u HI-6 popsány mírné antioxida� ní ú� inky (Vrdoljak et al., 2009), pokusili 

jsme se jej pou�ít jako profylaktikum p�i aplikaci r� zných dávek yperitu na potkaním modelu.  

Po 15 minutové profylaxi HI-6 o r� zných dávkách jsme aplikovali yperit po dobu 2 h 

(Pohanka et al., 2009). 

Lymfocyty jsou k profylaxi HI-6 rezistentní: r� zné dávky HI-6 neovlivnily nález po� tu 

k�í�ových vazeb vyvolaných zvyšujícími se dávkami yperitu. 

Stejného efektu jsme dosáhli i u kostní d�en�  a u jaterní tkán� , kde HI-6 neredukovala 

tvorbu k�í�ových vazeb po zvyšujících se dávkách yperitu.  

 

7. Souhrn 
Cílem této práce bylo zjistit bezpe� nost zavedených antidot a jejich vzájemných interakcí 

z hlediska vlivu na viabilitu bun� k a DNA poškození.  

Výsledky práce ukazují, �e p�i samostatném podání jsou jednotlivá antidota netoxická a 

nezp� sobují výrazné poškození DNA.  

U oximu HI-6, kterému jsme se v� novali ve v� tší mí�e, byl v tkáních nalezen oxidativní 

stres vedoucí k oxidativnímu poškození DNA, zejména v metabolicky aktivních tkáních, který 

by mohl vést a� k mutagenním zm� nám.  



Znepokojující jsou ale výsledky vzájemných interakcí, zejména interakce HI-6 s atropinem 

(in vitro) a s pyridostigminem (in vivo), které vedou k indukci poškození DNA ji� p�i pou�ití 

dávek odpovídajících terapeutickým dávkám.  

Jeliko� je atropin aplikován a� do doby projev�  atropinizace nebo vymizení symptom�  

otravy, nelze vylou� it ur� ité riziko poškození DNA vlivem p� sobení vyšších dávek. Proto by 

bylo vhodné ov�� it mo�nou genotoxicitu interakce HI-6 s atropinem in vivo. 

Podobné riziko p�edstavuje opakované podávání pyridostigmin bromidu, u kterého jsme 

v interakci s HI-6 nalezli rovn� � slabý genotoxický ú� inek.  

 

8. Summary 
The aim of the study was to verify the safety of established antidotes and their mutual 

interactions from the point of view of their effect on the cell viability and the DNA damage.  

Results of this study show, that the antidotes are non-toxic and do not damage DNA, when 

applied separately.   

In the case of HI-6 oxime, which we studied in detail, we found an oxidative stress causing 

the oxidative DNA damage, particularly in metabolically active tissues, which may lead to 

mutagenic effects.  

However, we have been concerned by results of mutual interactions, first of all by the 

interaction of HI-6 and atropine (in vitro) and with the pyridostigmine (in vivo), which leads  

to the induction of DNA damage already using  therapeutic doses.  

Because atropine is normally applied till the manifestation of atropinisation, or till the 

disappearance of symptoms of the intoxication, a risk of the DNA damage induced at higher 

doses cannot be excluded. Therefore, the possible genotoxicity of the interaction of HI-6 with 

atropine should be verified also in vivo.  

A similar risk presents also the repeated application of pyridostigmine bromide, which was 

found in our studies to be mildly genotoxic in combination with HI-6.  
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