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1. Uvod

V nasi globalni spol@osti stale vice dochazi k nasilnym projevr znych zajmovych
skupin. A se shai jen na sebe upozornit, nebo mosazuji své nazory, nabo enské
p esvd eni i separatistické zajmy, vdy jde o nasilnyn r zného charakteru, toxického
efektu nevyjimaje. Také nemalo vatgch konflikt je mistem zneu iti chemickych zbrani,
jejich celkové svtové zasoby nejsou dostate zjiSt ny a zabezpeny proti zneuiti a

ernému obchodu. Diky mto skutenostem je bohu el stale nutné zapgat bezpenost
z hlediska zneu iti bojovych otravnych latek.

Nejnebezpen jSi skupinou jsou nervovparalytické latky (NPL) a hned druhé misto
obsazuji zpuchyjici latky. Proto vyzkum vojenské toxikologie jam en na léiva proti
t mto skupinam latek. Léva proti NPL, ktera jsou zavedena eské republice, prochazi
celym spektrem lédy od profylaxe, pes svépomoc, a po lékeky zasah.

P esto |éba stale prochézi dalSim a dalSim vyvojem, jehahsm je najit optimalni
Ié ivo, které by uspokojiva stejnou nrou p sobilo na vS8echny zastupce NPL. Bohu el proti
zpuchyujicim latkdm dosud neexistuje, tak jako u NPL,akspiva antidotni Iéba a je stale
snaha vdeckych tym ji naleznout. Jedna z cest vyu iva znalosts@beni zpuchyijicich
latek, které kromjiného vyvolavaji aktivaci kaskady oxidaiho poSkozeni organismu.

Tato dizertani prace je zamena na ov eni genotoxického a cytotoxického potencialu
pou ivanych antidot proti NPL a jejich vzajemnychterakci. A dale sleduje antioxidd
efekt oximu HI-6 v kombinaci se sirnym yperiterakg hlavnim zastupcem zpuchjicich
latek.

2. Cile prace

o Zhodnotit cytotoxické a genotoxické vlastnosti dati pou ivanych v léb
organofosfatovych otrav in vitro a in vivo metodarditakto ziskanych dat vybrat

vhodné modely uené k testovani zvolenych kombinaci antidot.

o

Porovnat potencialni genotoxicky efekt interakddbranych antidot.

o0 Zhodnotit genotoxicky potencidél interakci oximu 61k vybranymi NPL.

(@)

Zhodnotit profylakticky efekt podani oximu HI-6 riadukci kiovych vazeb po

aplikaci sirného yperitu.



3. Terapie otravy NPL

Principem v souasné dob zavedené Iy v A R je podani a soinnost ti skupin
Ié iv — reaktivator AChE, anticholinergik, antikonvulziv. Tento pripcide napi vSemi
stupni terapie, od svépomoci (autoinjektory) — COMEEN i.m. (obidoxim a atropin),
BINAJET i.m. (HI-6 a atropin) a DIAZEPAM i.m. (di&pam), a po lékakou pomoc —
RENOL i.m. (methoxim), CHONOL | i.m. (atropin), GMNOL II i.m. (benactyzin),
ANTIVA im. (HI-6). Tato terapie je jeSt dopl ovana symptomatickou [Bou —
antikonvulzivni terapie (diazepam — autoinjektoABEPAM i.m., oxygenoterapie, podpora
dychéani, analgetika, sedativa, centralni stimuknantiedematdzni terapie) (Weissman et
Raveh, 2008; Kassa 2002; Kassa et al., 2004; Krégjeb Kassa, 2004; Kunesova et al., 2005;
Raveh et al., 2008).

Ji zmi ovana léiva (anticholinergika, reaktivatory AChE) jsou tésyuivana v
profylaktické 1éb , kde se s velikym Usphem pou iva také reverzibilni inhibitor AChE,
pyridostigmin bromid.

Zavedenymi profylaktiky v AR jsou TRANSANT (HI-6) a PANPAL (pyridostigmin
bromid, benactyzin, trihexyphenidyl).

3.1. Reaktivatory

Takto nazyvané latky spadaji do skupiny kauzalm@ictidot a jsou schopny obnovovat,
neboli reaktivovat inhibovanou AChE a obnovit tak ffyziologickou funkci. Krom jinych
reaktivator, mezi zavedené reaktivatory (oximy) v R pati: obidoxim, methoxim a oxim
HI-6.

3.1.1. Oxim HI-6

Tento reaktivator je nejvyznamBim kauzalnim antidotem v I8 organofosfatové
intoxikace, nebo se vyznauje nejlepSimi dosud dosa enymi vysledky reaktiva€hE,
napi vSemi zastupci NPL (krom tabunu). A je vsowsné dob povaovan za
v ka dém stupni terapeutického algoritmu, a protd \ybran jako nosné lévo pro studie

interakci s ostatnimi lévy.



K metabolické degradaci HI-6 dochazi ji v krevnimisti, kde relativn rychle podléha
hydrolyze, a ji za 3-4 h je z krevnihe i5t vylou en (Karasova et al., 2010, Zemek et al.,
2011) a néslednje 85 % podaného HI-6 jeho metabolit vylou eno z organismu em
prvnich 24 hodin (Garrigue et al., 1990, Ligtenstet al., 1987).

3.2. Anticholinergika

Anticholinergika pati k funk nim antidotm a potlauji klinické symptomy vzniklé diky
hyperstimulaci cholinergnich receptor d sledku inhibice AChE. Jednotlivymi z&stupci

jsou: atropin, benaktyzin a trihexyphenidyl.

3.3. Pyridostigmin bromid

Reversibilni inhibitor AChE, parasympatomimetikukteré je standardnvyu ivano
k 1é b myasthenia gravis nebo jinych atoniictparéz hladkého svaloviny.

4. Metody stanoveni cytotoxického a genotoxického

potencialu lé iv, in vitro a in vivo

4.1. Klonogenni test — test inhibice tvorby kolonii

Klonogenni test je metoda zalo ena na schopnosiifprace a viabilit bun k. Hodnoti

se poet kolonii, které doka i ovlivné bu ky vytvo it po ovlivn ni testovanou latkou.

4.2. MTT test

Tato v dnesSni dobstandardni spektrofotometricka metoda unuge rychlé a pesné
stanoveni zastoupeni ivych buav bun nych suspenzich in vitro, sledovani miry buré

proliferace i testovani cytotoxicity chemikalii.

4.3. Kometovy test

Alkalicky kometovy test je metoda wna k detekci jednovliaknovych zlomDNA
(single strand breaks = SSB) na urovni jednékiuindukovanych rznymi mutageny
(Collins et al., 1996).



Existuji r zné modifikace této metody, které jsou schopné mdnroznych latek
identifikovat druh poSkozeni. V naSempgad jsme zvolili inkubaci analyzovanych buns
endonukleazou lll, ktera specificky pf oxidativni poskozeni DNA a apyrimidinova mista
(endo 11l mista). Dale byla pou ita inkubace buns AraC (cytosinarabinosid C) v fir hu
ovlivn ni testovanou latkou. AraC inhibuje specificky DNdalymerazu , ktera je souasti
nukleotidové excizni reparace (NER), co vede kuailizaci vSech zlom tzn. i zlom jako
meziprodukt vznikajicich v prb hu NER.

Po obarveni ethidiem bromidem se ve fluoresogn mikroskopu hodnoti procento
DNA v ohonu komety (% tail DNA), které vykazuje éiérni zavislost na frekvenci zlom
(Collins et al., 1997a; Collins et al., 2008).

V p ipad stanoveni K ovych vazeb v DNA je nutno nejive indukovat DNA zlomy.
Proto byly buky p ed provedenim kometového testu ovlirg styren oxidem (SO). Tato
latka v molekule DNA vytva alkalilabilni addukty, ppdevSim s guaninem, které se projevuji
jako jednovladknové zlomy DNA (SSB). iRoou iti 400 uM SO po dobu 30 minut dochazi
k indukci poSkozeni vedoucimu k migraci vice ne %0do ohonu komety (Vodka, 1996).
Zavislost % tail DNA na pdu kiovych vazeb je zde obracena, snieni % tail DNA
odpovida relativnimu pau kiovych vazeb zabraujicich alkalickému rozplétani DNA.
Tohoto efektu se vyu iva k detekci ikovych vazeb, v naSem experimentu indukovanych

sirnym yperitem.

5. Vysledky

5.1. Invitro stanoveni cytotoxicity studovanych léiv

Klonogennim testem, po 24 h expozici vySe zmymi Ié ivy, jsme po 7 nasledujicich
dnech hodnotili pcet narostlych kolonii u znych bun nych linii.
U oximu HI-6 jsme stanovili ze ziskanych vyslediCs, (mMM) pro r zné humanni a rodentni

bun né linie (tab. 1).

bun na linie
as (hod)
rodentni bun nd linie IC 50 humanni bunnd linie| 1C 50
L929 5,18 HelLa 3,59
24 AA8 1,96 A549 1,61
uv 20 1,71 URO 1,14




Tab. 1.: cytotoxicita HI-6 na jednotlivych bumych liniich

Pomoci MTT testu byla mena viabilita bunk bun né linie A549 po 2, 24, 48 a 72 h
expozici HI-6, kde dochazelo k progresi redukcebwily bun k se zvySujici se davkou i
prodlu ujicim se asovym intervalem.

Cytotoxicitu ostatnich Iév jsme sledovali jen pomoci klonogenniho testuboa né
linii A549, kde se nejvice cytotoxicky jevil reakéitor methoxim (kompletni inhibici stu

bun k nastala ji pi koncentraci 0,6 mM).

5.2. In vitro stanoveni genotoxického potencialu gstdovanych
€ iv

Pro své vhodné vlastnosti ke studiu xenobiotik kyxperimentu zvolena buma linie

HepG2 a déle byla doplna r znymi humannimi a rodentnimi bumymi liniemi. Bu ky

byly ovlivnh ny pislusnymi léivy po dobu 2 a 24 h vkoncentracich vychazejicich
z klonogenniho testu a OECD guidelines (2004).

5.2.1. Kometovy test — oxim HI-6

Pro stanoveni genotoxického potencialu HI-6 inoviigly vybrany humanni (LEP, URO,
HepG2, A549, Hela) a rodentni (L929, AA8, UV-20nbuwné linie (obr. .1).

Po 2 h expozici oximem HI-6 byla nalezena signifitkd indukce DNA zlom (SSB) jen
u bun nych linii URO, L929 a HepG2, kde zlomova koncetrgro indukci poskozeni
DNA byla sledovana na urovni 2,5 mM HI-6. Kde n#jei jSimi bu kami k p sobeni HI-6 se
jevi bun na linie URO.

U &adné bun né linie nedoSlo k indukci oxidativniho posSkozesmdo Il mista).

Po 24 h expozici byl nadlez obdobny jako po 2 hrirdhi, k signifikantni indukci pdu
zlom DNA doSlo ve stejnych bunnych liniich (URO, HepG2, L929) a navic se jevily
citlivé té HelLa bu ky (obr. . 1.).

5.2.2. Kometovy test - anticholinergika a oximy
Studovana léva indukovala DNA zlomy (SSB) zejména po 24 h inédu. Jediny
benaktyzin nevyvolal adné poSkozeni DNA (obr2.).
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. 1: Genotoxicita oximu HI-6, kometovy test po 24 hodinové expozici. Indukce

zlom DNA (SSB), oxidované pyrimidiny a apyrimidonovamndista (endo Ill mista) a

zviditeln ni

bun nych liniich.
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Obr. . 2: Genotoxicita antidot, kometovy test po 2 ah?dlinové expozici. Indukce zlom
DNA (SSB), oxidované pyrimidiny a apyrimidonovanasta (endo Il mista) v jednotlivych

bun nych liniich.



5.3. Invitro stanoveni genotoxického potencialu vemnych
interakci studovanych léiv

Timto testem byl sledovan vliv vzajemnych interakgibranych antidot s HI-6 na indukci
poskozeni DNA na HepG2 bumé linii kometovym testem po 2 h expozici.

Vyrazné poSkozeni DNA HepG2 bunindukovala po 2 h expozici pouze interakce
atropinu s HI-6 a benaktyzinu s HI-6, oproti negaitindukci pokud byla léva aplikovana

samostatn (obr. . 3.).

Obr. . 3.: Indukce DNA zlom (SSB) po 2 h aplikaci kombinaci latek - HI-6 s@dxmem a
HI-6 s Benaktyzinem

5.4. In vivo stanoveni genotoxického potencialu HI-6
5.4.1.Potkani model

Po 2 h expozici bylo kometovym testem nalezenoifsigmtni zvySeni DNA zlom (SSB)
v ledvinné tkani ji po ovlivnni 2 % LD (15,6 mg/kg), které odpovida terapeutické davce
pro lov ka. Po inkubaci izolovanych buk s endonukleazou Il nebylo nalezeno vyrazné
oxidativni poskozeni DNA. Oproti tomu za 24 h pm@ni bylo nalezeno zvySené oxidativni
poSkozeni DNA.

V jaternich bukach, ani v lymfocytech nebyla nalezena adnéa ircduboskozeni DNA
(obr. . 4.).

5.4.2.MySi model

Oproti potkanm byla po 2 h expozici zjiSha davkov zavisla indukce zlomDNA nejen
v ledvinach, ale i v jaterni tkani. Mirny n&t DNA poSkozeni vedl a k signifikantnimu
zvySeni SSB po aplikaci 20 % kP Na druhou stranu inkubace s endonukleazou Il
nezp sobila adny nérst alkalilabilnich mist, jak by se daloakavat. Po 24 h expozici HI-6
neindukoval &dny signifikantni st poSkozeni DNA, na rozdil od potkafobr. . 5).
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Obr. . 4.: Indukce zlom DNA (SSB) a alkalilabilnich mist (endo 1ll mistap 2 h a 24 h

expozici HI-6 na potkanim modelu.
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Obr. . 5.: Indukce zlom DNA (SSB) a alkalilabilnich mist (endo 1ll mistap 2 h a 24 h

expozici HI-6 na mySim modelu.



5.4.3.Potkani model - ledviny

Na zaklad vysledk p edchozi studie HI-6 in vivo byla sledovana senitdiwurotelialniho
traktu potkana k eventuélnimu genotoxickémagbeni HI-6 po 2 h expozici.

Vdeniivk e ledvin byla nalezena redukce DNA zlof8SB) v zavislosti na zvySujici
se davce HI-6. Oxidativni posSkozeni je zjevné jenejni Si davky 0,2 % LIg, kde doslo
k indukci endo Il senzitivnich mist. Opay efekt vyvolaly vzrstajici davky HI-6
v mo ovém mchyi, kde vyrazn indukovaly jak DNA zlomy, tak i oxidativni posSkaze
(obr. . 6.).
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Obr. . 6.: Indukce zlom DNA (SSB) a alkalilabilnich mist (endo IlI mista)
v urothelialnim traktu potkana @ a k ra ledvin, moovy m chy po 2 h expozici HI-6.

5.5. Cytotoxicka a genotoxicka studie pyridostigmin bromidu a

jeho interakce s oximem HI-6

Klonogennim testem byla sledovana viabilta BunA549 po 24 expozici

pyridostigminem. Ve srovnani s HI-6 ma pyridostignayrazn vyssi toxicitu (obr. . 7).



Obr. . 7.. Cytotoxicita pyridostigmin bromidu, klonogdnnest, 24 h, v porovnani
S cytotoxicitou oximu HI-6.

Genotoxicita pyridostigminu, sledovdna kometovynstéen, byla provada na tech
bun nych liniich: humanni jaterni bty HepG2, humanni plicni bky A549, mysi
fibrocyty L929. Samostatnpodany pyridostigmin po 2 a 24 h intervalu nekwital adné
poSkozeni DNA.

Podobné vysledky byly nalezeny také in vivo na pofkn modelu, kde doSlo jen k mirné

indukci DNA zlom v jaterni tkani.

5.5.1. In vitro stanoveni genotoxického potencialuinterakce HI-6 a

pyridostigmin bromidu
Interakce HI-6 a pyridostigminu vyrazindukuje na HepG2 bké&ch DNA zlomy ji od

nejni Sich koncentraci pyridostigminu (obr.8).

Obr. . 8.: HepG2 bun né linie, kometovy test — indukce zlonDNA (SSB) a oxidativniho
poSkozeni (endo Il mista) po 2 h aplikaci kombadatek HI-6 a Pyridostigminu bromidu
(PB).

5.5.2. In vivo stanoveni genotoxického potencidlunterakce HI-6 a

pyridostigmin bromidu
Tato kombinace u potkaniho modelu vyrazovliv uje zejména periferni lymfocyty.
Zvolené kombinace indukovaly oxidativni poSkozemiiAve vSech sledovanych tkanich
(obr. . 9.).
U mySi na rozdil od potkanich tkani nebyla patrngSena senzitivita perifernich
lymfocyt k pyridostigminu. Ale zvolenymi kombinacemi bylodiukovano oxidativni
poskozeni v perifernich lymfocytech (obr9.).
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Obr. . 9.: Indukce DNA zlom (SSB) kombinaci latek HI-6 a pyridostigminu (PR) gobu

2 h na potkanim modelu.

5.6. In vivo stanoveni genotoxickeého potencialu interake HI-6

s vybranymi NPL
Pro hodnoceni genotoxického efektu kombinace HI-§omanu jsme pouili periferni
lymfocyty potkana. Sledovali jsme jak indukci zloESB), tak i indukci alkalilabilnich mist
- oxidativni poSkozeni DNA a apyrimidinova mistade Il mista).
MysSi byly pou ity ke studiu kombinace HI-6 a sariawsledovali jsme jen DNA zlomy.
VSechna ziskand data nam ukazuji, e nedoSlo kéadgrazné indukci v perifernich
lymfocytech vlivem samotnych NPL ani jejich kombina HI-6 (obr. . 10).

Obr. . 10.: indukce DNA zlom po 1 h expozici kombinace latek NPL a HI-6 na poikn a

mysSim modelu.



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

k i ovych vazeb sirnym yperitem

Genotoxickou studii profylaktického efektu HI-6 gperit (HD) u potkan jsme rozdlili
na 2 asti podle rozdilnych davek yperitu.

V prvni asti jsme aplikovali davky yperitu 0, 10 a 40 mgékgre druhé &sti 0, 20 a
80 mg/kg. Dale se pokusy shodovaly. 15 mineda2 h expozici yperitu jsme aplikovali HI-6
v davkach 0 % Lk - negativni kontrola, 2 % a 20 % k§€

Na obr. . 11. je vidt indukce poSkozeni DNA v perifernich lymfocyte@rofylakticka
aplikace rozdilnych davek HI-6 neta vliv na indukci ki ovych vazeb.

P i zvySeni davek na 20 a 80 mg/kg HI-6 velmi miredukovala pcet ki ovych vazeb se
vzr stajici koncentraci HD oproti negativni kontrole.

V Jétrech je patrna indukce DNA zlonfsloupce HI-6) a oxidativhiho posSkozeni (sloupce
HI-6 a endo) se vzstajici davkou HI-6. Oproti kontrole (8 % tail DNAoSlo ke zvySeni na
14 a 15 % tail DNA, a oxidativni poSkozeni bylorsfgkantni pi davce HI-6 20 % Lk
(29 % tail DNA). Se zvysujici se davkou yperitu alebyl nalezen adny ochranny efekt
zvySujicich se davek HI-6 (obr. 11).

Ani u kostni den nevyvolaly pou ité davky HI-6 &dny efekt na indcikk i ovych vazeb

jednotlivymi davkami yperitu, které rostly se vgtajici davkou yperitu (obr. 11.).
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Obr. . 11.: Indukce DNA zlom (SSB) po profylaktickém podani HI-6 (15 minedem) a
nasledném podani sirného yperitu po dobu 2 h. S&dokiovych vazeb pomoci
kometového testu s u itim styren oxidu (SO) v pamifich lymfocytech, v jatrech a v kostni

d eni potkana.

6. Diskuze

6.1. Studie cytotoxického a genotoxického potenciaHI-6 in
vitro a in vivo metodami

6.1.1. In vitro studie HI-6

Oxim HI-6 je v dneSni dobpova ovan za nejlepSi Sirokospektry reaktivatayasrofosfaty
inhibované AChE. Proto byl zaveden, jako jediny @mych reaktivator, na vSechny
terapeutické Urovnlé by otravy zpsobené organofosfaty. Z hlediska mechanismnku i
farmakokinetickych vlastnosti je HI-6 velmi deb prostudovan, udaje o jeho moné
genotoxicit jsou vSak nedostateé. Proto jsme se rozhodli novat se hlouhji studiu
cytotoxickych a genotoxickych vlastnosti oximu HI-@proti ostatnim reaktivatom
zavedenym v AR.

Uvodni &st tykajici se studia cytotoxicity ha za cil stanovit nejive zakladni
cytotoxicky profil studovanych antidot - vliv naahilitu a proliferaci burk (klonogenni test
a MTT test).

Z dosa enych vysledk je moné ici, e cytotoxicky potencial HI-6 se zvySuje
s prodlu ujicim asem a s rostouci koncentraci po 2 a 24 hodinowé&rvalu, ktery jsme si
zvolili i pro studie pomoci kometového testu.

Nasledn& genotoxicka studie HI-6 in vitro byla gidwna kometovym testem naznych
humannich a rodentnich bumych liniich. Z dat vyplyva, e HI-6 indukuje DNAlamy



zejména od koncentrace 2,5 mM po 2 h expozici u burch linii HepG2, URO a L929. Po
24 h se tato indukce dale navySovala, ale bez m@taz narstu endo Ill senzitivnich mist
odpovidajicich oxidativnimu poSkozeni DNA.

P imym genotoxickym potencidlem HI-6 se v minulostibgval Putman et al. (1996),
ali et al. (2006) a Radi et al. (2007). Putman et al. (1996) v in vitradst pouil r zné
metodiky, ale dosp k negativnimu zawu ohledn mutagenniho potenciélu HI-6. Na druhou

stranu objevil indukci chromosomalnich aberaci VGCHbu kdch a v kultue lidskych
lymfocyt , ale pouze v ppad ovlivh ni bun k vysokymi koncentracemi.ali et al. (2006) i
Radi et al. (2007) studovali cytotoxicitu i genotoxicis maximalni pou itou koncentraci
0,8 mM. Takto nizké koncentrace v pou itych testembindukovaly &adné signifikantni

zm ny DNA poskozeni ani zvySeni chromosomalnich aberac

6.1.2. In vivo studie HI-6

Cilem této &sti bylo zhodnotit genotoxicky potencial HI-6 nathanich a mysSich
modelech. Testovana davka byla 2 %sb,Dodpovidajici terapeutické davce piov ka a
davka 10 krat vySSi 20 % lsp po dobu 2 a 24 hodin. PoSkozeni DNA bylo hodnoceno
v perifernich lymfocytech a v blach izolovanych po trypsinizaci jater a ledvin.

Jatra byla vybrana z godu jejich zapojeni do metabolickych pochaxenobiotik, diky
svému enzymatickému vybaveni a vyskytu P450 depenidd oxidaz a také abychom mohli
tato data porovnat s bumou linii HepG2.

Vzhledem k faktm, e HI-6 je eliminovan vyhradn ledvinami a v mo byl HI-6
detekovan i se svymi metabolity a dokonce i s magrkaxidativnhiho poSkozeni DNA
(Garrigue et al., 1990, Ligtenstein et al., 19&%)y ledviny zvoleny ke studii genotoxického
potencialu HI-6.

Z dosa enych vysledkvyplyva e HI-6 indukuje poSkozeni DNA jen ve tkéh spjatych
s metabolismem nebo eliminaci HI-geho metabolit.

Tyto vysledky dale potvrzuji fomnost oxidaniho stresu v organismu (8-hydroxy-2-
oxoguanosin v ma), ktery se projevuje jak poskozenimznych molekul, v naSem ipad
DNA, tak i detekci marker oxida niho stresu v organismu (Pohanka, et al. dosud
nepublikovana data).

Jak bylo zminno vySe, Putman et al. (1996) dosjx negativhimu zawu ohledn

mutagenniho potencialu HI-6.



Vrdoljak et al. (2009) ziskali odlisné vysledkyefpou metodou alkalického kometového
testu (jako pou ivdme v nasi studii) nenasli v Igaytech, v jaterni ani v mozkové tkani
adné signifikantni poskozeni DNA paplikaci 25 % LR, Stejného negativniho vysledku
dosahli po analyze indukce mikrojader v nezralyaiymorfonuklearnichni erytrocytech.
Naopak poprvé popsali slaby antioxida potencial HI-6 proti irinothecanem vyvolanému
oxida nimu stresu.

NaSe data naznaji rozdilné zavry. Po 20 % L[, davce jsme sledovali vyskyt nizkého
po tu poskozeni DNA. Na druhou stranu jsme pou ivahiiSi davku 2 % LDBo, ktera
indukovala jimi nezjistné oxidativni poskozeni v ledvinach i v jatrech.

Rozdilné vysledky obou tymize vysvtlit odliSnym postupem v pou itém davkovani a
v metodice. VySe zmimi autoi nepou ili endonukleazu lll pro stanoveni oxidoyah mist
v DNA.

Pro nami zjistny fakt, e HI-6 je v nizkych davkach schopna indukit oxidativni stres a
nasledn oxidativni poskozeni DNA, hovbdata ziskana jak po aplikaci endonukleazy IK, ta
i nam ené, ale dosud nepublikované vysledky mark&xida niho stresu indukovanych u
potkan po 2 h expozici HI-6.

Dosud dosa ené vysledky nazmaaly vyraznou indukci poSkozeni DNA ledvin po 2h
expozici HI-6. Proto jsme se zanili v dalSi praci na ledvinnou tka konkrétn na kru a
d e . Jeliko jsou ledviny hlavnim eliminaim organem pro HI-6, sledovali jsme proto
genotoxicitu HI-6 i jejich metabolit exkretovanych do motaké v moovém mchy i, kde
dochézi k stagnaci sekundarni, tedy koncentrovamé.m

Na zaklad ndmi ziskanych dat se domnivame, e oxim HI-6 yhirindukovat oxidani
stres ji v davce 2% Ly s naslednym oxidativnim poSkozenim bkip echodného epitelu
mo oveho mchy e. To odpovida i gdchozim vysledkm ziskanych z naSi laborago kde u
mysSi byla zjiStna v ledvinném homogenatu signifikantni deprivaéekomolekularnich
antioxidant (Pohanka et al. 2011).

Oproti tomu zvySujici se davky HI-6 redukuji v leavé tkani jak zlomy DNA tak i jeji
oxidativni posSkozeni. Tyto vysledky nesouhlasi & rgypotézou, e pib h eliminace HI-6
ledvinami m e vyvolavat v ledvinach oxidani stres a nefmo tak poskodit DNA v ledvinné
tkani.

| p es tato fakta o m@vém traktu, je nutné mit naeteli, e jsme pi p edchazejicich
experimentech nasli signifikantni zvySeni zlom oxidativnhiho poSkozeni DNA préav
v ledvinach a to nejen pnejvyssi davce 20 % Ldg ale prav i p i davce 2 % LI3,, ktera

odpovida terapeutické davce ptov ka pro i.m. aplikaci. Proto by bylo vhodné iderkiifvat



jaka tkad je takto poSkozena, nebwolba den a kry ledvin neodpovidala vysledin
ziskanych z homogenatu celé ledviny. DalSimi mo nyk&n mi by mohly byt ledvinna

panvi ka i ureter.

6.2. Studie cytotoxického a genotoxického potendia

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

Standardni terapie otravy zwbené inhibici AChE je zalo ena na principu ko@oer
reaktivator AChE a anticholinergik k potlani uink hyperstimulace cholinergnich
receptor a nervosvalové ploténky. Jak ji byl@ eno, na vSech terapeutickych drovnich je
mo né aplikovat oxim HI-6 spolen s nkterym vySe zmimym terapeutikem. Mo né
negativn p sobici vzdjemné interakce by mohly, kromotenciace vlastniho iinku, vést
k ne &doucimu mutagennimu efektu.

Ziskana data z cytotoxické a genotoxické studiengdivych antidot nam ukazuji, e
antidota zavedena v R nemaji vyrazny cytotoxicky ani genotoxicky potéhckrom
obidoximu, ktery ve vySSich koncentracich ji poh2 ale vyraznji po 24 h indukoval
poSkozeni DNA.

Z t chto dat jsme vychazeli pro in vitro a in vivo hodeni genotoxického potencialu
vzajemnych interakci HI-6 s ostatnimi zavedenynmiapeutiky, se kterymi je mo né
reaktivator HI-6 v dané situaci aplikovat, nebo rj na jejich vzdjemna interakce v
organismu v prb hu terapie.

Z dosa enych vysledk je zejmé, e nktera terapeutika, v interakci s HI-6 indukovala
poSkozeni DNA nebo dochéazelo k redukci poskozemyish DNA.

Nejvyrazn jSi genotoxicky potencial vykazuje kombinace HI-&teopinu. Pesto e pou iti
atropinu samo o sobneindukuje adné DNA poskozeni, se vgmjici koncentraci HI-6 i
atropinu dochazi k signifikantni indukci DNA poslend, které neni oxidativniho charakteru,
nebo endonukleaza Il neindikovala adné oxidativni koZeni.

Atropin jako anticholinergikum s pvahou periferniho inku je povaovan za
nejd le it jSi parasympatikolytikum, neboje doporuovano jeho pouiti i opakovan
proto e nezasahuje do centralni nervové soustavgtn@vaji-li piznaky hyperstimulace
cholinergnich receptor a do objeveni se symptom atropinizace (sucho v Ustech,

z ervenani ke ...).



Otazkou v takovém to stavu pacientastava, jaké koncentrace atropinu v plazmi
opakovaném podani jsme schopni dosahnout a netlolév k otestované interakci
S pou itym reaktivatorem HI-6. Proto by bylo asiodné pokreovat ve studiu této interakce
in vivo a ziskat detailpSi informace o tinku této interakce.

Podobnou indukci DNA zlom vyvolala interakce HI-6 s dalSim anticholinergikem
benaktyzinem, ale s migdim prb hem. Zde ale neni riziko opakovaného podavani
benaktyzinu, jako centralniho anticholinergika, melmpakované podani je népustné,
protoe v tSi davky vedou k negativnim mozkovym projev. Pokud by nedosSlo
k terapeutické chybje tato mo na interakce HI-6 s vysSimi davkami &leyzinu nerealna.

Dosa ena data ale nazngi, e HI-6 je sama o sobmirn genotoxicka a od limitni
koncentrace 2,5 mM dochazitsinou k indukci DNA poskozeni, zejména u HepG2 lun
Ale v interakci s jinou latkou, ktera sama indukpgSkozeni DNA, dochazi k poklesu urovn
poSkozeni DNA. Podobnych zav dospli i Vrdoljak et al. (2009).

6.3. Studie cytotoxického a genotoxického potencial
Pyridostigmin bromidu a jeho interakce s oximem HI6

In vitro a in vivo metodami

Pyridostigmin bromid (PB) je reversibilni inhibitasynaptické AChE a plazmatické
butyrylcholinesterasy (Abou-donia et al., 1996, @omet al., 2000), ktery je standardn
vyu ivan v terapii autoimunitni choroby miastheigiavis, atoniich hladké svaloviny a také je
sou asti profylaktické léby (Lullmann et al., 1999). V AR ve form tablet v komemim
preparatu PANPAL.

Jeliko jsme vychazeli zfakt e je pyridostigmin studovan z hlediska indukce
oxidativniho stresu v organismu a z hlediska spadiiileni se na syndromu z Perského zalivu
(Kurt et al., 1998; Abu-Qare et al., 2000; Abu-Qanel Abou-Donia, 2001a, 2001b), pokusili
jsme se zjistit, zda-li nedochazelo k poskozeni OM*2 h expozici HI-6 v interakci s PB.

Nejd ive jsme testovali toxicitu in vitro jednotlivycltek klonogennim testem na buné
linii A549. V porovnani s HI-6 je pyridostigmin riachto bu kéach toxit jSi a 1G, dosahuje
na uarovni 2,9 mM (1G (HI-6) je 1,61 mM).

Dale jsme pokreaovali sledovanim efektu PB na genotoxicitu nijd na rznych

bun nych liniich a naslednna modelu potkana.



PosSkozeni DNA samotnym pyridostigminem nebylo de¢éko ani na humannich (A549,
HepG2) ani na rodentnich btach (L929), obdobnjako Abou-Donia et al (2001).

Tak jako v in vitro studii, PB v in vivo studii nadukoval zvySeni DNA poskozeni.

Déle jsme ale pokravali ve sledovani interakci jak in vitro, tak rexh in vivo. NasSe
data ukazuji kombinaci ¢hto latek vyrazn genotoxickou. K toxicit vedly ji nejmensi
pou ité koncentrace pyridostigminu, ale maxima dusaly kombinace koncentraci od
1,25 - 5 mM u obou latek.

Genotoxicky potencial kombinace HI-6 a pyridostigmijsme se pokusili kometovym
testem ov it t¢ na mysSich a potkanich modelech po 2 h exgiozi

Zjistili jsme, e periferni lymfocyty jsou vyraznsenzitivni k psobeni jak pyridostigminu,
tak i ke studovanym kombinacim. Doch&zi zde k imilitom i oxidativniho poSkozeni
DNA.

U ledvin byl podle pedpoklad z pedeSlych vysledk nalezen vySSi pet zlom
p sobenim 2 % Lk HI-6. Ty se ale vlivem kombinace s pyridostigminederad ma v tomto
p ipad antimutagenni efekt, zredukovaly a na hodnoty pdd tail DNA.

6.4. Studie genotoxického potencialu interakce NPI(somanu a

sarinu) a HI-6 in vivo

Vliv NPL na nukleové kyseliny pdtk pozdnim projevm toxicity NPL (Kassa et al.,
2009).

Ale jak prezentovali Pohanka et al. (2010) po expogomanem detekovali metodami
FRAP, TBARS a GSH v potkani tkani znamky probilibpcoxidaniho stresu. Z tohoto
experimentu je 2jmé, e se soman podili na indukci oxidéo stresu (Pohanka et al., 2010;
Pazdernik, et al., 2001). Z hlediska pou iti HIdkp st ejniho |€ iva proti organofosfatové
otrav jsme se pokusili zjistit, zda jejich vzadjemna matece (s davkou HI-6 odpovidaji
terapeutické davce prdov ka) nevede k indukci oxidativniho poSkozeni DNAboeda-li
dojde k indukci oxidativniho posSkozeni po exposemanem a nasledné redukci oxidativniho
poskozeni vlivem interakce HI-6 se zvolenym somanBro tyto mechanizmy poSkozeni
sv d i p edchozi vysledky (Pohanka et al. (2010).

Sarin u potkan indukuje zvySeni biomarkeroxidativniho stresu i oxidativnhiho poSkozeni
DNA (8-hydroxy-2-oxoguanozin), dokonce indukuje gpoptotické geny (Bc12111, caspase
6) i antiapoptotické geny (Bcl-X) (Abu-Quare, et, &001a; Abu-Qare and Abou-Donia,
2001; Damodaran, et al., 2006a, b; Nasr, et a@8)LProto jsme se pokusili zjistit, zda sarin



v kombinaci s HI-6 indukuje DNA zlomy, nebo naopddchazi-li po expozici sarinu s HI-6
k redukci tchto zlom.

Genotoxicita ndmi testovanych NPL byla detekovéako jnizka, oproti pdpokladané
hypotéze. Soman na potkanich perifernich lymfod¢ytaai sarin na mysich perifernich
lymfocytech neindukovaly adné DNA zlomy ani oxidati poSkozeni DNA, které bychom

na zaklad naSi hypotézy edpokladali.

6.5. Studie genotoxického potencialu interakce sigho yperitu a
HI-6 in vivo

Sirny yperit (HD), pesnji zpuchyujici latky, p sobi na urovni DNA jako alkylani
inidla — alkyluji purinové baze vedouci ke zm struktury a k rozStpeni DNA (Patoka et
al., 2004). Jejich mutagenniifgek je spojovan nejvice s tvorbou monoadduktk i ovych
vazeb v makromolekulach. Kromvlivu na makromolekuly psobi HD na organismus i
cestou indukce oxidaiho stresu a k indukci i oxidativniho poskozeniAD¥Paromov et al.,
2007, Papirmeister, et al., 1993, 1994; SomaniBaitl 1989; Ray, R. et al., 2010).

Proto e byly u HI-6 popsany mirné antioxidda U inky (Vrdoljak et al., 2009), pokusili
jsme se jej pou it jako profylaktikum paplikaci r znych davek yperitu na potkanim modelu.
Po 15 minutové profylaxi HI-6 o znych davkach jsme aplikovali yperit po dobu 2 h
(Pohanka et al., 2009).

Lymfocyty jsou k profylaxi HI-6 rezistentni: zné davky HI-6 neovlivnily nalez ptu
k i ovych vazeb vyvolanych zvySujicimi se davkami gipe

Stejného efektu jsme dosahli i u kostnémd a u jaterni tkan kde HI-6 neredukovala

tvorbu ki ovych vazeb po zvySujicich se davkach yperitu.

/. Souhrn

Cilem této prace bylo zjistit bezpeost zavedenych antidot a jejich vzajemnych inteirak
z hlediska vlivu na viabilitu burk a DNA poskozeni.

Vysledky prace ukazuji, e psamostatném podani jsou jednotliva antidota nekéxa
nezp sobuji vyrazné poskozeni DNA.

U oximu HI-6, kterému jsme se movali ve vtSi mie, byl v tkanich nalezen oxidativni
stres vedouci k oxidativnimu poSkozeni DNA, zejmeémaetabolicky aktivnich tkanich, ktery

by mohl vést a k mutagennim zmam.



Znepokojujici jsou ale vysledky vzajemnych inteiakejména interakce HI-6 s atropinem
(in vitro) a s pyridostigminem (in vivo), které vaa k indukci poSkozeni DNA ji p pou iti
davek odpovidajicich terapeutickym davkam.

Jeliko je atropin aplikovan a do doby projevatropinizace nebo vymizeni symptom
otravy, nelze vylout ur ité riziko poskozeni DNA vlivem sobeni vysSSich davek. Proto by
bylo vhodné ov it mo nou genotoxicitu interakce HI-6 s atropinemviivo.

Podobné riziko pedstavuje opakované podavani pyridostigmin bromiditerého jsme

v interakci s HI-6 nalezli rovn slaby genotoxicky uvinek.

8. Summary

The aim of the study was to verify the safety afibkshed antidotes and their mutual
interactions from the point of view of their effeat the cell viability and the DNA damage.

Results of this study show, that the antidotesharetoxic and do not damage DNA, when
applied separately.

In the case of HI-6 oxime, which we studied in detee found an oxidative stress causing
the oxidative DNA damage, particularly in metabalig active tissues, which may lead to
mutagenic effects.

However, we have been concerned by results of rhirtiteractions, first of all by the
interaction of HI-6 and atropine (in vitro) and lvithe pyridostigmine (in vivo), which leads
to the induction of DNA damage already using tpetdic doses.

Because atropine is normally applied till the mesiiation of atropinisation, or till the
disappearance of symptoms of the intoxicationsk of the DNA damage induced at higher
doses cannot be excluded. Therefore, the poss#letgxicity of the interaction of HI-6 with
atropine should be verified also in vivo.

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

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