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U eksperimentima na mi$evima pokazano je da produZena oksi-
genacija intaktnih i otrovanih belih miseva povedava normalnu ak-
fivnost i stimulie regeneraciju inhibisane acetilholinesteraze u
iseécima kore mozga ovih Zivotinja. Mehanizam stimulantnog dej-
stva O, na aktivnost AChE mozga Zivotinja i oporavak miseva otro-
vanih letalnim dozama VX-otrova diskutovan je u ovom radu, ali
nije efikasan. NuZna su dalja istrazivanja vrednosti oksigenotera-
pije u odnosu na osnovni antiholinesterazni mehanizam dejstva
organskofosfornih jedinjenja u prvom redu iz praktiénih razloga,
ali se ne sme zapostaviti ni akademski znacaj takvih fundamental-
nih istraZivanja.

Eremeeyv i Trosihin (1) pokazali su da visoke koncentracije kiseonika
u vazduhu koji udidu eksperimentalne Zivotinje u toku 10 do 30 dana,
prouzrokuju znadajne promene u aktivnosti AChE mozga. Jedna od hi-
poteza u ranijem radu sa somanom (2) bila je da bi karbogen ili &isti
kiseonik mogao da ubrza regeneraciju AChE i oslabi njenu vezu s or-
ganskofosfornim jedinjenjima te olaksa reaktivatorski efekat oksima.
Medutim, rezultati akutnih eksperimenata i in vivo i in vitro misu po-
tvrdili ovu hipotezu.

U subakutnom eksperimentu opisanom u ovom radu, istraZivana je,
iz prakti¢nih razloga, vrednost oksigenoterapije u odnosu na inhibisanu
AChE mozga Zivotinja otrovanih 0-etil-S-(2-diizopropil-aminoetil) metil-
tiofosfonatom (VX).
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MATERIJAL I METODE

Zivotinje: U eksperimemdma su upotrebljeni beli miSevi oba pola,
telesne teZine 22-23 g nabavljeni sa farme VMA.,

Supstancije: O-ctil-S-24liizopropil-aminoetil) metiltiofosfonat 98—
99%-tne Cistole, sintetizovan je u laboratoriji. Osnovni 1%-tni rastvor
otrova u izopropilnom alkoholu pravljen je ex tempore. Daljnja pot-
rebna razredenja pravljena su u fiziolokom rastvoru neposredno pre
injiciranja. Koncentracija je bila takva da se potrebna doza nalazila u
volumenu od 10 ml/kg telesne tefine mi$a. Atropin sulfat bio je komer-
cijalni preparat »Vetseruma« u obliku praska. Rastvoren je u odgova-
rajucoj koncentraciji u 0,9%tnom NaCl tako da je pri i. p. aplikaciji
volumen iznosio 10 ml/kg. PAM-2-Cl (piridin-2-aldoksim metilhlorid) u
obliku kristalnog praska, sintetizovan je u laboratoriji. Otapan je u
0,9%0-tnom NaCl i apliciran i. p. kao i atropin. Od mesavina gasova upo-
trebljeni su karbogen (95% Oz + 5%, CO,) i mefavina kiseonika i azota
(60% O= + 409, N:). Ovi gasovi dobavljeni su iz preduzeda za proizvod-
nju medicinskih gasova u Rakovici u &eli¢nim bocama i pod pritiskom
od 150 do 200 atmosfera. Supstrat za merenje aktivnosti holinesteraze
bio je acetilholinhlorid u ampulama, proizvod »Plive« Zagreb.

Tretman Zivotinja: U pokus smv uzeli &etiri grupe miseva. Prva je
grupa imala tri podgrupe od po 36 miSeva, a ostale grupe po dve pod-
grupe od po 36 miSeva,

I. grupa: Mifevi podgrupe A dr¥ani su u hermeticki zatvorenom sis-
temu u atmosfeni karbogena sa stalnom izmenom gasova. Posle 2 &asa
oksigenacije 6 miSeva je Zrtvovano, izvaden je mozak i odredena je ak-
tivnost AChE u iseécima kore mozga i u krvi. Isti je postupak spro-
veden na po 6 miSeva posle 4 i posle 8 Casova. Preostalih 18 miseva oksi-
genisano je svaki dan po 3 &asa. Posle 7, 15 odnosno 30 dana Zrtvovano
je po 6 miSeva i odredena je aktivnost AChE u mozgu.

Druga podgrupa (B) drzana je u komori kroz koju je proticala me-
Savina od 60% O: i 409/, N:z. Po 6 Zivotinja Zrtvovano je posle 2, 4 i 8
¢asova odnosno posle 7, 15 i 30 dana i izmerena je aktivnost AChE u
mozgu.

Treca je podgrupa (C) sluzila za kontrolu i drrana je pod normal-
nim uslovima u priru¢noj $talici. Posle 2, 4 i 8 Casova, odnosno 7, 15 i
30 dana Zrtvovano je po 6 miSeva i odredena je aktivnost AChE u iseg-
cima kore mozga, u istim vremenima kada i Zivotinjama iz podgrupe
AiB.

II. grupa: Svim je mi$evima injicirano supkutano 0,6 x LDj, doze
VX otrova (10,2 ©8/kg). Podrupa (A) od 36 miSeva drzana je u atmo-
sferi karbogena 2, 4 i 8 &asova, odnosno po 3 &asa svaki dan u trajanju
od 7, 15, odnosno 30 dana, posle potkoZne injekcije wtrova., Midevi iz
podgrupe (B) ¢uvani su posle injekcije otrova u priruc¢noj Stalici. Iz
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svake podgrupe (A i B) po 6 miSeva Zrtvovano je posle 2, 4 i 8 &asova,
vdnosno 7, 15 i 30 dana i odredena je aktivnost AChE u iseécima kore
mozga.

IIT. grupa: Svim je Zivotinjama ove grupe injiciran atropin sulfat (10
mg/kg, i. p.) 10 minuta pre VX-otrova (1,3 x LDs, tj. 22,3 /ug/kg g% e
Prva je podgrupa (A) driana u atmosferi karbogena po 2, 4, 8 Casova,
odnosno po 3 casa svaki dan do 7, 15 i 30 dana, a druga (B) drZana u
sobnim uslovima i sluzila je kao kontrola. Iz obe je podgrupe po 6 mi-
Seva Zrtvovano posle 2, 4 i 8 ¢asova, odnosno 7, 15 i 30 dana i odredena
je aktivnost AChE u isefcima kore mozga.

1V, grupa: Zivotinje su injicirane sa 1,3 x LDso dozom VX-otrova, tj.
22,3 ug/kg sc. i istovremeno ili 1-2 minuta kasnije $tiéene sa PAM-2-Cl
(50 mg/kg i. p.). Zivotinje iz podgrupe A i B tretirane su kao i odgova-
rajuée podgrupe III grupe.

Aktivnost acetilholinesteraze: U iseécima kore mozga (proseéne deb-
ljine 0,35 mm i tezine 30-50 mg) aktivnost je enzima merena standard-
nom manometrijskom metodom u Warburgovom aparatu uz 0,01 M
koncentraciju supstrata acetilholinhlorida (3). Enzimska aktivnost izra-
Zena je u molima hidrolizovanog acetilholina na 1 g sveZeg tkiva u toku
60 minuta.

Dobijeni rezultati su statisticki obradeni primenom Studentovog
t-testa.

REZULTATI

Efekti razlicitih koncentracija kiseonika u vazduhu na aktivnost
acetilholinesteraze u mozgu intaktnih miseva

Aktivnost acetilholinesteraze u iselcima kore mozga miSeva pradena
je u 3 podgrupe Zivotinja koje su odrzavane u atmosferi §to je sadrza-
vala razli¢ite koncentracije kiseonika: 95% Oz (A), 6090 Oz (B) i 20%, O:
(C) — sobni uslovi.

Rezultati ovih pokusa izneseni su u tablici 1.

Kao s$to se vidi iz podataka datih u tablici 1, u akutnom eksperimen-
tu, drZzanje intaktnih Zivotinja u atmosferi bogatoj kiseonikom (60%
odnosno 95%) od 2 ¢asa do 7 dana nema znacajnijih promena u aktiv-
nosti AChE mozga. Medutim, u zivotinja koje su svaki dan u toku 14,
odnosno 30 dana izlagane po 3 ¢asa atmosferi bogatoj kiseonikom, do-
lazi do statisticki znacajnog porasta aktivnosti AChE u kori mozga zdra-
vih, netretiranih Zivotinja. Ovo povedanje aktivnosti enzima iznosi od
119y do 35% iznad normalnih vrednosti izmerenih u podgrupi kontrol-
nih Zivotinja. Ovaj nalaz, koji je u punoj saglasnosti s podacima iz li-
terature (1) bio je povod da postavimo oglede u kojima bismo ispitali
efekte hiperoksigenacije u otrovanih i u otrovanih ali $tiéenih eksperi-
mentalnih Zivotinja, a 0 ¢emu u literaturi nema podataka.
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Tablica 1

Efekti razlicitih koncentracija kiseonika u atmosf_eri na alc_tivn.os_t AChE mozga
intaktnih misSeva (date su srednje vrednosti od 6 Zivotinja X + SD)

m mol ACh/g/€¢as (X £ SP X)

Vreme o, - Atmosferski
Zrtvovanja  (950/, O, (X)%o /o CO,) (60°/0 O, (E) 40% N,) (k‘garfg‘l:)}lla)
©

2 asa 92,1 +196 91,3:+2.10 89,4+ 2.31*

4 91,7+244 90,5 + 3,02 88,6 £ 242

8 = 90,3 + 1,84 88,8 + 1,56 86,9 + 194

7 dana 96,3 + 2,15 914 +2,04 875+231
15 -, 103,6 +:2,21* 974+210 872+177
30 ., 117,6 £ 2,29** 103,5 £ 3,10* 86,9 = 2,41

*p<001 ** p<0.001.

Efekti karbogena na aktivnost AChE u kori mozga miSeva
otrovanih razliitim dozama VX-otrova i §tidenih
atropinom i pralidoksimom

U ranijim akutnim ogledima ispitani su efekti 6-asovne ekspozicije
karbogenu na aktivnosti AChE u isefcima kore mozga otrovanih i $ti-
¢enih miseva.

Rezultati su prikazani u tablici 2.

Tablica 2

Efekat hiperoksigenacije (karbogen kroz 6 éasova) na aktivnost AChE u mozgu
otrovanih i $ticenih miSeva (svaka brojka predstavlja srednju vrednost od
po 6 Zivotinja X + SD)

# m mol ACh/g/¢as Inhibicija
zif,%t&ajg karbogen  kontrola o

(4) (B) A) (B)
1. NaCl 0,9%% 91,1+2,06 87,0+ 1,84 — —
2. VX otrov 10,2 31,7+ 0,74 30,6 =215 64,8 64,9
3 (ug/kg) 172 19,4 + 0,63 18,5+ 0,84 71,7 788
4. 22,3 0,8+0,19 841023 88,8 90,4
5. VX otrov 22,3 ugl/kg + 15,8 + 0,88 16,0 +£ 0,63 81,9 81,7

Atropin 10 ug/kg
. VX otrov 22,3 uglkg +~  36,7%0,65 31,8+1,04 59,0 63,5
Pralidoksim 50 ug/kg

(=)}
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Kao $to se vidi iz navedenih rezultata, hiperoksigenacija u trajanju
od 6 ¢asova ne uti¢e na aktivnost AChE mozga kontrolnih i otrovanih,
odnosno $tidenih Zivotinja. Zapravo, stepen inhibicije AChE u Zivotinja
drZanih u normalnim uslovima (u sobi)) i u Zivotinja koje su izlagane
atmosferi karbogena u trajanju od 6 ¢asova priblizno je jednak, Medu-
tim, u mieva koji su otrovani subletalnom dozom VX-otrova pa oksige-
nisani karbogenom svakog dana po 3 asa u trajanju od 30 dana, dobi-
jene su znalajne razlike u aktivnosti AChE mozga u odnosu na kon-
trolnu grupu zivotinja koje su istom dozom VX-otrova injicirane pa
drzane u sobnim uslovima 30 dana. Rezultati ovih istrazivanja prika-
zani su u tablici 3.

Tablica 3

Aktiviost AChE mozga kontrolnih i oksigenisanih miSeva (X +SD) u toku
0 dana posle potkoZne subletalne doze VX-otrova. N =

m mol (ACh/g/h)

Vreme A:B

Tretman 7 ; Karbogen Kontrola
Zrtvovanja (A)g B) r<
NaCl 0.9 8 Cas. 91,1 £2,06 87,0 £ 1,84 n s
2 332+0,71 314+ 1,15 n s
VX otrov 4 344+1,08 325+£136 n s
(10.2 ug/kg 8 31,3+ 1,24 385+1,43 n s
s. C.) 7 dana 69,9 + 2,09 55,4 +2,10 0,01
15, 99,8 + 241 86,6 + 1,98 0,01
30 121,3+ 3,16 885 +2,74 0,001

Kao $to se vidi iz podataka iz tablice 3, hiperoksigenacija ubrzava
oporavak aktivnosti inhibisane AChE mozga u poredenju sa kontrol-
nim Zivotinjama, Pored toga, spontana reaktivacija inhibisane AChE u
kontrolnih Zivotinja postize se relativno brzo (posle 10 dana), ali en-
zimska aktivnost ne prelazi vrednost dobijenu u neotrovanih Zivotinja.
U grupi otrovanih i oksigenisanih Zivotinja 30 dana posle injekcije ot-
rova, nivo aktivnosti AChE mozga vi$i je za otprilike 34% u odnosu na
normalnu aktivnost pre trovanja iste grupe Zzivotinja kao i u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja u isto vreme u ovim ogledima. U ovim ekspe-
rimentima pokazano je statisti¢ki znaCajno stimulativho dejstvo karbo-
gena na regeneraciju i poviSenje aktivnosti AChE u kori mozga miSeva.

Sli¢ni ogledi su izvedeni ma miSevima koji su injvioirani letalnom do-
zom VX-otrova (1,3 x LDso, tj. 22,3 pg/kg, s. c) i Sticenih atropin sul-
fatom (10 mg/kg, i. p., 10 min pre otrova) odnosno pralidoksimom (50
mg/kg, i. p., istovremeno ili 1-2 min. posle otrova). Rezultati ovih ogle-

da pokazani su u tablici 4.
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Tablica 4

Efekti karbogena na spontanu i pralidoksimom indukovanu regeneraciju ak-
tivnosti AChE mozga miSeva (X = SD) otrovanih letalnom dozom VX-otrova.

N =6
m mol ACh/g/¢as

L Vreme A:

Aplikacija irtvﬁama Karbogen Kontrola A—B p <B
(A) B)

NaCl 0.9% 8 h 91,1+206 87,0+1,.84 4.1 n s
VX otrov 2 h 12,6 + 0,66 10,5+ 0,33 2.1 il -5
(22.2 pg/kg s. ¢.) 4h 99+ 0,49 9,8+£0,39 0.1 . s
+ 8 h 10,7 £ 0.32 8,8+ 0,24 1.9 . S
Atropin 7 dana 56,6 + 1,94 39,1+1,74 20.5 0.001
(10 mg/kg i. p.) 15 5 883+234 695+1,98 18,8 0.001
30 108,5 + 2,73 819+233 26,6 0.001
VX otrov 2h 357+1,65 30,8+ 1,63 49 n s.
(22.3 ug/kg s. c.) 4h 419+128  336+098 83 n. s.
= 8h 57,5+ 1,31 69,3 £ 1,94 19:1 0.001
Pralidoksim 7 dana 88,4 + 2,06 69,3+ 1,94 19.1 0.001
(50 mg/kg i. p.) 15 =; 102,5+ 1,95 86,9 +2,34 15.6 0.010
30 1274+2,71 88,6 + 2,47 38,8 0.001

Izvesni eksperimentalni podaci pokazuju da hiperoksigenacija Zivo-
tinja otrovanih letalnom dozom VX-otrova statisti¢ki znacajno ubrzava
spontanu reaktivaciju inhibisane AChE mozga i da stimuli$e pralidoksi-
mom indukovanu reaktivaciju ovoga enzima samo u fazi oporavka Zi-
votinja, po¢ev od 7 dana posle aplikacije otrova.

U akutnoj fazi trovanja, do 8 ¢asova posle injekcije otrova karbogen
ne utie na spontanu reaktivaciju inhibisane AChE mozga, ali ublaZuje
znake trovanja u miSeva. Medutim, karbogen zna¢ajno ubrzava prali-
doksimom indukovanu reaktivaciju AChE mozga miseva posle 8 &asova
oksigenacije. Najzad u obe grupe Zivotinja, koje su oksigenisane 15 do
30 dana posle trovanja nivo aktivnosti AChE je visi za oko 10 do 40%,
u odnosu na normalnu aktivnost AChE mozga netretiranih Zivotinja.

DISKUSIJA

U nadim ranijim istrazivanjima (2) pokazano je da oksigenoterapija
primenjena sistemom komora za male Zivotinje odnosno vestadkim di-
sanjem u macaka, povecava terapijski uéinak holinolitika, odrzava ade-
kvatnu oksigenaciju krvi i posle izrazitih hemodinamskih poremecaja
prouzrokovanih organskofosfornim jedinjenjima u eksperimentalnih
Zivotinja. Pored toga, oksigenoterapija poniStava sve hipoksi¢ne pore-
mecaje EKG-a u otrovane macke, podize krvni pritisak, ubrzava spon-
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tani oporavak Zivotinja otrovanih viSestruko smrtomosnim dozama so-
mana, sprecava ili poni$tava metaboliti¢ne poremecaje u tkivima otro-
vanih Zivotinja i ¢uva energetske rezerve (4). Medutim, u akutnim eks-
perimentima mi nismo mogli potvrditi svoju hipotezu da ée oksigenote-
rapija uticati na Cvrstinu veze organskofosforno jedinjenje-holinestera-
za, spreciti brzo starenje tog kompleksa i omoguditi brzu i potpuniju
spontanu i oksimima indukovanu regeneraciju enzimske aktivnosti. Na
taj nacin poboljsala bi se i efikasnost klasi¢ne i specifi¢ne terapije tro-
vanja organskofosfornim jedinjenjima.

Eremeev i TroSihin (1) pokazali su da u intaktnih belih miSeva, posle
produZenog izlaganja Zivotinja u atmusferi bogatoj kiseonikom, dolazi
do povisenja aktivnosti AChE u mozdanom tkivu iznad normalnih vred-
nosti dobijenih na grupi Zivotinja koje su drzane 10 odnosno 30 dana
u laboratorijskim uslovima. U ovom radu mi smo ponovili oglede rus-
kih autora i dobili veoma sli¢ne ili ¢ak identi¢ne rezultate o stimula-
tivnom dejstvu karbogena na aktivnost AChE kore mozga intaktnih
miSeva (vidi tablicu 1). Posle toga izveli smo ¢itav niz novih ogleda na
zivotinjama tretiranim VX-otrovom, atropin sulfatom i pralidoksimom.
Smatrali smo da upravo taj deo istrazivanja, pored akademskog mozZe
da ima i prakti¢ni znaéaj u terapiji trovanja organskofosfornim jedi-
njenjima.

Nadeno je da karbogen (95°% O: + 5% CO:) ne uti¢e na normalnu
aktivnost, stepen inhibicije VX-otrovom, ni na regeneraciju AChE u
prvih 8 lasova (akutni eksperiment). MoZda jedini izuzetak ovde c¢ini
podatak da u Zivotinja koje su otrovane letalnom dozom VX-otrova i
istovremeno $tiéene pralidoksimom, veé posle 8 Casova oksigenacije do-
lazi do znatno brZe i kvantitativno vede regeneracije AChE u odnosu
na kontrolnu grupu Zivotinja. U svakom slu€aju produZena cksigenacija
ovih Zivotinja kroz 7, 15 i 30 dana, uslovila je statisti¢ki znacajan sti-
mulativni efekt karbogena na normalnu spontanu i pralidoksimom in-
dukovanu regeneraciju AChE aktivnosti.

Na osnovu ovih rezultata eksperimentalnog rada i veoma oskudnih
literaturnih podataka te$ko je objasniti mehanizam ovih efekata kise-
onika na aktivnost AChE. Cinjenica je da karbogen nema gotovo ni-
kakav uticaj na aktivnost AChE krvi Zivotinja u kojih smo nasli zna-
¢ajnu stimulaciju aktivnosti AChE u mozgu (u ovom radu nisu dati ti
podaci). To znadi da je efekat kiseonika selektivan za nervno tkivo, i
to iskljucivo u eksperimentima in vivo. Otuda se namede pretpostavka
o promeni stanja ekscitabilnosti nervnog tkiva i naruSavanje odnosa
u sistemu ACh-AChE pod dejstvom povecane sadrzine kiseonika u krvi
i nervnom tkivu. Poznato je da holinolitici, kao simptomatska sredstva
leCenja trovanja organskofosfornim jedinjenjima, kompetitivnim dej-
stvom na holinergi¢ke receptore u CNS-u sa acetilholinom, uzrokuju
funkcionalnu inhibiciju nervnog tkiva i zaStitu Zivotinja,

Isto tako je¢ opSte poznato da povisena koncentracija kiseonika u
udahnutom vazduhu smanjuje ekscitatibilnost centara u mozgu. MoZda
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upravo taj depresivni efekat kiseonika na moZdano tkivo uslovljava
smanjenu sintezu ACh i aktivaciju AChE koju nalazimo u na$im ogle-
dima.

U prilog ovoj hipoteci mogu se navesti eksperimentalni podaci da je
u Zivotinja koje su injicirane letalnom dozom VX-otrova i $ti¢ene pra-
lidoksimom, dobijena veoma brza i potpuna regeneracija inhibisane
AChE u mozgu iako se zna (6) da vksimi veoma slabo prodiru kroz he-
mato-encefalicnu barijeru u CNS da bi tamo ispoljili reaktivatorski
efekat.

Dalja istraZivanja mehanizma stimulantnog dejstva kiseonika na ak-
tivnost AChE u mozgu i oporavak Zivotinja otrovanih organskofosfor-
nim jedinjenjima nuZna su i neophodno potrebna kako sa akademskog
stanovidta tako i iz prakti¢nih razloga radi poboljSanja efikasnosti te-
rapije trovanja antiholinesteraznim supstancijama.
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Summary

BRAIN CHOLINESTERASE ACTIVITY CHANGES IN MICE TREATED
WITH O-ETHYL-S-(2-DIISOPROPYL-AMINOETHYL) METHYL
THIOPHOSPHONATE (VX) AND EXPOSED TO HIGH OXYGEN
CONCENTRATIONS IN THE AIR

The effect of the length of exposure to high oxygen concentrations on ace-
thylcholinesterase activity has been studied in the cortical slices of normal
and VX poisoned mice. An 8-hour exposure had no effect on enzyme activity
in either group of mice, regardless of whether they were protected with
oximes or not. However, the mice exposed to high oxygen concentrations for
15 to 30 days showed a considerably higher AChE activity as compared with
controls. This was clearly shown even in intact mice whose brain cholinesterase
activity was 10 to 40 percent higher than in intact mice kept in the normal
atmosphere.

In the mice protected with oximes enzyme reactivation was somewhat
faster than in controls.

It is concluded that a high oxygen concentration in the breathing air may
cause an increase in AChE activity in intaet enimals and stimulate both the
spontaneous and oxime induced enzyme reactivation in VX poisoned mice.

Neuropsychiatry Hospital, Received for publication
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