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Na osnovu nedavno dokazanog selektivnog afiniteta pralidoksima
(PAM-2) za pojedine regije mozga, pretpostavili smo da se reaktivacija
holinesteraze inhibirane organofosfatima mo¥e dokazati jedino merenjem
enzimske aktivnosti pojedinih isefaka a ne homogenata mozga. U nizu
cksperimenata na pacovima trovanim paraoksonom i tretiranih zatim
pralidoksimom, odnosno toksogoninom (LiH 6), pokazalo se da je aktiv-
nost holinesteraze u kori velikog mozga bila doista znatno veéa od one
u Zivotinja koje su primile samo inhibitor. Diskutirani su i obja$njeni
suprotni rezultati razli¢itih autora o reaktivatorskoj moéi pralidoksima
pri otrovanju organofosfatima.

Inhibicija holinesterase (Che) u mozgu uzrokuje niz centralnih simp-
toma koji ¢ine znatajnu komponentu u opitoj klinickoj slici akutnog
trovanja organofosfornim supstancijama. Ti efekti, praéeni odgovaraju-
¢im promenama u elektroencefalogramu, mnogo su izrazitiji u trovanju
nervnim bojnim otrovima nego u trovanju organofosfornim insektici-
dima (1). Inhibicija Che u mozgu, posle dugotrajnog unofenja srazmerno
malih doza organofosfata, takode uzrokuje niz psihi¢kih poremeéaja a,
katkad, i pojavu paranoidnih i depresivnih reakcija (2, 3, 4).

Dosadasnji pokusaji da se centralni efekti organofosfata spreée prime-
nom pralidoksima (PAM-2) i drugih reaktivatora fosforilholinesteraze
dali su razli¢ite rezultate. Kewitz i Nachmansohn (5) su, medu prvima,
pokazali- da srazmerno male doze PAM-2, koje uspeino tite mifa od
letalnih doza paraoksona, nisu u stanju da uzrokuju znalajniji stepen
reaktivacije fosforilisane Che u mozgu. ZapaZanja pomenutih autora
potvrdili su kasnije i mnogi drugi istraZiva¢i (op¥irnije v. Hobbiger)
(6). Nasuprot tome, Longo i sarad. (7) su pokazali da PAM-2 sasvim
uspeSno sprecava karakteristi¢ne elektroencefalografske promene kod
zeca otrovanog sarinom. Brzi povratak svesti posle intravenske injekcije
PAM-2 kod osoba otrovanih parationom (8,9, 10), kao i njegovo anti-
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konvulzivno dejstvo kod istih osoba (11), ukazuju takode na centralno
dejstvo tog oksima.

Poku3aj da se reaktivatorski efekt PAM-2 eksperimentalno dokazZe
ostao je dosad bez uspeha, najverovatnije stoga $to su gotovo svi autori
koji su prouéavali reaktivaciju fosforilisane Che u mozgu merili enzim-
sku aktivnost u homogenatima celokupnog mozga. Takav postupak
opravdan je pod uslovom da se PAM-2 ravnomerno raspodeljuje u
aktivnoj koncentraciji u svim delovima mozga. Nedavna ispitivanja
Firemarka i sarad. (12) pokazala su, medutim, da se radioaktivno mar-
kirani PAM~-2 u mozgu pacova koncentrife najveéim delom u kori, dok
je u ostalim delovima mozga prisutan u jedva primetnim tragovima.
Jasno je, prema tome, da se reaktivacija fosforilisane Che u mozgu,
vkoliko postoji, moZe dokazati samo ako se enzimska aktivnost ispituje
u onim regijama mozga koje pokazuju selektivni afinitet prema PAM-2.
Ta pretpostavka proverena je u nizu eksperimenata opisanih u ovom

radu. Pored PAM-2, ispitan je i jedan od novijih oksima, diblorid
- bis-(4-hidroksiiminometil-piridinijum-1-metil) etar (Toxogonin, LiH 6),
koji, za razliku od PAM-2, dobro prodire u mo¥dano tkivo (18).

N

MATERIJAL I METODE

Opiti eksperimentalni postupak >

U svim ogledima upotrebljeni su beli pacovi (iskljutivo negravidne
zenke) dija je teZina iznosila 200 do 250 g. .

Sve zivotinje dobile su prethodno intraperitonealno 10 mg/kg atropin
sulfata, a zatim su, dvadeset minuta kasnije, otrovane supkutanom
injekcijom paraoksona (0,5 mg/kg). PAM-2 hlorid (20 mg/kg) i LiH 6
(10 mg/kg) ubrizgani su intravenski 10 minuta posle injekcije paraoksona,
tj. u trenutku kad su znaci trovanja bili potpuno izraZeni. Zivotinje su
zrtvovane jedan sat posle injekcije oksima. Kontrolne Zivotinje koje su,
_ umesto oksima, dobile istu zapreminu 0,9% rastvora NaCl, Zrtvovane
su u istom vremenskom periodu. Pored tih, za kontrolu su upotrijebljene
jos dve grupe Zivotinja: jedna, tretirana samo atropinom i odgovaraju-
¢im oksimom (bez paraoksona), i druga, koju su salinjavale normalne
(netretirane) Zivotinje. U svakoj grupi bilo je najmanje 5 Zivotinja.

Spremanje tkivnih isecaka

Neposredno posle Zrtvovanja Zivotinje, ceo mozak je brzo izdvojen iz
lobanje, paZljivo ispreparisan i dobro opran hladnom destilovanom
vodom od ostataka krvi, a odmah potom stavljen je na led. Kortikalni
isetci sa dorzalne strane cerebralnih hemisfera (parijetalna regija) uzeti
su pomocu noZi¢a za brijanje i ohladenog predmetnog stakla. Svaki ise-
¢ak tkiva (oko 10 mg sveZeg tkiva) odmah je stavljen u glavni deo tem-
perirane Warburgove posudice radi odredivanja aktivnosti Che. Na
kraju ogleda iseéci tkiva su izvadeni iz posudice, osufeni na hartiji za
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filtrovanje, a zatim su stavljeni u toku 24 sata na 110° C, posle ¢ega je
odredena teZina suve supstancije tkiva. ,

Aktivnost kholinesteraze

Aktivnost Che merena je manometrijski u Warburgovom aparatu pri
37°C u sveze spravljenom puferskom rastvoru (0,15 M NaHCO,, 0,164 M
NaCl, pH 7,4) u atmosferi 95% azota i 5% CO,. Kao supstrat upo-
trebljen je acetilholin hlorid u finalnoj koncentraciji 0,015.M. Enzimska
aktivnost (srednja vrednost od dva merenja) izra¥ena je u ul CO,, koji
oslobada miligram suve supstancije tkiva u toku 30 minuta po doda-
vanju supstrata (»Qcne« vrednost). Dobijene vrednosti korigovane su u -
pogledu neenzimske hidrolize supstrata. Da bi se iskljutile eventualne
greske koje mogu nastati kao posledica inhibicije i reaktivacije enzimske
aktivnosti in vitro, aktivnost Che u ise¢cima mozga kontrolnih i tretiranih
Zivotinja odredivana je u isto vreme.

: REZULTATI
Efekt PAM-2 hlorida

Iz podataka navedenih u tabeli I, vidi se da je aktivnost holinesteraze
u kori mozga pacova otrovanih paraoksonom (E 600), jedan sat posle
intravenske injekcije srazmerno male doze PAM-2 hlorida, znatno veéa
nego u cerebralnom korteksu pacova koji su dobili samo paraokson. Ta
razlika je statisticki znatajna (P << 0,05). Stepen reaktivacije Che u
kori mozga kod otrovanih Zivotinja tretiranih PAM-2 hloridom iznosio
je proseéno 54%. Ta vrednost dobijena je prema formuli:

R s \
- Reaktivacija (%) = S H 6004 £ D) Doo (ki 600 X 100

QChe -(kODtI'OIC) e -Qche (EvEOO)

Kod kontrolnih Zivotinja koje su dobile samo PAM-2 i atropin (bez
paraoksona), aktivnost Che u kori mozga, jedan sat posle injekcije
oksima, bila je na priblizno istom nivou kao i kod normalnih (netretira-
nih Zivotinja (P > 0,05).

Tablica 1

Aktivnost holinesteraze (Qpy,) u kori velikog mozga pacova otrovanog paraoksonom
(zasticenog atropinom), jedan sat posle injekcije PAM—-2 hlorida (20 mglkg, i. v.)
Brojevi oznatavaju srednju (aritmetitku) vrednost, = S. E., za najmanje pet Zivotinja.

Tretman (mg/kg) Qche )
Kontrole 12,45 £ 0,70 100
Paraokson (0,5) 2,51 £ 0,71 20
Paraokson (0,5) + PAM-2 (20) 6,60 = 1,20 53
PAM-2 (20) 12,45 + 0,70 100
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LEfekt toksogonina (LiiH 6)

Na sl. 1 prikazana je prose¢na aktivnost Che u kori mozga pacova
otrovanih paraoksonom (E 600), 10 i 60 minuta posle intravenske injek-
cije 10 mg/kg LiH 6. Kao $to se vidi, aktivnost Che u kori mozga kod
zivotinja otrovanih paraoksonom (0,5 mg/kg) sniZena je veé posle 10
minuta na prose¢no 40 normalne aktivnosti. Ako se u tom trenutku
ubrizga LuH 6, enzimska aktivnost u cerebralnom korteksu se naglo po-
vetava, a zatim postepeno opada, da bi u toku slede¢ih 60 minuta do-
stigla nivo koji je jo§ uvek vi$i od nivoa enzimske aktivnosti u momentu
ubrizgavanja oksima. Nasuprot tome, kod otrovanih Zivotinja koje su
10 minuta posle injekcije paraoksona, umesto LuH 6, dobile istu zapre-
minu 0,9%0 rastvora NaCl, aktivnost Che u kori mozga se dalje sniZava,

QChe
12,5
10.0-
75+
5.0
259 |

Es00 LuHE :

0 | | T T

0 10 20 min 70

Sl. 1. Efekt intravenske injekcije 10 mglkg LiH 6 (beli krufici) na aktivnost
holinesteraze (p,,) u kori velikog mozga pacova otrovanog paraoksonom
(E 600,05, mglkg, sc.) Svaki kru#ié predstavlja srednju vrednost, * S. E. (isprekidane
linije), od najmanje 5 #ivotinja. Crni krufiéi: aktivnost holinesteraze kod otrovanih,
netretiranih fivotinja.
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dostiZu¢i posle dvadesetak minuta nivo koji iznosi samo 20%o normalne
enzimske aktivnosti. Prakti¢ki, isti nivo enzimske aktivnosti zabelefen je
1 70 minuta posle injekcije paraoksona.

Nema sumnje da je prosetna aktivnost Che u kori mozga otrovanih
Zivotinja, jedan sat posle injekcije LiH 6 (Qcne = 5,67 + 0,41), znatno
veéa (P<T0,01) od prosetne enzimske aktivnosti (Qene = 2,01 % 0,71)
kod netretiranih Zivotinja, Zrtvovanih u istom vremenskom periodu. O¢i-
gledno je, prema tome, da relativno mala doza LiH 6 (10 mg/kg) uzro-
kuje priblizno isti stepen reaktivacije inhibisane Che u kori mozga kao
i dvostruko veta doza PAM-2.

U pomenutoj dozi, LiH 6 (zajedno sa atropinom) nema znacajnijeg
efekta na aktivnost Che u mo#danoj kori.

DISKUSIJA

Rezultati opisanih eksperimenata pokazuju da pojedinatna injekcija
srazmerno malih doza PAM-2 i LiH 6 uzrokuje znalajan stepen reak-
tivacije fosforilisane Che u kori mozga pacova otrovanog letalnom do-
zom paraoksona. Reaktivatorski efekt, postignut sa LiiH 6, potkrepljuje
tvrdenje Erdmanna (13) da ovaj oksim, dvadesetak puta aktivniji od
PAM-2, u terapijski-prihvatljivim dozama, relativno dobro prodire u
mozak. Cinjenica da se isti efekt postiZe i primenom PAM-2 nesumnjivo
ukazuje da je i koncentracija ovog oksima u kori mozga pacova dovoljna
da ispolji jasan reaktivatorski efekt. To, ujedno, pokazuje da radioaktiv-
nost koju su Firemark i sarad. (12) zabelezili u kori mozga pacova 10
minuta posle intravenske injekcije 20 mg/kg PAM-2C!, najverovatnije
predstavlja aktivni oblik tog oksima, a ne njegove neaktivne degrada-
cione produkte.

Opisani rezultati stoje u suprotnosti sa op§tim uverenjem da PAM-2,
zahvaljujuéi njegovoj kvaternarnoj strukturi, tesko prodire u mozak (6).
Medutim, takvo shvatanje zasniva se uglavnom na podacima dobijenim
u cksperimentima u kojima je reaktivacija fosforilisane Che merena u
homogenatima celokupnog mozga. Razumljivo je stoga da se takvim
postupkom nije mogla zapaziti reaktivacija fosforilisane Che u pojedi-
nim regijama mozga, kao $to je, na primer, kora mozga, gde je koncen-
tracija PAM-2, iako znatno manja nego u krvi i perifernim tkivima,
ipak znatno veéa nego u ostalim delovima mozga (12).

Odredivanje aktivnosti Che u iseécima tkiva, kao postupak koji je
primenjen u ovim ogledima, pruza, verovatno, izvesno preimuéstvo nad
uobicajenim merenjem enzimske aktivnosti u homogenizovanom tkivu,
s obzirom na to $to iselci, za razliku od homogenata, sadrZe najveéi broj
¢elija sa intaktnim Celijskim membranama. Koelle i sarad. (14) su, me-
dutim, pokazali da je Che lokalizovana delom na ¢elijskim membra-
nama, a delom u samoj celiji. Samo onaj, relativno mali, deo enzima
na povrsini ¢elije (tzv. »funkcionalna« Che) uéestvuje u hidrolizi acetil-
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holina, dok intracelularna Che predstavlja ncaktivni, »rezervni« deo
enzima. Paraokson i drugi liposolubilni organofosfati koji lako prodiru
u ¢eliju, u podjednakoj meri inhibi$u »funkcionalni«, kao i »rezervni«
deo enzima. Verovatno je, medutim, da PAM-2, kao kvaternarno jedi-
njenje azota, koje teSko prodire u ¢eliju, u veéoj meri reaktivira inhibi-
sanu Che na povrini Celije nego u citoplazmi. Pri upotrebi tkivnih
ise¢aka moze se stoga olekivati da je sposobnost PAM-2 da reaktivira
»funkcionalnu« Che veéa nego pri upotrebi homogenata tkiva. U po-
slednjem sluaju najveéi broj éelijskih membrana je razoren, a najveli
deo ukupne kolidine inhibisane Che (oko 95%0) ¢ini »rezervna« Che koja

je pod normalnim uslovima nedostupna delovanju PAM-2.

U svakom slutaju, zapaena sposobnost PAM-2 da in vitro reaktivira
fosforilisanu Che u kori mozga, pruZa izvesno objasnjenje za neka nje-
gova centralna delovanja koja su opisana kod zivotinja i ljudi otrovanih
organofosfornim supstancijama (7, 8, 9, 10, L5
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Summary

REACTIVATION OF PHOSPHORYL CHOLINESTERASE
IN THE RATS CEREBRAL CORTEX FOLLOWING
PARENTERAL APPLICATION OF PRALIDOXIME (PAM-2)
AND TOXOGONINE

From the recently proved selective affinity of pralidoxime (PAM-2) to certain
areas of the brain it has been assumed that only by measuring the enzymic activity
of brain sections and not homogenates reactivation of the cholinesterase inhibited by
organophosphorus compounds can be proved. A series of experiments performed on
paraoxone poisoned rats treated with pralidoxime and toxogonine (LuH 6) respec-
tiviely showed a considerably higher cholinesterase activity in the cerebral cortex
than in animals which received only the inhibitor.

Contradictory results of various authors on the reactivating property of prali-
doxime in organophosphate poisoning are discussed and explained. =
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