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VLIV DIAZEPAMU NA SCHOPNOST ANTIDOTNI TERAPIE ELIMINOVAT AKUTNI LETALNI
UCINKY TABUNU U MYSi

Jifi KASSA
Katedra toxikologie Vojenské lékafské akademie J. E. Purkyné, Hradec Kralové

Souhrn

V pokusech na mysich samcich byl sledovan viiv antikonvulzivniho léciva diazepamu na schopnost zdklad-
ni antidotni terapie pouZivané k terapii intoxikaci nervové paralytickymi latkami, skladajici se z anticholiner-
gika a reaktivatoru acetylcholinesterdzy, sniZit akutni letdalni ucinky vybrané nervové paralytické ldatky — tabunu.

Viiv diazepamu byl hodnocen cestou srovndni hodnot stfedni smrtné davky tabunu (LDsy) pFi 24hodino-
vém preziti pokusnych zvirat lécenych zdakladni antidomi terapii s hodnotami LDs tabunu po pFidani diaze-
pamu k této antidotni terapii. Ze ziskanych vysledki vyplyvd, Ze diazepam signifikantné zvySuje schopnost anti-
dotni terapie eliminovat akutni letdlni ucinky tabunu, pokud terapie obsahuje jako anticholinergikum atropin.
Naopak diazepam prakticky neovlivni akutni toxicitu tabunu v pfipadé pouziti anticholinergika s prevahou
centralniho ucinku, s vyjimkou skopolaminu. Pozorovany pozitivni vliv diazepamu na schopnost antidot elimi-
novat letdlni ucinky tabunu plati pro viechny pouzité reaktivatory acetylcholinesterdazy (HI-6, obidoxim, pra-
lidoxim).

Antidotni terapie akutnich otrav tabunem, pokud obsahuje jako anticholinergikum atropin, by méla byt dopl-
néna o diazepam nejen z divodu zabrdnéni centrdlné vyvolanym zdchvatium a tonicko-klonickym kiec¢im, ale
i z divvodu zvyseni schopnosti antidotni terapie eliminovat akutni letdalni ucinky tabunu.

Kli¢ova slova: Tabun; My3; Diazepam; HI-6; Obidoxim; Pralidoxim; Atropin; Benaktyzin; Biperiden; Skopolamin.

The Influence of Diazepam on the Antidotal Treatment-Induced Elimination of the Acute Lethal
Effects of Tabun in Mice

Summary

The influence of the anticonvulsive drug diazepam on the ability of basic antidotal treatment of poisoning
with nerve agents, consisting of anticholinergic drugs and acetylcholinesterase reactivators, to decrease the
lethal effects of the chosen nerve agent (tabun) was demonstrated in experiments on mice.

The influence of diazepam was evaluated by the comparison of the medium lethal dose values (LD50) of
tabun in the case of 24h surviving tabun-exposed mice, treated with the basic antidotes involving various types
of anticholinergic drugs and acetylcholinesterase reactivators, with the LD50 values of tabun in mice treated
with antidotes completed with diazepam. Our findings confirm that diazepam is able to significantly enhance
the efficacy of basic antidotal treatment to eliminate the acute lethal effects of tabun if atropine is used as the
anticholinergic drug. On the other hand, no ability of diazepam to influence tabun-induced lethal effects was
demonstrated if an anticholinergic drug with central effects was used (with the exception of scopolamine). The
ability of diazepam to enhance the efficacy of antidotes to eliminate tabun-induced acute lethal effects was
observed in the case of using all tested acetylcholinesterase reactivators (HI-6, obidoxime, pralidoxime).

The antidotal mixture against tabun, involving atropine as the anticholinergic drug, should be complement-
ed by diazepam not only because of the prevention from centrally mediated seizures and subsequent tonic-clonic
convulsions, but also because of the increase in the efficacy of antidotal treatment to eliminate tabun-induced
acute lethal effects.

Key words: Tabun; Mouse; Diazepam; HI-6; Obidoxime; Pralidoxime; Atropine; Benactyzine; Biperidene; Scopolamine.
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Uvod

Nervové paralytické latky (NPL) pfedstavuji pro
¢lovéka stale relativné vysoké nebezpedi predevsim
z diivodu rizika zneuziti téchto vysoce toxickych latek
pro vale¢né ¢i teroristické cile. Jejich toxicky ucinek
spoCiva predevsim v ireverzibilni inhibici enzymu ace-
tylcholinesterazy (AChE, EC 3.1.1.7) a nasledné
akumulaci neuromediatoru acetylcholinu na perifer-
nich i centralnich receptorech cholinergniho nervové-
ho systému (17, 27). Mezi nejstar$i NPL patii tabun
(ethyl N,N-dimethylfosforamidokyanat), ktery je
sice 0 néco méné toxicky nez soman ¢i sarin (2, 25),
ale podobné jako soman vykazuje vyrazny centralni
ucinek, ktery se projevuje zachvatovitou aktivitou
CNS vedouci postupné ke generalizovanych kfe¢im
charakteru ,status epilepticus“ a morfologickému
poskozeni uréitych mozkovych struktur (22). Navic
jsou akutni intoxikace touto noxou pfi pouZiti klasické
antidotni terapie, podobné jako v pfipadé somanu,
obtizné lécitelné (3, 5, 10, 15).

Antidotni terapie akutnich intoxikaci organofos-
forovymi slou¢eninami spoéiva predeviim v co nej-
rychlej$im podani reaktivatoru AChE, obnovujici-
ho aktivitu organofosfatem inhibovaného enzymu,
a anticholinergni latky, antagonizujici G¢inek nahro-
madéného acetylcholinu na cholinergnich recepto-
rech. Z reaktivatori AChE se nejcastéji pouZivaji
pralidoxim, obidoxim a oxim HI-6 (5). Z anticholi-
nergik je pro terapii akutnich intoxikaci NPL lékem
volby atropin, u kterého v3ak v terapeutickych dav-
kach vyznamné pfevazuje periferni antimuskarino-
vy u¢inek nad centralnim uginkem, coz snizuje i¢in-
nost antidotni terapie pfi zabranéni rozvoje central-
né vyvolané zachvatovité aktivity (22). Z tohoto diivo-
du je vhodné doplnit antidotni terapii otrav NPL
anticholinergiky s prevahou centralniho u¢inku, jako
je benaktyzin, biperiden ¢i skopolamin, za ucelem
zvySeni u¢innosti antidotni terapie pfi eliminaci NPL
vyvolanych zachvati CNS s naslednym morfologic-
kym poskozenim nékterych struktur CNS (13, 16, 23).

Snizit zachvatovitou aktivitu CNS spojenou s
generalizovanymi epileptoformnimi kie¢emi mize
rovnéz doplnéni zakladni antidotni terapie akutnich
intoxikaci NPL o antikonvulziva. Nejznamé;j$im a nej-
¢astéji pouzivanym antikonvulzivem k potlaceni
zachvati vyvolanych NPL je diazepam, ktery ces-
tou aktivace GABAergniho nervového systému muize
potladit nejen zachvatovitou aktivitu CNS a konvul-
zivni projevy intoxikace, ale i neurobehavioralni
nasledky intoxikace NPL (6, 24).

Cilem této prace je posoudit, zda pfidani anti-
konvulziva diazepamu k zakladni antidotni terapii
otravy tabunem (reaktivator AChE v kombinaci s
anticholinergikem) muze ovlivnit i schopnost této
komplexni antidotni terapie snizit toxicitu tabunu, a

tak zvysit odolnost zasazenych jedincii vici letalnim
davkam této noxy.

Material a metody

Jako pokusna zvifata byli pouziti samci bilych
mysi kmene NMRI chovu Konarovice o hmotnosti
20-25g. Mysi byly krmeny standardni Larsenovou
dietou a vodou ad libitum. Pokusy provadéné na
téchto zvifatech byly schvaleny etickou komisi Lékar-
ské fakulty UK v Hradci Kralové a Vojenské |ékarské
akademie J. E. Purkyné v Hradci Kralové.

Cely experiment byl rozdélen na dvé &asti. V prvni
¢asti experimentu byl skupinam po 12 zvifatech tabun
podavan intramuskularné v postupné se zvysujicich
davkach a za 1 minutu po intoxikaci byly mysi léce-
ny atropinem v davce 21 mg/kg v kombinaci s nékte-
rym ze zvolenych reaktivatora AChE (HI-6, obido-
xim, pralidoxim) v ekviefektivni davce odpovidaji-
ci 5 % nami zjisténé hodnoty stfedni smrtné davky
(LDso) téchto léCiv. Poloviné zvifat (N = 6) byl k
této 1écbé pfidan diazepam v davce 2,5 mg/kg,
druha polovina zvifat (N = 6) byla lécena pouze
atropinem s reaktivatorem AChE. Ve druhé casti
experimentu byl skupinam po 12 zvifatech opét poda-
vam i. m. tabun v postupné se zvy3ujicich davkach a
za | minutu po intoxikaci byly mysi lé¢eny obidoxi-
mem v davce 9,4 mg/kg (5 % LDso) v kombinaci s
nékterym ze zvolenych anticholinergik (atropin,
benaktyzin, biperiden, skopolamin) v ekviefektivni
davce odpovidajici 5 % nami zjisténé hodnoty LDso.
Poloviné téchto zvirat (N = 6) byl k této [é¢bé opét
pfidan diazepam v davce 2,5 mg/kg, druha polovina
tabunem intoxikovanych zvifat (N = 6) byla lé¢ena
pouze kombinaci obidoximu a nékterého ze zvole-
nych anticholinergik.

Umrtnost 1é¢enych experimentalnich zvifat byla
sledovana za 24 hodin po intoxikaci a srovnavana s
umrtnosti nelécenych experimentéalnich zvirat. Hod-
noty LDso s 95% intervalem spolehlivosti (IS) pfi
24hodinovém prezivani pokusnych zvifat byly
pocitany probitovou metodou (26). U€innost jednot-
livych antidotnich smési byla vyjadfovana pomé-
rem mezi hodnotami LDso 1éCené a neléfené intoxi-
kace — indexem ucinnosti (IU). Statisticka vyznam-
nost byla vyjadfovana na 95% hladiné vyznamnos-
ti (p < 0,05).

Vysledky
Udaje tykajici se ovlivnéni hodnoty LDso i. m.

podaného tabunu antidotni terapii obsahujici atropin
v kombinaci s jednim ze zvolenych reaktivator(
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AChE (oxim HI-6, obidoxim, pralidoxim) a vlivu
pfidaného diazepamu k témto testovanych kombi-
nacim antidot na jejich uéinnost jsou uvedeny v
tabulce 1. Ziskané vysledky prokazuji, Ze obidoxim
vyraznéji snizuje letalni efekt tabunu ve srovnani s

ostatnimi testovanymi oximy a Ze pozitivni vliv
diazepamu na schopnost antidotni terapie elimino-
vat akutni letdlni G¢inky tabunu se uplatni u viech
testovanych kombinaci antidot bez ohledu na vybér
reaktivatoru AChE (p < 0,05).

Tabulka 1

Ovlivnéni hodnoty LDsg tabunu reaktivitory AChE oximem HI-6, obidoximem a pralidoximem v kombinaci s atropinem za
pfitomnosti nebo bez pFitomnosti diazepamu

Intoxikace Terapie LDso (ng/kg) £ 95% IS Index G&innosti
nelédena -—— 275.,4 (269,3-281,6) -———
oxim HI-6 + atropin 430,2 (414,0-444,2)* 1,56
oxim HI-6 + atropin + diazepam 504,9 (447,1-568,9)*" 1,83
Iétend obidoxim + atropin 454.9 (421,8-490,6)* 1,65
obidoxim + atropin + diazepam 645,5 (573,8-732,4)*" 2,34
pralidoxim + atropin 377,7 (355,8-400,9)* 1,37
pralidoxim + atropin + diazepam 505,3 (448,4-569,5)** 1,83

* piedstavuje statistickou vyznamnost viéi nelédené intoxikaci, x pfedstavuje statistickou vyznamnost viici lé¢ené intoxikaci bez

diazepamu pii p < 0,05

Vysledky tykajici se ovlivnéni hodnoty LDso i. m.
podaného tabunu antidotni terapii obsahujici obido-
xim v kombinaci s jednim ze zvolenych anticholi-
nergik (atropin, benaktyzin, biperiden, skopolamin)
a vlivu pfidaného diazepamu na efekt téchto anti-
dotnich smési jsou uvedeny v tabulce 2. Z nich
vyplyva, Ze zaménou atropinu za anticholinergika s

pfevahou centralniho G¢inku dochazi k signifikant-
né vyraznéj$imu sniZeni akutni toxicity tabunu
(p <0,05) a Ze vliv diazepamu na zvySeni schopnos-
ti antidotni terapie eliminovat letalni G¢inky tabunu
se signifikantné (p < 0,05) uplatni pouze v kombi-
naci obidoximu s atropinem nebo skopolaminem.

Tabulka 2

Ovlivnéni hodnoty LDsp tabunu obidoximem v kombinaci s atropinem, benaktyzinem, biperidenem ¢&i skopolaminem
za pFitomnosti nebo bez pFitomnosti diazepamu

Intoxikace Terapie LDso (ng/kg) £ 95% IS Index u&innosti
nelééena - 275,4 (269,3-281,6) -——-
obidoxim + atropin 454,9 (421,8-490,6)* 1,65
obidoxim + atropin + diazepam 645,5 (568,9-732,4)** 2,34
obidoxim + benaktyzin 773,2 (636,7-939,1)* 2,81
lécena obidoxim + benaktyzin + diazepam 775,8 (695,7-865,2)* 2,82
obidoxim + biperiden 716,9 (685,6-749,6)* 2,60
obidoxim + biperiden + diazepam 715,5 (668,8-765,6)* 2,60
obidoxim + skopolamin 716,1 (657,3-780,0)* 2,60
obidoxim + skopolamin + diazepam 1074,0 (897,5-1285,3)** 3,90

* piedstavuje statistickou vyznamnost viéi nelééené intoxikaci, x pfedstavuje statistickou vyznamnost viigi Ié¢ené intoxikaci bez

diazepamu pfi p < 0,05
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Diskuse

Pokusy in vitro a in vivo byla opakované proka-
zana velmi obtiZna reaktivovatelnost tabunem inhi-
bované AChE, coz mize byt jednou z hlavnich pfi-
¢in nedostatecné ucinnosti antidotni terapie pfi
léceni akutnich intoxikaci tabunem (4, 10, 20, 29).
Divodem nesnadné reaktivovatelnosti tabunem inhi-
bované AChE neni rychlost dealkylace fosforylo-
vané AChE, kter4 je na rozdil od somanu pomémé
nizka s polocasem kolem 50 hodin (9), ale ziejmé
pritomnost volného elektronového paru na amidic-
kém dusiku, ktery zapliiuje elektronovou vakanci ve
vazbé fosfor-enzym a tim ztézuje ptisobeni nukleo-
filnich ¢inidel véetné oximu (7).

Vyznam diazepamu pro antidotni terapii akut-
nich intoxikaci NPL spociva predev§im v jeho anti-
konvulzivnim a¢inku a schopnosti zabranit central-
né vyvolanym zachvatim v nékterych oblastech
CNS, predevsim v limbické oblasti. Disledkem toho-
to terapeutického efektu diazepamu je zabranéni
generalizovanym tonicko-klonickym kfec¢im a pri-
padnému morfologickému poskozeni nékterych
mozkovych struktur jako nasledku tézkych intoxi-
kaci témito noxami (1, 16, 21). Opakované bylo pro-
kazano, ze diazepam je schopen zabranit zachvatim
v CNS, a tak ochranit CNS pred néaslednou neuro-
patii, pokud je podan do 40 minut po intoxikaci (18,
19). Jiné prace zabyvajici se studiem vlivu diazepa-
mu na pribéh akutni intoxikace organofosforovymi
slou¢eninami prokazaly, Zze vedle antikonvulzivni-
ho ucinku se diazepam muze uplatnit i svym anti-
cholinergnim G¢inkem v pribéhu lé¢eni akutnich
intoxikaci témito noxami (11, 12). Tento efekt se vysvét-
luje schopnosti diazepamu vazat se specificky na
cholinergni receptor a tim sniZit receptorovou
vazebnost pro acetylcholin (8).

Souhrn vyse uvedenych pozitivnich terapeutic-
kych zasahi diazepamu do pribéhu akutni intoxi-
kace NPL nastoluje otazku, zda by diazepam nemohl
také zvysit u¢innost antidotni terapie pfi eliminaci
letalnich toxickych u¢inkti NPL v piipadé tézkych
intoxikaci. Vysledky této studie prokazuji, Ze pfi-
dani diazepamu k antidotni terapii skute¢né mize
signifikantné zvysit miru preziti letalné intoxikova-
nych pokusnych zvirat bez ohledu na vybér reakti-
vatoru AChE, pokud jako anticholinergikum byl
pouzit atropin (2). U akutnich intoxikaci somanem
byl pozorovan podobny efekt diazepamu, avsak
pouze u kombinace oximu HI-6 s atropinem (14). V
pfipadé nahrazeni atropinu jinym anticholinergi-
kem s prevahou centralniho G¢inku se pfidani dia-
zepamu k antidotni Iécbé na hodnoté LDso somanu
neprojevilo, nebot’ tato anticholinergika maji na
rozdil od atropinu samy o sobé pomérné vyrazny
antikonvulzivni efekt diky svému centralnimu anti-

muskarinovému Géinku (19, 21). Podobné vysledky
byly nalezeny i u antidotni terapie akutni otravy
tabunem, i kdyz v tomto pripadé diazepam vyznam-
né zvysil uCinnost antidotni terapie pfi eliminaci
letalnich u¢inkd tabunu i pfi kombinaci obidoximu
se skopolaminem.

Ze srovnani vlivu testovanych antidotnich smési
na hodnotu LDso tabunu také vyplyva, Ze pfi terapii
akutni letalni intoxikace tabunem se z reaktivatori
AChE nejvice uplatiiuje obidoxim, coz potvrzuji i
jiné prace (4, 20, 28, 29).

Na zéakladé ziskanych vysledki lze tedy konsta-
tovat, Zze v pfipadé zavazné akutni otravy tabunem
je nejvyhodnéjsi pro eliminaci letalnich a¢inka tabu-
nu pouzit obidoxim jako reaktivator AChE a pokud
Jje kombinovan s atropinem, pfidat k této antidotni
smési diazepam za ucelem zvyseni antikonvulziv-
niho efektu a schopnosti eliminace letalnich ucinkid
noxy. Tato komplexni antidotni terapie vyznamné
zvySuje nadéji na preziti i v piipadé tézkych intoxi-
kaci tabunem.
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