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SOUHRN

Je popsano nikotinové plisobeni atropinu pfi IéCeni otrav nervové paralytickymi latkami (NPL). Atropin vyrazné zkra-
cuje ploténkové potencialy na nervosvalovém spojeni blokadou otevieného nikotinového kanalu a efektivné pusobi
proti G¢inku NPL (Beranek, Vyskocil, 1968 - Magazanik, Vyskocil, 1969). Diazepam zvysSuje chloridovou propustnost
excitabilni membrany a eliminuje opakovany vznik akénich potenciall (train() pfi otravé anticholinesterazami (Vysko-
¢il 1977).
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SUMMARY

The effect of atropine and diazepam on the mammalian neuromuscular junction.

Nicotinolytic effect of atropine on the neuromuscular junction is discussed as a main mechanism of the beneficial
effect of this drug during war and agriculture poisoning by anticholinesterases. Atropine is beneficial as it reduces
the amplitude of intracellularly recorded endplate potentials and, first of all, causes a marked shortening of their time
course (Beranek, Vyskocil 1968, Magazanik, Vyskocil 1969). Diazepam effectively blocks trains of action potentials
in individual rat diaphragm muscle fibers, apparently by elevating the chloride permeability. It is suggested that
similar increase in Cl- permeability may occur in brain excitable structures and can counteract the anticholinesterase-

induced prolongation of ACh-depolarization that evokes repetitive firing.
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Nevim, odkdy maji vojaci ve své vybavé atropin a dia-
zepam, ale ja jsem je mél u sebe jeden podvecer na jafe
r. 1977. Byl jsem v ned¢li na Gstavu sam a frajersky pipeto-
val usty alkoholicky roztok 1x10-2M paraoxonu. Do pipety
vklouzly bublinky a zvedly roztok az na konec pipety a ja
nabyl pfesvédceni, ze jsem si zkontaminoval Gstni sliznici.
Po rychlém vymyti vodou se sodou jsem si uvédomil, Ze
mi mozna moc ¢asu nezbyva. Do nemocnice jsem nemohl
(poruseni bezpecnosti prace by stalo nékolik lidi z ochranky
afeditelstvi perné chvilky), a tak na zédklad€ mych tehdejsich

experimentalnich znalosti jsem si dal do kapsy ampule atro-
pinu a diazepamu v o¢ekavani cholinergni krize. Pak jsem
vyzval telefonem Zenu, aby §la se mnou na posledni spolec-
nou prochdzku jarnim parkem, na coz ona reagovala slovy,
abych si spis Sel sam na pivo. Dobfe to dopadlo (prosli jsme
se parkem na pivo). A protoze drkotani zubti strachem a pod-
lamovani kolen mezi pfiznaky cholinergni krize nepatii,
atropinu a diazepamu bylo v mém piipad¢ netieba. Tuto svou
»predsmrtnou® zkusenost uvaddim v souvislosti s ¢lankem
L. Bartosové v Ceskoslovenské fyziologii 2/2006, str. 66,
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kde se popisuje v ramci mozna az piili§ obsahlé faktografie
také farmakologicka terapie bojovych nervové-paralytic-
kych latek (NPL) pravé atropinem a benzodiazepiny. Chtél
bych nékteré tdaje predevsim o ucinku téchto latek doplnit
a poukazat na nékolik nasich prioritnich praci z oné doby
1 na naprosto recentni nalezy, které umoznuji pochopit, pro¢
jsou atropin a diazepam pouzivany pii kompenzaci ptisobeni
inhibitord cholinesteraz.

Je jasné, ze se v ptipad¢€ atropinu uplatiiuje pti ochrané
synapse nejen muskarinolytické (pre- i postsynaptické)
plsobeni, jak uvadi L. Bartosova, ale i (a mozna predevsim)
nikotinolytické piisobeni atropinu [zkraceni plsobeni ace-
tylcholinu (Ach)]. V pfipad¢é diazepamu ochrana spociva
v jiném mechanismu: omezeni repetitivniho vzniku akénich
potencialii na postsynaptické membrané a klonalnich kieci
svaloviny.

Pro¢ NPL likviduji na cholinergni periferni synapsi
prenos impulzi? Pfedevsim proto, Ze inhibuji synaptickou
acetylcholinesterazu (AChE), a tak molekuly vylouc¢eného
kvanta Ach mohou nejen opakované aktivovat tytéz sub-
synaptické nikotinové Ach receptory v zahybech piimo
proti zénam vylevu, ale na své difuzni cesté ze synaptické
Stérbiny aktivovat stale nové postsynaptické receptory (tzv.
postsynapticka potenciace). To vede k tomu, ze se ptivodné
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Obr. 1: Zkraceni ¢asového prubéhu cholinergni odpovédi piso-
benim atropinu (srov. Berdnek, Vyskocil, 1968). Ploténkové
potencidly prodlouzené 30 min pfedlédenim 10° g/ml prostig-
minem byly snimany intracelularni sklenénou mikroelektrodou
(zap/inénou 3M KCI, odpor 10 MQ) z ploténkové oblasti svalo-
vého vlakna branice potkana in vitro pred (Kontrola) a 20 min
po aplikaci 0,002 nebo 0.2 mM atropin sulfatu do superfuzni-
ho roztoku. MgCl/ byl zvysen na 10 mM, coZ sniZi pocet kvant
a amplitudu ploténkového potencidlu pod préh pro akcni poten-
cial. T exponencialniho poklesu (primo umérné dobé otevrieni
nikotinového receptor-kanalu) se zmensilo ze 4,3 ms na 1,7 ms,
t.. doslo k 60 % zkraceni.

kratké, n€kolikamilisekundové depolarizace, ploténkové
potencialy, hrozivé prodluzuji. Tato dlouha depolarizace
predstavuje jedno z rizik zahlceni zapoje. Druha pficina
prodlouzeni synaptické depolarizace spociva v tom, ze se
pfi inhibici synaptické AChE (a to i jen ¢astecné) dostava
k receptorim a reaguje s nimi i ta frakce Ach, ktera se uvol-
nuje viceméné kontinualng, nekvantové (Vyskocil, Illes,
1977; Vyskocil, 2003a,b). Tento promeénlivy, le¢ perma-
nentni nekvantovy unik z nervového zakonceni predstavuje
mnohem vétsi mnozstvi Ach (az desetkrat), nez jsou kvanta
z méchyrkd, a proto také mize podstatné prispét k desen-
sitizaci receptorti, kdyz Ach neni rychle hydrolyzovan
synaptickou AChE. Desensitizace si v ni¢em nezada tiebas
s kurarizaci a pochopitelné pii ni opét dochazi k invalidi-
zaci synapse (Vyskocil et al., 1983). Jinymi slovy, anti-AChE
zpocatku prodluzuji pfi stejné postsynaptické citlivosti
pusobeni kvantového a nekvantového Ach a v druhé fazi
uvadéji nAChR do desensitizovaného nefunkéniho stavu.

Atropin jsme studovali na cholinergni synapsi v dob¢, kdy
jsme objevili riznou citlivost ,,dospelych a ,,embryonalnich*
(= denervacnich) nikotinovych Ach receptorti (nAchR) ke
kurare (Beranek, Vyskocil, 1967, 1968), ¢imz byl dan impulz
k srovnavaci receptologii. Pfi nékolikanasobné vyssich kon-
centracich nez kurare (fadové 10* M), atropin vykazoval
nikotinolytické pisobeni na vazebna mista pro ACh a — na
rozdil od kurare — byl stejné i¢inny na dosp¢lé i denervac-
ni nAchR. Co bylo ale nejvice prekvapujici, ploténkové
potencialy se po aplikaci atropinu zkratily, a to jesté dfive,
nez se snizila jejich amplituda (obr. 1). Zkraceni ¢asového
pribéhu jsme pak pozorovali i pod vlivem mnoha dalSich
derivati atropinu v¢. skopolaminu (metylatropin, tropacin,
homatropin a dokonce kokain) (Magazanik, Vyskocil, 1969)
a dnes uz vime, ze jde o dtsledek blokady otevieného ionto-
vého kanalu nAchR. Toto zkraceni v disledku ,,open channel
blockade* je pii otravé NPL pozitivnim jevem, protoze se
kanaly oteviraji na kratsi dobu a celkova depolarizace na
synapsi je kratsi. Proto ,,vysadni postaveni* atropinu neni jen
disledek muskarinového plisobeni, ale i nikotinového. Kro-
me toho atropin také snizuje nekvantovy vylev (Zemkova,
Vyskodil, Edwards, 1990) ziejmé pies M1 receptory a NO
kaskadu (viz ptehledy Vyskocil, 2002, 2003), a tedy snizuje
i moznost desenzitizace nAChR, ktera je privodnim jevem
otravy anticholinesterazami a NPL.

Ad benzodiazepiny (Capacio et al., 2001). Na obr. 2
jsou zaznamy traind akénich potencialti (AP) svalového
vlakna branice potkana (podobné zaznamy viz Vyskocil,
1977), které vznikaji pti dlouhodobéjsi, 20 — 30 ms trvajici
depolarizaci druhou intracelularni elektrodou. To docela
dobfe imituje dlouhou depolarizaci ploténky a pfechodnou
fibrilaci vlaken pii otravé NPL. V tomto ¢lanku jsem napsal,
ze k opakovanému vzniku AP dochazi diky hromadéni K*
v transversalnich tubulech ¢i postsynaptickych zahybech
na ploténce, coz vede k nasledné depolarizaci (kterd vzni-
ka podle Nernstovy rovnice, kdyz se snizuje rozdil mezi
intra- a extracelularni aktivitou K*) po ukonceni jednoho AP
a iniciaci dal§iho. Pomérné vysoka chloridova permeabilita
svalového vlakna ale ptisobi proti nernstovské depolarizaci,
snizuje prispévek K" permeability a stabilizuje membranu.
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Obr. 2: Eliminace opakovaného vzniku akcnich potencialt dia-
zepamem. Zaznamy trainu akcnich potencialt svalového vidkna
branice potkana in vitro pomoci plovoucr intracelularni sklené-

né mikroelektrody, zapinéné 3M KCI, vyvolané 30 ms aplikaci

depolarizacniho pulzu druhou mikroelektrodou (2M K citrat,
odpor 5 MQ, spodni zéznamy pravouhlého pulzu), zavedenou
do téhoZz viakna ve vzdalenosti 50 um. Levé zaznamy - chlori-

dovy fyziologicky roztok, kde byl diazepam ucinny pfi eliminaci

opakované aktivity. Pravé zaznamy ziskany v siranovych solich.
Teplota 22 °C.

Proto ,,samodepolarizace® hromadicim se K* ustava a okam-
zit¢ odezniva po skonceni depolariza¢niho pulzu. Pfidani
diazepamu v davkach blizkych terapeutickym v normal-
nim, tj. chloridy obsahujicim inkuba¢nim roztoku tplné
eliminovalo repetitivni aktivitu. To jsme vysvétlili GABA-
independentnim dal§im zvySenim Cl- propustnosti, protoze
nahrada chloridi sirany vedla k tomu, ze diazepam nebyl
schopen eliminovat repetitivni aktivitu (obr. 2, vpravo).
V bezchloridovych roztocich jsme pozorovali velmi snadny
vznik svalovych fibrilaci po elektrickém ¢i mechanickém
podrazdéni, které se prenasely mezi vlakny; svaly tak vyka-
zovaly vlastnosti ,.epileptické* vzrusivé tkané. Pticinou je
ziejmeé absence chloridové propustnosti, bez niZ se svalové
membrany chovaji nernstovsky a reaguji idedlni depolarizaci
(s koeficientem 58—63 mV, podle teploty) na kazdé zvyseni
extracelularniho drasliku pfi priichodu akéniho potencidlu,
coz vede k opakovanému vzniku akénich potenciadli na
tomtéz a sousednich vlaknech.

Neni zadny didvod se domnivat, ze se tento G¢inek na
chloridovou propustnost neuplatiiuje také v c.n.s.; benzodia-
zepiny vétSinou dobie prochazeji hematoencefalickou barié-
rou a ziejme se jejich schopnost (plivodné popsana na svalu)
zvySovat Cl propustnost, at’ jiz na GABAa receptorovém
komplexu ¢i na extrasynaptickych membranach, projevuje

pozitivné i v c.n.s. Plati to nejen pii otravé NPL, ale také pii
epileptickych zachvatech, kdy benzodiazepiny byvaji latka-
mi prvni volby pfi akutnim projevu nemoci, charakterizova-
né opakovanymi akénimi potencidly u loziskovych neurontl,
jejichz membranovy potencial je blizko prahu excitability
(Casto v dusledku zvyseného extracelularniho drasliku).
Kdyz odhlédneme od anticholinesteraz jako bojovych
latek, jsou tyto latky pouzivany dale jednak v chirurgické
praxi a jako organofosfatové insekticidy. V globalnim méfit-
ku pfinaseji bohuzel smrt nesrovnatelné vétSimu mnozstvi
osob, nez kdy zpuisobily NPL. Podle poslednich idaji roéné
umiraji stovky tisic lidi na anticholinesterazové ucinky téchto
preparatt (Jeyaratnam, 1990; Eddleston et al., 2005), a proto
se hledaji latky s vice specifickym u¢inkem, které by neved-
ly pfi bézné kontaminaci k fatalnim nasledktim. Vysledek
jednoho takového pokusu s derivatem 6-methyluracilu (1,3-
bis[5(dietyl-o-nitrobenzylammonio)pentyl]-6-metyluracil)
(laboratorni koéd C-547) jsme publikovali tento rok v Phy-
siol. Res. (Petrov et al., 2006). Anticholinesterazové ptisobeni
C-547, ovétené predem biochemicky, jsme funkéné testovali
in vitro jako zvyseni a prodlouzeni miniaturnich ploténko-
vych proudi (MEPC) na synapsich tii modelovych svald
potkana: dvou koncetinovych (soleus a extensor digitorum
longus) a hlavniho dychaciho svalu diafragmy. Pfekvapivé
se ukazalo, Ze pti aplikaci C-547 byly nejprve zvySeny
a prodlouzeny MEPC u soleu a EDL v nanomolarnich
koncentracich (5(10° M), kdezZto ke srovnatelnému zvySeni
u branice doslo azZ pfi koncentraci 1x107 M. Tomuto vyraz-
nému rozdilu v citlivosti AChE mezi svaly k této latce odpo-
vidaly i experimenty na béhacim turniketu, kde se prokazalo
oslabeni vykonu a vysledna imobilita koncetin v davkach
50x% mensich, nez byla LD50 v disledku selhani dychacich
svalll. Tento zajimavy rozdil v citlivosti je mnohem vétsi,
nez v pripadg jinych béZznych anticholinesteraz, vétsinou pat-
ficich mezi organofosfatové inhibitory, karbamaty a oniové
soli. Pfi¢inu rozdilu zatim nezname, ale nejde o interferenci
s butyrylcholinesterazou, protoze efekt je stejny po jeji
inhibici is0-OMPA. S nejvétsi pravdépodobnosti v riznych
typech svalovych plotének existuji isoformy AChE, které
maji riznou citlivost k tomuto inhibitoru (Grisaru et al.,
1999) a jejich pomérné zastoupeni urcuje citlivost k C-547.
Az budeme Iépe znat cholinesterazovou vybavu jednotlivych
typt svalovych vldken, bude mozné vyhledavat ¢i pfimo
konstruovat nové Setrné anticholinesterazy s vysokym bez-
pecnostnim koeficientem pro terapii a rostlinné péstitelstvi.
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