
1990. 2. sz. HONVÉDORVOS 125

Dr. Máté László, mérnök alezredes, dr. Wolf ímre, Szalui Csaba, dr. Töröcsik András

Egy új kolinolitikus vegyüSet kolineszteráz-béníió 
mérgezések kezelésére
Kulcsszavak: kolinolitikumok, kolineszteráz-bénítók, atropin, H—1199, szomán 

Érkezett: 1990. 11. 10.

A szerzők vizsgálták egy új kolinolitikus vegyületnek, az 
N—1199 kódjelű glikolát-észternek néhány in vitro tu la j
donságát (pl: pA2, receptorkötés stb.) és Vx, valam int szo
m án mérgezésben védő hatását. M egállapították, hogy in 
vitro kolinolitikus tulajdonságai valam ivel e lm aradnak az 
atropin  tulajdonságaitól, kolineszteráz-bénító (Vx, szomán) 
m érgezésben viszont lényegesen hatékonyabb, m in t az a t
ropin.

A m érgező harcanyagok legtoxikusabb csoportját képező idegbénító hatású  ve- 
gyületek a foszforvas-észterek (OF) csoportjába tartoznak. E vegyületcsoport 
elsődleges tám adáspon tja  az élő szervezetben az acetilkolineszteráz enzim 
(AChE), am ely a neurotranszm isszió szabályozásában já tszik  szerepet. Az OF- 
m érgezésnek ta lán  legsúlyosabb következm énye az enzim bénulását követő 
endogén acetilkolin mérgezés, am ely több m echanizm uson keresztül az életet 
is veszélyezteti. Az acetilkolin felhalm ozódása okozza elsősorban az aku t ha" 
tásokat azokon a helyeken, am elyeken m in t neu ro -transzm itter szerepel; így a 
posztganglionaris paraszim patikus végződéseken (m uszkarinszerű receptorok), 
a ganglionokban és a neurom uszkuláris kapcsolatokban (nikotinszerű recep
torok) és a  központi idegrendszerben (m uszkarin- és nikotinszerű  receptorok). 
A súlyos m érgezést követő halál oka elsősorban a légzés elégtelenségére vezet
hető vissza, részben a bronchus görcsök és fokozott bronchus szekréció m iatt 
(m uszkarin hatás), a légző izmok bénulása (nikotinszerű hatás) és a légző köz
pont bénulása (centrális hatás) m iatt. A te ráp iás beavatkozás részben a béní
to tt enzim ak tiv itásának  helyreállítására, részben az acetil-kolin  (ACh) tú lsú ly  
kivédésére irányu l m ind a periférián , m ind a központi idegrendszerben. Az 
utóbbi célra alkalm azott kolinolitikum ok m érsékelik a m uszkarinszerű tü n e
teket — kém iai szerkezetüktől függően — a központi idegrendszerben és/vagy
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a periférián , de nincs vagy csak csekély a hatásuk  a n iko tinszerű  recepto
rokon (1).

A m a legelterjed tebben  alkalm azott kolinolitikum  az atropin, am ely azon
ban nem  m inden tek in te tben  felel meg a követelm ényeknek, ezért ú jabb, ha té
konyabb vegyületek fe lku ta tása  széles körben folyik.

A vonatkozó publikációkban eltérőek az álláspontok annak  m egítélésében, 
hogy a centrális vagy a perifériás hatású  kolinolitikum ok a hatékonyabb  an ti- 
dotum ok.

T apasztala taink  szerin t a centrális hatású  kolinolitikum ok hatásosabbak. A 
tapasztalatok  azonban azt is m uta tták , hogy a fokozott centrális védőhatás 
m elle tt fokozottabb centrális inkapacitaló  hatás is fellép, am ennyiben a cen trá
lisán ak tív  vegyületek pszihotom im etikum ok is, nem  k ívánt m ellékhatást vál
tanak  ki (2).

Nádor 1968-ban előállíto tt egy glikolsav-észtert (N—1199), am ely az előze
tes farm akológiai vizsgálatok szerin t a periférián  lényegesen gyengébb volt 
(4—15%-a az atrop in  ak tiv itásának), m íg a centrális hatásokban  (antioxotre- 
m orin, anti-arecolin) felü lm últa  az a tro p in  centrális h a tásá t anélkül, hogy 
pszihotom im etikus h a tás t fe jtene  ki (3). Nem volt azonban ism ert a te ráp iás 
hatása an tikolineszteráz m érgezésben, de a pontos térszerkezete és az akkori 
p repará tum ban  a sztereoizom erek aránya is ism eretlen volt.

Egy ilyen típusú  cen trálisán  ak tív  kolinolitikus vegyület, am ely nem  rendel
kezik pszihotom im etikus inkapacitáló  hatással, ideális an tido tum nak  tűnik , 
ezért az em líte tt vegyületeket részletes v izsgálatnak ve te ttü k  alá. V izsgálafa- 
inkban azokra a kérdésekre kerestük  a választ, hogy m ilyen védőhatással ren 
delkezik antikolineszteráz m érgezésben, m i az optim ális te ráp iás dózis, m ilyen 
a hatás időprofilja, a sztereoizom erek közül m elyik a  hatásos és az egyes, a 
kolinolitikus ha tásra  jellemző param éterek  m u ta tnak -e  összefüggést a védőha
tással. K özlem ényünkben ezekről az eredm ényekről szám olunk be.

A nyagok

K ísérleteinkben LATI szárm azású CELP törzsű, 20—25 g súlyú nőstény egereket, 
CFY törzsű 160—299 g súlyú hím  patkányokat, valam in t sa já t tenyészetű, vegyes- 
nem ű tengerim alacokat használtunk:
Az alkalm azott vegyületek:

— atropin szulfát (Ph. Hg. VIII)
— benactyzin (EGIS)
— dexetim id (Tremblex, Janssen)
— diazepam  (KGy)
— 2—PAM.Cl (Bosnalijek, Sarajevo)
— oxotrem orin-sesquifum arat (LOBA-Chemie)
— 3h —quinuclid in il-banzilát (QNB) (A m ersham ): spec. akt. 1 ,1 ,5 5 .1 0 1 2  Bq/mmol
— H l—6 (piridinium —1—) (4—karbonil piridinio) metoxi (metil) -
— 2—(hidroxiim inom etil)diklorid (prof. Nádor)
— szomán (pinakolil-m etilfoszfono-fluoridát)
— Vx (O—etil S—2—diizopropil am inoetil metilfoszfonotiolát)
— N—1199 (2—dim etilam ino-biciklo) (3.3.1.) nonán—9—01—benzilá t (prof. Nádor)
— 3H-k"olinklorid (Amersham) spec, akt.: 2,9.1012 Bq/mmol

Az N—1199 szintézise során négy sztereoizomer képződhet. A gyakorlatban azonban 
csak három  alakul ki. A szerkezet leírása úgy történik, hogy gyűrűn lévő szubszti- 
tuensek helyzetét adjuk meg a gyűrű síkjához viszonyítva. A 2-es szénatom on lévő 
—N(—CH:ú2, va lam in t a 9-es szénatom on lévő —OH csoportok ha a gyűrű sík ja  
felett vannak  crval, ha a gyűrű sík ja  a la tt vannak ß-val jelö ljük  (a vegyértékvonal 
szaggatottan ábrázolva).
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A vegyületek összetételének és szerkezetének igazolása elem analízissel (CNH), 
infravörös spektroszkópiával (IR) és proton mágneses rezonanciam éréssel (NMR) 
történt.

A továbbiakban az izom erek jelölésére az alábbi kódszám okat vezettük  be:
2 a 9 ß  =  N—1199/a 
2 a 9 a =  N—1199/b 
2 ß  9 a =  N—1199/c

Az egyik sztereoizomer, a 2 a  9 ß  szerkezetét az 1. ábra m utatja .

1. ábra: A 2—dimetil-amino-biciiklo [3.3.1.] nonan—9—01-benzilát 
2 a 9 ß  sztereo izm erjének (N—1199/a) szerkezete

A term ékek sósavas só form ában kerülnek kikristályosításra, am elynek mól tö
mege 429,97

M ódszerek

1. K olinolitikus hatás vizsgálata
a) Egyesúlyi állandó (pA2) m eghatározása tengerim alac ileum  longitudinális 

izmán
A Schild  (4) által leírt módszerrel, oxotrem orint „egyszeri dózis” m ódszerrel alkal

mazva IO*8 — 10*5 mol/1 dózisban, 5—5 párhuzam os méréssel. A pA2 értéké t A run- 
lakshana és Schild  (5) által le írt módon szám ítottuk.

b) R eceptor kötési v iz s g á la to k é —QNB-vel
A pH 7,4 foszfát pufferben homogenizált patkányagy striátum ot ^corpus striatum ), 

amely 220—250 ng/m l fehérjé t ta rta lm az (6) a  vizsgált kohnoU tikum m al és 3H— 
QNB-vel 60 percig inkubáltnk. A hom ogenátot W hatm an GF/C szűrőn szűrtük, szá
ríto ttuk  és ak tiv itásá t Beckm an LS 6800 tip. folyadék-scintillációs készüléken m ér
tük. A nem -specifikus kötést 1 umol/1 atropin  jelenlétében határoztuk  meg. A K d 
disszociációs á llandó é rték é t a  B ennett á lta l le írt m ódszerrel határoztuk  meg (7).

c) A cetil-kolin (ACh) felszabadulás viszgálata
A fcarbogén gázzal telített, én k o lin -M o rid o t tartalm azó K rebs-oldatban szerv

edényben felfüggesztve 45 percig inkubáltuk  a tengerim alac ileum  longitudinális 
izmát, miközben folyam atosan elektrom os mező ingerlést alkalm aztunk szupram axi- 
m ális négyszög im pulzusokkal (lOV/cm, 1 ms, 0,3 Hz). Ezután 10'6 mol/1 hem ikoli- 
nium —3-at tarta lm azó  K rebs-o ldatta l perfundáltuk . (1 ml/perc/1 órán át, m aid 3 
percenként a  perfúziós oldato t felfogtuk.) Ezekből 1 ml-es m in tákat vettünk, 
melyeknek m eghatároztuk rad ioak tiv itását folyadék-scintillációs m érőberendezésen.
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A m érés során  két sorozat elektromos im pulzust alkalm aztunk az ACh felszaba
dulás k iváltására  (10 V/cm, 1 ms, 2 Hz 90 sec-ig) a  kolinolitikum  hozzáadása előtt 
és után. A kolinolitikum  hozzáadása előtt gyűjtö tt frakciók ak tiv itásának  összege 
(SÍ) szolgál viszonyítási é rtékként annak m eghatározására, hogy a kolinolitikum ok 
hogyan befolyásolják az ACh felszadadulást (S2). Az S2/S1 értékét a kontrollm érések- 
ben (KoiinolitiKum nélkül) kapott S2/S l-értékhez viszonyítva kapjuk, hogy ehhez v i
szonyítva a kolinolitikum  hogyan befolyásolja a preszinpatikus receptoron az ACh 
felszabadulást (8).

2. ln  vivo vizsgálatok
a) Toxicitás m eghatározása
A mérgező anyagokból 1%-os propilén-glikolos oldatot, m ajd abból naponta  fizi

ológiás sóoldattal készítettünk m unkaoldatot. A mérgező anyagot bőr a lá  adtuk. 
Égy-egy csoportban 10—10 á lla t volt. Az elhu llást 24 órán á t figyeltük. Az LD50 
értéket probit m ódszerrel szám ítottuk  (9). A kolinolitikumofcat in traperitoneálisan  
alkalm aztuk desztillált vizes oldatban.

b) A védőhatás (protekciós index) és a m axim ális effektiv dózis (MED) m egha
tározása:

A kolinolitikum ból 20 u m ol/kg-ot adtunk patkányoknak 200 ^m ol/kg 2—PAM. Cl-al 
vagy 200 ^m ol/kg H l 6-tal ip., m ajd ezt követően azonnal a mérgező anyagokat a 
nyak bőre alá. Az antikonvulzánst (diazepam) ip. adtuk 1 mg,'kg dózisban külön fecs
kendőből közvetlenül a mérgezés után. Az elhullást 24 órán á t figyeltük és ebből 
m eghatároztuk a mérgező anyag LD5f) értékét, A védőhatás jellem zésére a protekciós 
indexet (Pl) alkalm aztuk

p _  kezelt m érgezett állatok LD.-0 értéke 
m érgezett állatok LD5n értéke

A M ED-érték m eghatározását egereken végeztük. A 200 //mol/kg 2—PAM -m al 
egvütt adtuk a kolinolitikum ot 5, 10, 20, 30 és 40 ,ajm.ol/íkg dózisban ip. és Vx-szel 
mérgezve határoztuk  meg a P l-értéke t.

c) A védőhatás időprofiljának m eghatározása
Egereken vizsgáltuk a P l-é rték e t úgy, hogy a Vx mérgezés előtt azonnal, illetve 

7, 15, 60 és 120 perccel előbb adtuk a kolinolitikum ot 20 ^m ol/kg dózisban, m ajd a 
m érgezést megelőzően 1 perccel a 200 ^m ol/kg 2 —PAM-ot.

E redm ények

Az egyensúlyi állandó (pA2) értéké t tengerim alac ileum  hosszanti izm án, az 
oxotrem orin  á ltal k ivá lto tt izom kontrakciókból, illetve annak  kolinolitikum ok- 
kal tö rténő  gátlásából szám ítottuk. E lsőként m eghatároztuk  a k ivá ltha tó  k on t
rakció a m axim um ának 50% -ához szükséges oxotrem orin  koncentráció t a 
kolinolitikum ok különböző koncentráció ja m ellett (0—1 //mol/I). Az ebből le
szárm aztato tt értékeket [lg (DR—1)] a kolinolitikum  függvényének logarit
m usában ábrázolva egy egyenest kapunk, am elynek az x értéke a y = 0  helyen 
éppen a keresett pA 2 é rték e t ad ja (2. ábra). Az ábrázolt értékekből lineáris 
regressziószám ítással határozzuk  meg a függvény konstansokat (1. táblázat).

Az összefüggést leíró függvény: 
lg (DR—1) =  lg K2—npA 2
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1. táb lá za t

pA2
Hill-szám

A ntagonista (n)

a trop in 0,94 9,14
N—1199/a 1,03 8,89
N—1199/b 0,79 7,10

M uszkarin antagonisták pA ? és H ill-szám  (n) értékei tengeri
malac ileum  hosszanti izm án oxotrem orinnal vizsgálva

Míg az a tro p in ra  és az N—1199/a jelű  sztereoizom erre kapo tt értékek  közel 
állnak egym áshoz, az N—1199/b vegyület pA2 és Hill-szám értékek  jelentősen 
e ltérnek  ettől, jelezve, hogy ez utóbbi vegyület kolinolitikus tu la jdonsága je 
lentősen e ltér az előző két vegyületétől.

A ------ A  A T R O r /N
y= 0 ,9 4  p A  + 8 ,5 9

o ____ O 'V - 1 1 9 9 /a
Y  = 1 ,0 3  p A  + 9 ,1 6

B ------■  N -  1 1 9 9 / b
y= 0,79 pAi- 5,59

i----------r
- 7 0  ~9 - 0  - 7  - C  - 5

L g [ A N T A G  O N  I S T A ]  m a  l / L

p A z  = 9 ,1 4

p A 2 = 8, 89

P AZ =  7,1

2. ábra: A z  a tropin, N—1199/a és N—1199/b sztereoizomerek 
antim uszkarin  hatásvizsgálata során  tengerim alac 

ileum  longitudinális izmán kapott eredm ények 
Schield ábrázolása 

Agonista: oxotrem orin

A receptor kötési v izsgálatokban a tricium m al jelö lt QNB-vel 60 percig in- 
kubált agyhom ogenáthoz kö tö tt 3H—QNB aktiv itása ad ja a receptorhoz (spe
cifikus) és az azt kísérő fehérjékhez kö tö tt (nem specifikus) QNB m ennyisé
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gét. A receptorokat telítő  1 /^mol/l a trop in  je len létében  a QNB a nem  specifi
kus helyekhez kötődik. Ennek érték é t m inden vizsgálatnál le kell vonni a 
m ért aktivitásból, így m egkapjuk  a specifikusan (receptorhoz) kö tö tt QNB 
értékét.

Az agyhom ogenáthoz hozzáadott vizsgált kolinolitikum  koncentráció játó l és 
a receptorhoz való affin itásátó l függően leszorítja a receptorról a QNB-t, így 
annak  csak egy hányada kötődik a receptorhoz (B). A kolinolitikum  nélkül 
m ért specifikus kötés B max és a különböző koncentráció jú  kolinolitikum  je 
lenlétében m ért kötés (B) értékeiből képzett hányados logaritm usának  értékét 
a kolinolitikum  koncentráció [L] logaritm usának  függvényében ábrázolva egye
nest kapunk, am elynek x  értéke az y = 0  helyen éppen a kerese tt K d értéket 
ad ja (3. ábra).
Ezt az összefüggést leíró egyenlet:

B

lg " b -------------0  m a x

A fenti függvény bal oldala akkor 0, ha a kolinolitikum  je lenlétében kö tött 
QNB éppen a fele a m axim álisan kötődő m ennyiségnek (B max ).

A m érésekben kapott értékekkel ábrázolt függvényt a 3. áb rán  tü n te ttü k
fel.

=  n lg  [L] -  l g k D

-1 1 -10 ■9 ~ 6  - 7
Lg [ANTAOON/STAJrnoL/L

3. abra. Az atropin és az N—1199 sztereoizomer keverék disszociációs állandóinak 
(Kd ) m eghatározása "H—QNB patkány striá tum  m uszkarin receptorhoz való

kötődése alapján
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A szám ításokból a disszociációs állandó értéke az a trop in ra  9,8-nak, az 
N—1199 sztereoizom er keverékre 8,8-nak adódott, m íg a görbék m eredekségét 
m egadó Hill-szám  az előzőeknek m egfelelően 0,93 illetve 0,91.

T ek in tettel arra , hogy igen kevés koliolitikum ról á llt rendelkezésünkre adat 
az ACh felszabadulásra gyakorolt hatásukró l elvégeztük több vegyület vizs
g á la tá t is, de ezek közül csak a k ísérle tünkben  é rin te tt vegyületek ad a ta it 
tü n te ttü k  fel összehasonlítás végett a 2. táblázatban. Egy-egy ada t 3 m érés á t
laga. A kolinolitikum ok koncentráció ja 10"8 mol/1 volt.

2. táblázat

K olinolitikum Sa/Si
ACh felszabadulás

változás %

kontroll 0,74 _
atrop in 1,17 58,6
N—1199/a 0,99 33,7
N—1199/b 0,97 31,7
benactyzin 0,99 33,7
dexetim id 1,17 58,6

K olinolitikus vegyületek hatása az ACh felszabadulásra  
A  felszabadult frakciók aránya és a felszabadulás-változás °/o~ban kifejezve*

A  vizsgált kolinolitikum ok kivétel nélkül fokozták az ACh felszabadulását 
32—59% -kal. Hasonló m értékű  növekedést ta lá ltu n k  néhány  kolinolitikus h a 
tással nem rendelkező vegyületnél is. Például a diazepam  30,4; a M ydeton 
46,6% -kal növelte meg az ACh felszabadulását am elyeket a táb lázatban  nem 
tü n te ttü n k  fel.

A toxicitás vizsgálatok azt m uta tták , hogy az N—1199 m indhárom  sztereo- 
izom ereje az atropinhoz képest jóval tox ikusabb  úgy a patkányon, m ind az 
egéren vizsgálva, de különösen tox ikusak  a b és c jelű  izom erek. A letális dó
zist kapott állatok 10 percen belül elpusztu lnak és m egfigyelés alap ján  úgy 
tűnik , hogy légzésbénulás lép fel.

A toxicitási görbék m eredekek, am iből a rra  lehet következtetni, hogy a tox i
kus célpont egy target, vagy nagyon kevés elemből áll. A toxicitási adatok a
3. táblázatban  szerepelnek.

Egy-egy adat 3 m érés átlaga 1(H mol/1 kolinolitikum  koncentrációnál
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3. táblázat

Hím egér Hím patkány

Vegyület LD50 /rmol/kg 

(±  95% konf.)

m eredek
ség 

probit 
lg dózis

LD50 ^mol/kg 

(±  95% konf.)

m eredek
ség

probit 
lg dózis

N— 1199/a 149,5 (141— 158) 19,7 129,1 (122— 136) 18,8
N— 1199/b 32,9 ( 29— 36) 13,1 27,3 ( 25— 30) 15,3
N— 1199/c 

atropin*
38,2 ( 35— 42) 15,4 34,4 ( 31— 39) 

736’
10,9

I  Ti •
atropin LD50 irodalmi adat

Az IV— 1199 sztereo izom erjeinek toxicitása egéren és patkányon ip. adva

A védőhatást patkányokon teszte ltük ; 20 //m ol/kg kolinolitikum ot 200 
wmol/kg reak tiv á to rra l együtt adva a Vx, illetve szom annal tö rté n t m érgezést 
közvetlenül megelőzően. Az eredm ényeket a 4. és 5. táblázatok  foglalják össze.

4. táblázat

Kezelés
Vx LD 50 pg/kg  

'95%-os konfidencia
határokkal)

Meredekség 
Probit 
lg dózis

Protekciós index 
pT=LD50 kezelt 

LD50 kezeletlen

— 25,4 (23,1—27,8) 10,2 —

2-PAM 39,0 (34,5—44,1) 7,5 1,53
atropin 57,8 (49,4—67,9) 6,9 2,27

N— 1199/a 53,2 (43,8—66,6) 7,0 2,1
N— 1199/b 24,9 (22,0—28,2) 9,8 0,98
N— 1199/c 25,1 (22,8—27,6) 10,9 0,99

atropin +  2-PA M 165 (104— 261) 2,3 6,5
N— 1199/a +  2-PAM 469(333— 662) 3,4 18,5
dexetimid + 2-PA M 686 (403— 1165) 2,2 27,0

benaktizyn + 2-PA M 496(344—  716) 3,1 19,5

atropin +2-PAM +diazepam 724 ( 558— 939) 4,5 28,5
N—1199/a + 2-PAM diazepam 518 ( 372— 719) 3,8 20,4

dexetimid + 2-PAM + diazepam 1588(1114— 2265) 3,8 62,5
benaktizyn + 2-PAM + diazepam 688 ( 550— 859) 5,2 27,1

Kolinclitikumok védőhatása reaktivátorral és antikonvulzánssal kombinálva 
. Vx mérgezésben, patkányon
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5. táblázat

Kezelés
Szomán LD50 /ug/kg 

(95% konf. határ)

Meredekség 
probit 
lg dózis

Protekciós
index
(Pl)

_ 85 ( 77— 99) 13,4 _
atropin +2—PAM 122 (104—  142) 9,4 1,4

atropin + H I—6 228 (205— 251) 12,1 2,7
N— 1199/a +2—PAM 128 (114— 140) 15,0 1,5
W— 1199/a + H I—6+ 308 (220— 413) 4,6 3,6
N— 1199/a + H I—6+ + 493 (320— 1608) 5,9 5,8

+ Hl—6200 ^mol/kg 
++ Hl—6400 //mol/kg

Kolinolitikumok és reaktivátorok kombinációjának védőhatása 
szomán mérgezésben, patkányon

Az N—1199 izomerek közül csak az a jelzésű védett, a m ásik kettő  h a tás ta 
lan volt, am elyek egyébként lényegesen toxikusabbak  is voltak, m in t az a je 
lű. Az atrop in  és az N—1199/a közel azonos védőhatással rendelkeznek önm a
gukban, m integy kétszeresére em elve a Vx LD50 értékét. A védőhatást m utató  
vegyületek ném ileg csökkentik a görbe m eredekségét, míg a hatásta lanok  azt 
sem befolyásolják.

A ko lino litikum -reak tivátor kom binált kezelés atrop in  esetén közel három 
szor, N—1199/a esetén közel kilencszer hatásosabb, m in t az egyszerű kezelés. 
A hatások  nem  összegeződnek, hanem  sokszorozódnak. A leghatékonyabb a 
dexetim id-reak tivá to r kezelés.

A kettős kom binált kezelést követően adott diazepam  jelentősen megnöveli 
a védőhatást három  vegyületnél. A diazepam  kedvező hatása  az atrop in  kezelés
nél jelentkezik  a legm arkánsabban  (több m in t négyszeres a növekedés), míg az 
N—1199 a-nál ez igen csekély (1,1 szeres). Összességében a legjobb h a tást a 
hárm as kezelésben is a dexitim id  szolgáltatta.

Szomán m érgezésben a kom binált kezelés 2—PAM -m al m in t reak tiv á to rra l 
alig biztosít ném i védőhatást és nincs különbség a két kolinolitikum  között 
sem. R eak tiváto rkén t H l—6-os (200 /<mol/kg) alkalm azva a védelem  valam ivel 
jobb, különösen ha nagyobb dózisban (400 «m ol/kg adjuk. A görbék m eredek
sége az N—1199 a — H l—6 kom bináció kivételével a kezeletlen szomán m érg e
zésben kapo tt igen m eredek görbéhez hasonlóak.

A védőhatás-vizsgálatokban a kolinolitikum okat az összehasonlíthatóság m i
a tt egységesen 20 //mól kg dózisban szoktuk adni, am ely azonban nem  az opti
mális dózis. Az ennek m eghatározására irányuló  kísérletek eredm ényeit a 6. 
táblázatban  és a  4. ábrán  m utatjuk .
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6. táblázat

K olinolitikum
K olinolitikum /onol/kg

5 • 10 20 30 40

protekciós index

N—1199/a 3,4 10,1 19,4 25,4 11,2
atropin 2,2 3,3 7,8 12,1 9,5

A  különböző dózisú N—1199,1a és atropin, valam int 200 ^m o l/kg  2—PAM  
védőhatása (Pl) V x-sze l m érgezett egereken

4. ábra: A  200 ^m ol/kg 2—PA M -m al adott kolinolitikum ok védőhatása Vx 
mérgezésben a dózis függvényében egéren vizsgálva
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Az adatokból k itűnik, hogy az optim ális, a m axim álisan  effektiv  dózis 30 
/(.mol/kg körül van  m indkét kolinolitikum nál, de jelentős különbség van  a ha
tásban. A 4. áráról leolvasható, hogy 10—30 //m ol/kg között az N—1199/a ki
sebb dózisokban hatékonyabb, m in t az a trop in , de az optim um  u tán  növelve a 
dózist a hatás gyorsabban csökken, m in t az atrop innál.

A leghatásosabbak a kolinolitikum ok, ha a m érgezést megelőzően kerü ltek  
beadásra 5— 10 perccel, de még viszonylag jó védelm et n y ú jta n ak  ak k o r is, ha 
120 perccel korábban  m ár b e ju tta ttu k  a szervezetbe. Az időprofil görbéről a 
dózis görbéhez hasonlóan az olvasható le, hogy az N—1199/a hatásosabb, m in t 
az atrop in  bárm ely  vizsgált időpontban (7. táblázat, 5. ábra).

7. táblázat

A beadás időpontja a m érgezés
K olinolitikum előtti percekben

0 7 15 60 1 2 0

protekciós index (Pl)

N—1199/a 8,24 19,2 10,9 7,8 4,6
atrop in 3,7 6,9 7,7 4,6 3,8

A  m érgezés előtt különböző időpontokban beadott 20 um ol/kg  kolinolitikum , 
valam int a m érgezést előtt 1 perccel adott 20 um ol/kg  2—PAM  védőhatása  

(protekciós index) V x  m érgezésben, egereken
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L — T — — ” h — - — -r ------------- i-----------------t—  ■

20 K-O SO 80 100 120 PEKC

5. ábra: A mérgezés előtt 1 perccel beadott 200 /.tmol/kg 2—PAM, 
valam int a mérgezés előtt különböző időpontokban beadott 20 ^m ol/kg 

kolinolitikum  védőhatása (Pl) a kezelés és mérgezés között eltelt idő függvényében

A reak tiv á to rt (2—PAM) a m érgezést megelőzően ad tuk 1 perccel, m ivel 
korábbi k ísérletünkben azt tapasztaltuk , hogy a mérgezés előtt 60 perccel ko
rábban  adott a tro p in —2—PAM szinte alig védett. Ism ert, hogy a 2—PAM 
igen gyorsan ü rü l ki a szervezetből és 60 perc u tán  reak tiváto r hatás m ár 
nem m uta tha tó  ki.

Megbeszélés

A  g likolsav-észterek a kolinolitikum oknak egyiik jelentős csoporját alkotják. 
Ebbe a csoportba ta rtoznak  olyan vegyületek, m in t például a benaetyzin, dit- 
ran, am elyek kolineszterázbénító  m érgezésben hatékonyabb antidotum ok, m int 
az atropin. De ebbe a csoportba ta rtoznak  a quinuklid inol különbözőképpen 
szusztituált glikolsav-észterei is, am elyek közül a BZ-nek nevezett vegyület 
m érgező harcanyagként — m int pszihotom im etikum  — rendszeresítésére is ke
rü lt egyes hadseregekben. A BZ, m ásnéven QNB a m uszkarinerg  receptorokhoz 
legjobban kötődő an tagonisták  egyike, receptor-kötési v izsgálatokban használt 
referencia vegyület is. A glikolsav-észterek teh á t lehetnek igen jó an tido tu 
mok is. bizonyos fa jta  (OF) m érgezésekben, de a központi idegrendszeri h a 
tásukon keresztül cselekvésképtelenséget okozó m érgező harcanyagok is.

A kolinolitikus és inkapacitáló  hatások a kém iai szerkezetüknek a függvénye 
(14). Az észtert alkotó glikolsav, illetve az am ino- vagy im inoalkohol egyarán t 
m eghatározó m indkét fa jta  tu lajdonság kia lakulásában  (2 ).
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Az N—1199 m olekula glikolsav része számos hatásos vegyület szerkezetéből 
ism ert difenil szárm azék, míg az am inoalkohol-részt alkotó biciklikus vegyület 
új, g likolátokban eddig nem  alkalm azo tt kom ponens.

A glikolsav difenil szárm azékokkal képzett észterek erős centrális pszihoto- 
m im etikus és antikolinerg  hatású  vegyületek. Az am ino- (imino-) alkoholok 
közül a heterociklikus vegyületek  rendelkeznek a legerősebb centrális hatás
sal (quinuklidinol, piperidinol), míg az alifások gyengébbek. Nincs tapasz ta la t 
az N—1199-ben is szereplő ciklikus am ino-alkoholokkal képzett glikolátokkail, 
m ilyen ezek biológiai, azaz pszihotom im etikus és kolinolitikus ak tiv itása. Ez 
utóbbi a la tt főleg az antikolinészteráz-m érgezésben k ife jte tt védőhatást é rtjük .

Ism ert, hogy számos vegyület biológiai ak tiv itása az úgynevezett optikai izo- 
m etriával jellem zett térszerkezettő l is függ. (Jobbra vagy balra  fo rga tja  a po
láris fény síkját). Mivel a vizsgált m olekulánk aszim m etrikus szénatom ot nem  
tartalm az, optikai izom etriával nem  kell számolni. A biciklikus am ino-alkohol 
gyűrű jén  lévő szubsztituensek a gyűrű  síkja felett és a la tt is elhelyezkedhetnek 
(1. ábra), így különböző térszerkezetű  izom erek a laku lha tnak  ki. A szintézis so
rán  4 eltérő térszerkezetű  m olekula képződhet, am elyeket részben a szintézis 
egyes lépéseiben, részben utólagosan, esetleg fiziko-kém iai m ódszerekkel szét 
lehet választani. Az egyes izom erek lehetséges szerkezetére az NMR spektrum  
eltolódásából lehet következtetni.

A biológiai vizsgálatok (védőhatás, toxicitás, pA 2-érték  stb.) azt m uta tták , 
hogy az 1. ábrán  fe ltü n te te tt szerkezetű m olekula — a 2 a 9ß — a biológiailag 
aktív, kevésbé toxikus és védőhatással rendelkezik. Ez a szerkezet az, am ely 
a receptorhoz tud  kapcsolódni, nincs térbeli gátlása. A szerkezetből feltételez
hető, hogy a 2ß 9ß szerkezetű, elenyésző m ennyiségben képződő izom er sem 
hatásos, a m ásik kettő, vizsgált izom errel egyetem ben. A hatásos 2a 9ß izomer 
m integy 15 % -ban  képződik.

A m olekula kolinolitikus hatásának  m eghatározására irányuló in v itro  vizs
gálatok eredm ényeinek m egítélése m a még nem  egységes, az azokból levonha
tó következtetések nem  egyértelm űek (12, 13). Ezekből az adatokból nem  le
het egyértelm űen következtetn i például a vegyület várha tó  te ráp iás hatására 
kolineszteráz-bénító m érgezésben vagy centrális inkapacitáló  hatására . A koli
nolitikus hatások h iánya viszont a védőhatás h iányára is utal. Ilyen hatás pl. a 
tengerim alac ileum hosszanti izm án m ért pAa érték. T apasztalatok szerint, ha 
a m ért pA 2< 7 , a vegyület nem  rendelkezik védőhatással, de szám szerű értéke 
nem m u ta t szoros összefüggést a hatással. Az atrop in t m in t referencia vegyüle- 
te t használtuk. Ehhez viszonyítva az N—1199/a ném ileg gyengébb an ti ACh ha
tást m u ta t (2. ábra, 1. táblázat), de nem  olyan m értékben  m in t azt György és 
munkatársai  k im érték  (3). A görbék m eredekségét m egadó Hill-szám  1-hez kö
zeli értéke azt jelzi, hogy a  vizsgált vegyület kom petitiv  antagonista a recep
toron, és egy receptorhelyhez egy m olekula kapcsolódik. Az N—1199/b pA2 ér
téke és H ill-szám a a rra  utal, hogy a vegyület nem  tek in the tő  igazi m uszkari- 
nerg antagonistának.

Az agyhom ogenáton végzett vizsgálatokból hasonló következetetés vonható 
le, noha az an trop in  és az N—1199 izomerelegy K D értéke között nagyobb a 
különbség, m in t a pA 2 értékeknél volt. Ehhez figyelem be kell venni, hogy a k í
sérletben alkalm azott izom erkeverékben az ak tívnak  m utatkozó N— 1199/a 
m integy 15 % -ban  van jelen, és ha a koncentrációt ennek figyelem bevételével 
korrigáljuk  a különbség m ár lényegesen kisebb lesz (3. ábra).

A kolinolitiikumok A C h-felszabadulásra gyakorolt hatásából sem lehet levon
ni olyan következtetést, am ely a védőhatásra utalna. K orábbi vizsgálatok azt
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m u ta tták  (10), hogy az atrop in  megnöveli az ACh kibocsátását az idegvégződé
seken, mivel feltételezések szerin t részben fokozza az ACh szintézisét, részben 
gátolja a visszacsatolást a preszinaptikus receptorokon (11). Mivel ez a szabá
lyozás egyfajta — feltehetően a posztszinaptikus receptorhoz hasonló — re
ceptoron játszódik le, várha tó  lenne, hogy az egyes an tagonisták  itt is úgy v i
selkednek, m in t a posztszinaptikus receptoron. V izsgálataink az t m uta tták , 
hogy a potens kolinolitikum ok és a csekély biológiai hatást felm utató  N—1199/b 
sztereoizom er közel azonos m értékű  A Ch-felszabadulás növekedést eredm é
nyeznek (2. táblázat). Ebből a rra  lehet következtetni, hogy az ism ert receptor- 
ligand kölcsönhatás nem érvényes a p reszinaptikus receptorra, vagy m ás ténye
zők is szerepet játszanak.

Az N—1199 izom erek toxikusabbak, m int az atropin, különösen a  nagyon 
gyenge kolinolitikus, de védő hatást nem  m utató  sztereoizom erek. A hatásos 
izomer toxicitása (LD50 130—150 urnol/kg) elfogadható, azaz a leghatásosabb 
dózis (30 /zmol/kg) messze a toxikus dózis a la tt van. Érdekes jelenség, hogy a 
jóval toxikusabb izom erek kolinolitikus és védőhatást nem  m uta tnak  (3 tá b lá 
zat), am iből a rra  lehet következtetni, hogy a toxikus hatás nem  a kolinerg rend
szer zavarában  jelentkezik. A toxicitási görbék m eredeksége azt m uta tja , hogy 
igen szűk a dózistartom ány, am elyen belül a letális hatás bekövetkezik. Ez a r
ra utal, hogy az elsődleges biológiai kölcsönhatás vagy behatás — és az utolsó 
fiziológiás tö rténés (például: a légzőközpont bénulása) között kevés láncszem 
van.

A kolinolitikum ok önm agukban általában  kétszeresére em elik a mérgező- 
anyagok LD50 értékét, de az egyes vegyületekre kapott protekoiós indexek alig 
különböznek egym ástól (4. táblázat), ezért az önm agában való alkalm azás nem 
alkalm as a kolinotikum ok összehasonlító vizsgálatára. Az N—1199/a izomer az 
atropinhoz hasonló védőhatást m u ta to tt, míg a b és c izom erek nem  védtek, 
ezért k izártuk  a további vizsgálatokból.

A reak tiváto rok  és kolinolitikum ok gyenge védőhatása együttes alkalm azás
nál többszörösére em elkedik. Az N—1199/a az atrop in t messze m eghaladó vé
dőhatást m u ta t 2—PAM -m al kom binálva. Hasonló hatást m u ta t a rokon szer
kezetű (glikolát-észter) benactyzin is, de ezeket is felü lm úlja a dexetim id M a
gyarországon T rem blex néven van forgalom ban) — 2—PAM -kombináoió (4. 
táblázat).

A kolineszteráz reak tiváto rok  teráp iás hatása csak részben hozható összefüg
gésbe a reaktiválóhatással, egyéb farm akológiai hatások is fellépnek, am elyek 
még nagyrészt nem  tisztázottak. Nem tud juk , hogy mi az oka annak, hogy az 
önm agában kissé jobb hatású  atrop in  (PI =  2,27) a 2—PAM -mal gyengébb te 
rápiás hatást ad (PI =  6,5), m int az önm agában ném ileg gyengébb N—1199/a 
(PI =  2,1) ugyancsak a 2—PAM -mal kom binálva (PI=18,5). A 2—PAM reak ti
váló hatásá t m indkét esetben azonos effek tiv itásúnak  kell feltételezni, teh á t itt 
nem  a reaktiváló  hatás az, ami iényegesen jav ít a teráp iás hatásban.

A kolino litikum -reak tivátor kezelést az antikonvulzáns diazepám m al kiegé
szítve még tovább fokozható a teráp iás hatás, kivéve az N—1199/a-t, ahol m ár 
csekély a védőhatás növekedése. F e lve tő d ik  az lehetőség , hogy  az N — 1199/a 
re n d e lk e z ik  a n tik o n v u lzá n s  hatással önm agában  is, e zér t a d ia zepám  m ár n em  
so ka t ja v í t  a hatásán. Ez esetben m ár az önm agában tö rténő  alkalm azásnál is 
kellene jelentkeznie az antikonvulzív protekciós hatásnak.

K étségtelen, az N—1199/a-val kezelt állatok nyugodtabbak m in t az atropino- 
zottak, de a protekciós index értékében  nem m utatkozik  ez az antikonvulzív 
hatás.
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Szomán m érgezésben m ár nem  tapasztalható  különbség a 2—PAM -m al kom 
binált atropin , valam in t az N— 1199/a kezelés eredm ényében, és a protekciós 
index 1,5 körüli csupán. A 2—PAM helyett H l—6 -ot alkalm azva nagyobb dó
zisban (400 /.ímol/'kg) valam ivel kedvezőbb a kép, de ez az eredm ény sem tú l
zottan  biztató (5. sz. táblázat).

A szomán mérgezés gyógyszeres kezelésének csekély hatásosságában az já t
szik szerepet elsősorban, hogy a szom ánnal foszforilált kolineszteráz egy úgyne
vezett öregedési fo lyam atban  reak tivá lha ta tlanná  válik. Az öregedési folyam at 
szom ánnál néhány  perc a la tt bekövetkezik így a rek tivá to rnak  nagyon csekély 
a reaktiváló  hatása, de nem  tapasztalható  az a  kedvező egyéb farm akológiai 
hatás sem, m in t am i például a V x m érgezésben k im utatható .

A kísérletekben kapo tt eredm ények önkényesen választo tt körülm ények kö
zött születtek, figyelm en kívül hagyva az egyes farm akonok speciális sajátossá
gait, m int például a hatás fellépésének időpontja, tartóssága, a szervezetben 
tö rténő  eloszlás, m etabolizm us, kiürülés, az optim ális dózis stb. Ily módon az 
azonos param éterek  az egyes vegyületek op tim um ára nézve mégsem azonosak, 
tehát az összehasonlítás nem  tükrözi a  vegyület valós értékeit.

Ezt igazolják a m axim ális effek tiv  dózis m eghatározása során kapo tt m érési 
eredm ények is (4. ábra). Ügy az atropinnak, m in t az N— 1199/a-nak a leghaté
konyabb dózisa 30 /.ímol/ikg; 40 /tm ol/kg-nál m ár alig jobb az N—1199/a m int 
az atrop in  és a görbe m enetét 50 /./.mol/kg-ra ex trapolálva valószínű, hogy az 
atrop in  m ár felü lm úlja az N—1199/a hatását. Az is leolvasható a görbék m ene
téből, hogy 5—30 //mól; kg dózis között az N—1199/a az a trop innál kisebb 
m ennyiségben is hatékonyabb m int az atropin. Ennek, különösen a farm akon- 
nak a szervezetből való k iürülés szakaszában van  jelentősége. Az atrop in  
m ennyiségét növelve egy bizonyos dózishatár u tán  m ár nem nő a védőhatás, 
de elég hosszú szakaszon közel azonos értéke t m utat. Az N—1199/a-nál a 
m axim ális védőhatást biztosító dózis u tán  még tovább növelve a dózist a vé
dőhatás h irte len  csökkenni kezd, és egy bizonyos érték  fele tt m ár nem  véd. A 
védőhatás csökkenésében valószínű a kolinolitikum  sa já t toxicitása is szerepet 
játszik.

H asonlóan eltérő a két kolinolitikum  védőhatás időpontja is (5. ábra). Azt 
vizsgálva, hogy a mérgezés előtt beadva a kolinolitikum ot m ennyi ideig véd, 
azt tapasztaltuk , hogy az N—1199/a akkor a leghatékonyabb, ha a m érgezést 
5— 10 perccel megelőzően kerül a szervezetbe ip úton. Az a trop innál inkább a 
10— 15 perc tűn ik  optim álisnak. Míg az N —1199/a-nál az optim ális időpont
ban kiugróan magas a védőhatás a többi időponthoz képest, az atrop innál az 
optim um  u tán  hosszú időn keresztül alig csökken a hatás.

A két vegyület közeli pA2 értékei azt m uta tják , hogy a kolinolitikum -recep- 
tor kölcsönhatás hasonló sebességgel já tszódhat le m indkét vegyületnél, ezért 
az N—1199/a szűk időintervallum ú kiugró hatása feltehetően inkább farm ako- 
k inetikai hatásokkal hozható összefüggésbe.

M indenesetre ism ételten b izonyított az N —1199/a atrop innál kedvezőbb vé
dőhatása, m ivel a 0 — 1 2 0  perc időintervallum ban bárm elyik  időpontban a m ér
gezés előtt adva jobban  véd, m int az atropin.

A  v iz sg á la to k  e re d m é n y e it összegezve  m eg á lla p íth a tju k , hogy a z N — 1199/a 
je lű  g liko lsa v -é sz te r  az a trop inná l, a fo sz fo rsa v -é sz te r  m érg ezésb en  leg e lte r jed 
teb b en  a lk a lm a zo tt k o lin o li tu k u s  v e g y ü le tn é l hatásosabb  a n tid o tu m  V x m érg e 
zésben. S zo m á n  m érg ezésb en  csak a Hl— 6 rea k tivá to rra l va ló  ko m b in á c ió b a n  
m u ta t jo b b  véd ő h a tá s t. M eg jeg yzen d ő , hogy  az N — 1199 in  v itro  v izsg á la to kb a n  
n em  érte  el a z a tro p in  hatását.
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A z előzetes vizsgálatok azt is igazolták, hogy a vegyiilet pszihotomimetikus ha
tása gyenge, ezért számba jöhet m in t  a kolineszteráz mérgezések hatásos a n t i-  
doíuma, esetleges kardiovaszkuláris és légzésdegresszív hatás kísérletes elem
zése után.

K öszönetnyilvánítás: Ezúton is köszönetét m ondunk dr. prof. Nádor K árolynak az 
általa rendelkezésünkre bocsátott vegyületekért, azok analitikai vizsgálataiért.
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Lt. Col. L. Máté, I. Wolf ,  Cs. Szalai, A. Töröcsik:

A NEW CHOLINOLYTIC COMPOUND FOR TREATMENT OF INTOXICATIONS 
BY CHOLINESTERASE INHIBITORS

The authors investigated some in v itro  properties of a new cholinolytic compound — 
glycolate ester coded as N—1199/e. g. pA2, receptor binding and so on 'and  ist p ro 
tective effect in Vx and Soman intoxications. I t has been found th a t th e  in v itro  
properties of the new  compound are not so expressed than  th a t of the an trop ine but 
its protective efficiency is significantly higher than the  atrop ine effect.

FIojjnojiKoBHUK HHsK. JJ. Mare, M. Bo.ibtp, lI. Cajian, A . TepeuuK:

HOBOE XOJIHHOJIHTHHECKOE COEflHHEHHE ßJIJi JIEHEHHR OTPABJIEHHH 
HHITiEHTOPOM XOJIHH3CTEPA3bI

A BTopbi H ccjiegoBajm  HCKOTopMe in v itro  CBOHCTB3 (H anpm uep  pA2, p e p e m o p H o e  CBJObiBauHe h 
t. n .)  HOBoro xojiHHOJiHTHnecKoro coegHHeHiix — acJiHp niHKOJiaTa nog KogoBbiM Ha3BaHHeM 
N—1199 h 3aipnTHbiM ocJx^eKT e r o  n p a  OTpaBJiemiax V, h 3 om3hom. Emjio ycraHOBJieHO, hto 
xojiHHOJurrHMecKne cBOHCTBa paH H oro coegHHeHHX in vitro HeMHoro O TcraioT ot Tafciix cboüctb 
aT pom iH a, HO B OTpaBJICHMXX HHI HÖKTOpaMU XOJIHH3CTepa3bI (Vx, 3oM aH ) e r o  3(JxJ)eKTIIBII0CTb 
3HaHHTejibHO npeB biu iaeT  geöcTBHe aTponHHa.


