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Kauzalni terapie akutnich otrav NPL

Objev vysoce toxickych organofosforovych slou-
¢enin pfed témér 50 lety vedl rychle k jejich masové
vyrobé za ucelem vyroby chemickych zbrani urce-
nych k ni¢eni zive sily ve valeéném konfliktu. Navic
se stejné latky, které byly zafazeny mezi nervové
paralytické latky (NPL) staly teréem zajmu pro sily
terorismu, jak ukazaly nedavné utoky teroristd proti
civilnimu obyvatelstvu v Japonsku (21). ,

V okamziku, kdy zacaly byt NPL vyrabény jako
naplfi pro chemickou munici, za¢alo i hledani ucin-
nych forem ochrany pfed jejich Gc€inky. Vice nez
40lety vyzkum mechanismu G¢inku NPL a projeva
poskozeni zdravi po akutni expozici témito latkami
na teplokrevnych organismech umoznil vyvoj kau-
zalni antidotni terapie, ktera zasahuje pfimo do
zakladniho mechanismu u¢inku NPL - ireverzibilni
inhibice acetylcholinesterazy (AChE, EC 3.1.1.7)
s naslednou akumulaci acetylcholinu (ACh) vedou-
ci ke generalizované hyperstimulaci cholinergnich
receptor( v perifernim i centralnim nervovém systé-
mu (2, 20).

Zakladni antidotni terapie akutni intoxikace NPL
se sklada ze dvou skupin antidot:

- anticholinergik, antagonisti ACh, eliminujicich
Gc¢inek ACh na cholinergnich receptorech a

— reaktivatord AChE, nazyvanych podle své che-
micke struktury oximy, které obnovuji aktivitu
NPL - inhibované AChE (6).

Piestoze je tato terapie zaméfena pfimo proti
vlastnimu toxickemu G¢&inku NPL, neni vZdy dosta-
te¢né ucginna. Existuji NPL, jejichz toxicita je touto
antidotni terapii obtizné a &asto nedostate¢né eli-
minovana. Za vibec nejobtiZzn&ji lé¢itelnou otravu
NPL je povazovana otrava somanem (pinakolyl-
methylfluorfosfonat) (3, 16, 18, 25). Za pfi¢inu ne-
dostateéného ucinku antidotni terapie je povaZova-
na piedevsim: :

— rychla dealkylace NPL kovalentné& vazané na
AChE (v anglosaske literatuie se ¢ast&ji pouziva
pojem ,starnuti* - aging), ktera znemoziiuje re-
aktivaci NPL - inhibované AChE, a

— postupné uvolfiovani NPL z depotnich mist,
které vede k reinhibici jiz jednou reaktivované
AChE v pozdéjsich fazich akutni intoxikace (6,
7, 15).

Nejéasté&ji se snaha o zvy3eni efektu antidotni
terapie akutnich intoxikaci NPL dosud ubirala
cestou vyvoje novych reaktivatori AChE. Protoze

se klasické reaktivatory cholinesteraz (pralidoxim,
obidoxim) ukazaly jako prakticky neu&inné pfi expe-
rimentalnich terapiich akutnich intoxikaci obtizné
lecitelnymi NPL, zacala byt po¢atkem 80. let inten-
zivné zkoumana jina skupina reaktivatord AChE -
asymetrické bispyridiniové oximy, nazvana podle
svého objevitele prof. Hagedorna ,H-oximy,“ nebot
se zdala byt ucinné&jsi v terapii akutnich intoxikaci
NPL nez dosud pouZivané oximy (4, 19, 24).

Nejvice sledovanym H-oximem se bezesporu
stal oxim HI-6, ktery je toho &asu povazovan za
dosud nejucinngjsi reaktivator AChE pro terapii
akutnich intoxikaci NPL, zvlasté somanem (16, 18,
24, 25). Zda se, ze se na terapeutickém efektu
oximu HI-6 uplatiuji vedle reaktivace inhibované
AChE i dal8i, sekundarni antidotni efekty, jako je
ganglium blokujici a antimuskarinovy uéinek nebo
pfimy farmakologicky uéinek vedouci k restauraci
NPL - indukované periferni &i centralni deprese
respirace a cirkulace (24, 28). Pfes vySe uvedeny
rozsah pozitivhich zasaht oximu HI-6 do mecha-
nismu G¢inku NPL neni terapeuticky efekt ani
tohoto reaktivatoru AChE v kombinaci s anticho-
linergikem uspokojivy, zviasté pfi terapii akutni
otravy somanem (4, 18, 24).

Vedle vyvoje kauzalnich a funkénich antidot jsou
proto hledany i jing, alternativni pfistupy ke
zvySovani efektu antidotni 1€¢by akutnich intoxikaci
NPL. Jednim z té&chto pfistupd je vyzkum
slou¢enin, které by eliminovaly NPL - indukovanou
hyperstimulaci cholinergniho nervového systému
mechanismem odliSnym od reaktivace AChE nebo
které by ovlivnily rychlost dealkylace NPL kova-
lentné vazané na AChE, a tak prodlouzily efekt
viastnich reaktivatori AChE.

Neoximové bispyridiniové slouéeniny

K jedné ze skupin takovych latek patii i bispyridi-
niové slou¢eniny neobsahujici oximovou skupinu.
Nejvice studovanou latkou této skupiny potencial-
nich léciv otrav NPL je SAD-128 (latka Il, obr. 1).
Pfi studiu a¢inkd SAD-128 se ukazalo, Ze tato latka
mulzZe pfispét k efektu antidotni terapie otrav NPL
diky ochrané aktivniho centra AChE pfed zasa-
hem NPL cestou reverzibilni inhibice tohoto enzymu
(1, 26), diky zpomaleni dealkylace NPL kovalentn&
vazané na AChE cestou alosterické modifikace
aktivniho centra AChE, diky blokadé iontovych
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LATKA  KODOVE SUBSTITUENTY
OZNACENT R1 R2 R3
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n SAD-128 18u H -CHy-0-CH -
m HS-8 H CONH; -CH3-0-CH,-

v P85 1By H -(CHy) g-
v 0s-21 CH,y H -CHz-0-CH,-
v 0s-22 E H ~CHy-0-CH,-

Obr. 1 Chemické4 struktura neoximovych bispyridiniovych
sloucenin

kanali nikotinovych receptort (1, 27) a kone&né
diky urychleni oximem indukované reaktivace inhi-
bované AChE (11). Ochranny G¢inek SAD-128 vici
AChE je zfejmé spojen se strukturalnimi zmé&nami
aktivniho mista enzymu a zménami viskozity
membrany, na kterou je AChE vazana (26). Navic
se ukazalo, ze SAD-128 je schopen snizit maxi-
malni vazebnou kapacitu muskarinovych receptort
diky hydrofobnim substituentim v poloze 4 a 4' na
pyridiniovém kruhu (17).

Sam o sobé& SAD-128 pfili§ pribé&h akutni intoxi-
kace NPL neovlivnil, at' uz byl podan preventivné, &i
nasledné. Zasah SAD-128 do cholinergniho pfeno-
su nervového vzruchu se pozitivhé projevil jediné
v kombinaci s klasickou antidotni terapii (5, 10). By-
lo prokazano, ze SAD-128 muze signifikantné zvy-
it HI-6 - indukovanou reaktivaci somanem inhibo-
vané AChE v lidském svalu (5). Stejny efekt vsak
nebyl pozorovan u svalu potkana, a to zfejmé pro-
to, Ze ve svalu potkana probiha dealkylace soma-
nem inhibované AChE pomaleji nez u ¢&lovéka a
oxim HI-6 nema tak ztizené podminky k reaktivaci
somanem inhibované AChE jako u &lovéka (29).

SAD-128 mize tedy podle nékterych autorii v ur-
¢itych pfipadech zvysit reaktivaéni efekt oxima, ale
sam o sob& neni nijak u¢innym antidotem proti
akutni otravé NPL. Bispyridiniovych slou¢enin neo-
ximového typu bylo pfipraveno vice (latka |, 1lI-VI,
viz obr. 1.) (14, 22 ), ale Zadna z nich neprokazala
lepsi efekt nez SAD-128 (14). Byl také in vitro
experimentalné ovéfovan protektivni Gc¢inek téchto
latek na inhibici AChE karbamaty (22).

Kvarterni amoniové alkylujici slouéeniny

Dal$im zplsobem, jak zmirnit negativni disledky
rychlé dealkylace NPL inhibovane AChE pro efekt

antidotni terapie, je nalézt latku schopnou realkylo-
vat fosfonatovy iont dealkylovaného komplexu
NPL-AChE. Takovou latku se dosud nepodafilo
objevit, ale pfi jejim hledani bylo zjisténo, Zze nékte-
ré sloudeniny patfici mezi kvarterni amoniové
alkylujici slou€eniny mohou alespori signifikantné
dealkylaci NPL kovalentné vazané na AChE
zpomalit. Patfi mezi né pfedevsim latky VII a VI
(obr. 2) (8).
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Obr. 2 Chemické struktura kvarternich amoniovych alkylujicich
slouéenin

V pfipadé& otravy somanem nasleduje rychle po
fosfonylaci serinového hydroxylu aktivniho centra
AChE ztrata pinakolylové skupiny zanechavaijici
fosfonatovy aniont pfipoutany k enzymu. Fosfona-
tovy aniont je nepfistupny nukleofilnimu ataku oxi-
mem na rozdil od neutralniho esteru, a proto ne-
mlze byt oddélen od aktivniho centra AChE.
Schopnost zpomalit dealkylaci (ztratu pinakolylové
skupiny) somanu kovalentné vazaného na AChE
vySe uvedenymi slou¢eninami byla testovana in
vitro na erytrocytech potkana. Ze srovnani efektu
oximu 2-PAM na somanem inhibovanou erytrocy-
tarni AChE za pfitomnosti a bez pfitomnosti testo-
vanych latek vyplyva, Ze obé& kvarterni amoninové
alkylujici slou€eniny signifikantné snizuji rychlostni
konstantu dealkylace somanu kovalentné vazaného
na AChE, a zvy3uji tak reaktiva¢ni ucinnost pouzi-
tého oximu 2-PAM (hladina vyznamnosti p < 0,005
v pfipadé latky VII, p < 0,001 v piipadé latky VIII)
(8).

Neni dosud jasné, jakym mechanismem tyto
latky dealkylaci NPL kovalentné& vazané na AChE
zpomaluji. Pfedpoklada se, Zze mohou plisobit alo-
sterickym efektem na fosfonylovany enzym, kterym
blokuji aktivaéni funkci imidazolové skupiny v bliz-
kosti serinového hydroxylu, a tak znemozni nasled-
nou kyselou katalyzu procesu dealkylace. Zpoma-
leni procesu dealkylace NPL kovalentné& vazané na
AChE poskytne potom vice ¢asu pro reaktivaci
NPL - inhibované AChE. To znamena, Ze prakticky
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vyznam mohou mit tyto slouéeniny pouze v pfipadé
jejich profylaktického podani kombinovaného s na-
slednou klasickou antidotni terapii. Samy o sobé by
byly véi toxicité NPL neuginné.

Naftylvinyl pyridiny

Tieti skupinou latek, které byly sledovany za
Gcelem jejich vyuziti pro antidotni terapii akutnich
otrav NPL, jsou derivaty naftylvinyl pyridinu. Dlvo-
dem pro jejich zkoumani bylo zjisténi, Ze nékteré
latky z této skupiny jsou schopny inhibovat enzym
cholinacetyltransferazu (ChAT, EC 2.3.1.6), ktery
zajistuje syntézu ACh, coz by mohlo vést ke zmir-
néni ,endogenni intoxikace acetylcholinem®, ktera
se rozhodujici mérou podili na rozvoji akutni intoxi-
kace NPL. Navic se nékteré derivaty naftylvinyl
pyridinu vyznacuji schopnosti zpomalit pribéh
dealkylace NPL kovalentné vazané na AChE
podobné jako vySe zminéné kvarterni amoniové
alkylujici slou¢eniny (9, 13).

Nejslibn&jsimi latkami ve smyslu signifikantniho
ovlivnéni antidotni terapie akutnich otrav NPL se
ukazaly latky I1X, X a XI (obr. 3) (9).

LATKA SUBSTITUENTY
R4 RS
X H / N N'—CH,-CH,-OH

X H
xi H —Cn—cu,
xi OCH4 W

Obr. 3 Chemicka struktura naftyivinyl pyridind

V3echny tfi sloudeniny byly testovany proti NPL
sarinu a somanu. Byl zkouman jejich vliv na uéinek
klasické antidotni terapie akutni intoxikace NPL in
vivo na mysich a mor&atech. V pfipadé intoxikace
my$i somanem Zzadna z testovanych latek signifi-
kantné neovlivnila efekt antidotni terapie (atropin

sulfat + 2-PAM), zato v pfipadé l|é¢ené akutni
intoxikace mys&i sarinem signifikantné zvysila efekt
antidot (atropin sulfat + 2-PAM), které byly po-
davany 10 minut pfed intoxikaci, latka IX (vzestup
indexu ucinnosti z 1,22 na 1,66) a latka Xl (vzestup
indexu ucinnosti z 1,22 na 1,74). Pfitom naftylvinyl
pyridiny byly podavany sou¢asné s antidoty. Jediné
latka X nevedla k signifikantnimu zlep$eni efektu
antidotni terapie otravy sarinem (9).

V pfipadé testovani efektu vyse uvedenych slou-
¢enin na ucinnost lé€by akutni intoxikace somanem
u moréat byly ucinné vSechny tfi slouceniny, avsak
pouze v piipadé, ze vedle antidot (atropin sulfat +
2-PAM), podanych 10 nimut pfed intoxikaci, byl k
le¢bé piidan pyridostigmin (30 minut pied intoxi-
kaci). Naftylvinyl pyridiny byly podavany spole¢né
s pyridostigminem. Pfidani latky IX k Ié¢bé& vedlo ke
zvySeni indexu uc&innosti ze 7,63 na 14, pfidani
latky X ke zvy$eni indexu uéinnosti ze 7,63 na 19
a pfidani latky Xl dokonce ke zvySeni indexu udin-
nosti ze 7,63 na 31. Pfitom latka XI, ktera se uka-
zala v téchto experimentech jako neu¢inné&jsi, nevy-
kazuje zadnou inhibi¢ni aktivitu vii¢i ChAT. Latka X
je sice schopna inhibovat ChAT, ale tato inhibice
zase neni doprovazena odpovidajicim sniZzenim
hladiny ACh (13). Zda se tedy, Ze inhibice enzymu
ChAT neni tou pravou pfi¢inou pozitivniho zasahu
naftylvinyl pyridin( do akutni intoxikace NPL.

Nebyla prokazana ani spojitost mezi druhym
uvazovanym mechanismem uc&inku naftylvinyl pyri-
din( (zpomalenim procesu dealkylace NPL kova-
lentné vazané na AChE) a pozitivhim zasahem do
ucinku klasické antidotni terapie akutnich intoxikaci
NPL, nebot' nejefektivn&jsi derivat naftylvinyl pyridi-
nu ve smyslu zpomaleni procesu dealkylace NPL
kovalentn& vazané na AChE - latka Xl - nevykaza-
la u mysi Zadnou signifikantni ochranu pfed soma-
nem (9).

U latky Xl, ktera se jevila v pokusech na mor&a-
tech jako nejefektivn&jsi, byl navic zjistén efekt na
kalciové kanaly. Inhibice kalciovych kanall latkou XI,
doprovazena hypotenzi, pozorovana v pokusech
na ko¢kach (12) by také mohla pfispét k mecha-
nismu ochrany pied toxicitou NPL.

Vyzkum derivatd naftylvinyl pyridinu ukazal, Zze
v urgitych pfipadech sice mohou tyto slouceniny
pozitivn& ovlivnit ucinek antidotni l&éEby pfi terapii
akutnich intoxikaci NPL, ale pouze pfi profylakti-
ckém podani jak antidot, tak naftylvinyl pyriding.

Zavér

Kritické zhodnoceni vSech tfi testovanych skupin
latek (neoximové bispyridiniové slouceniny, kvarter-
ni amoniové alkylujici slou¢eniny, derivaty naftyl-
vinyl pyridinu) nas vede k zavéru, Ze ani jedna
z téchto slouéenin sama o sobé& nebude praktickym
pfinosem k |é¢ebné odsunovému zabezpedeni za-
sazenych NPL.
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Souhrn

V uvodni ¢&asti pfehledného Elanku je struéné
popsan vyvoj klasické antidotni terapie akutni
intoxikace nervové paralytickymi latkami a jeji sta-
vajici moznosti. Tato terapie je v dali ¢asti poje-
dnani srovnavana s moznostmi vyuziti jinych, z hle-
diska mechanismu ucinku odlinych latek, pro tera-
pii akutnich intoxikaci témito noxami - bispyridiniove
slouc¢eniny neobsahujici oximovou skupinu, kvar-
terni amoniové alkylujici slou¢eniny a derivaty
naftylvinyl pyridinu. Kritické zhodnoceni protektiv-
niho Uéinku téchto sloucenin vici toxicité NPL nas
vede k zavéru, Zze pfes urcité naznaky pozitivniho
vlivu na efekt klasické antidotni terapie neni jejich
praktické uplatnéni pfi 1é€ebné odsunovém zabez-
peceni zasazenych NPL pfilis realné.
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