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Souhrn

Nervove paralytické latky (NPL) patii mezi organofosforové inhibitory (OFI) acetylcholinesterasy
(AChE). Ptestoze je pouzivani vysoce toxickych OFI jako chemickych bojovych latek zakazano, byly tyto
latky v minulosti nékolikrat zneuzity. Z téchto divodu je vyvoj novych profylakticky ucinnych sloucenin
a terapie intoxikaci OFI stale aktualni. Poddnim béznych antidot (napf. oximovych reaktivatort)
profylakticky se nejen zvySuje odolnost organismu proti u¢inkiim NPL pfi o¢ekdvané intoxikaci, napt. pfi praci
v zamoreném prostiedi po teroristickém utoku, ale potencuje se i nasledna antidotni 1é€ba po expozici.
Farmakologické profylaxe se v soucasnosti da rozdélit na tii sméry — ochrana AChE pfed ireverzibilni
inhibici, profylaktické podani béznych antidot a pouziti tzv. bioscavengert nebo-li "vychytavaci" OFI.
Cilem predkladaného piehledového clanku je poukazat na souc¢asné trendy profylaxe a zaroven nastinit vyvoj
novych potencidlnich reverzibilnich inhibitori AChE, jako jsou napt. huperzin A ¢i akridinové derivaty.

Klicova slova: nervove paralyticke latky; profylakticka antidota; acetylcholinesterasa, takrin; huperzin A;
profylaxe

Summary

Nerve agents (NAs) belong to family of organophosphorus inhibitors (OPIs) of acetylcholinesterase
(AChE) enzyme. Although the use of highly toxic OPIs as chemical warfare agents is prohibited, they have
been misused several times and thus still represents an emerging threat. For these reasons, the development
of novel prophylactic agents and therapeutic intervention against NAs is still up-to-date and of high
importance. Prophylactic administration of antidotes not only increases body's resistance to the effects
of NAa, e.g. when operating at a contaminated environment after a terrorist attack, but also potentiates
the subsequent antidotal therapy after exposure. Currently, pharmacological prophylaxis can be delivered
either by protection of AChE against irreversible Inhibition, administration of commonly used antidotes
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in advance (i.e. oxime reactivators) or by the use of bioscavengers. The aim of the recent review is to highlight
the current trends in prophylaxis and outline breakthroughs in prophylaxis based on reversible cholinesterase
inhibitors like huperzine A or acridine derivatives.
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Uvod

o organické slouéeniny fosforu, které prostupuji do organismu v§emi branami vstupu, maji rychly nastup ucinku
a vysokou toxicitu. Jejich vyroba je pomérn¢ snadna i levna a jsou proto teoreticky vyuzitelné ve vojenské oblasti
nebo mohou byt zneuzity teroristickymi bunkami (Patocka J 2004).

Pocatky vyvoje NPL se datuji k 30. letim 20. stoleti, kdy v nacistickém Némecku v laboratofich firmy I. G.
Farben pracovala skupina vedena Dr. Gerhardem Schraderem, ktery v ramci vyzkumu novych insekticidi popsal
v roce 1935 vyznamné toxické ucinky u N,N-dimethylamidofosforylfluoridu. Timto objevem byla zahajena cesta
k syntéze fady toxickych organofosforovych sloucenin. Jednalo se o tabun, sarin, soman a pozdgji latku VX (Cabal J
a Bajgar J 1999; Kucera J 2004). NPL byly v minulosti opakované pouzity jak ve valecnych konfliktech, tak i proti
civilistim pfi teroristickych utocich. V roce 1988, v pribéhu Iracko-Iranské valky, zautocila letadla Irdku
chemickymi zbranémi na kurdské méstecko HalabdZa u hranic s franem. Sarin byl v tomto piipadé hlavni bojovou
chemickou latkou (Hurnik Z a Tuma P 2001). Mezi nejznamé;jsi teroristicky utok, pfi kterém byla zneuzita NPL,
patii sarinovy utok v tokijském metru v roce 1995 (Pitchamnn V 1999; Prymula P 2002). V roce 2013, v prubc¢hu
obcanské valky v Syrii doslo v Ghuté, na vychodnim predmésti Damasku, k chemickému ttoku, kde byl opét
zneuzit sarin (Pita R a Domingo J 2014). V soucasné dobé¢ jsou striktné zakdzany vyvoj, vyroba, skladovani a pouziti
chemickych zbrani, kam patii i NPL dle mezinarodni Umluvy o zékazu chemickych zbrani, kterou k dnesnimu
datu ratifikovalo celkem 192 statt (Patocka J 2014).

NPL se déli na dvé velké skupiny, které jsou obecné oznacovany jako G-latky a V-latky. Mezi G-latky patii
tabun (GA, O-ethyldimethylamidokyanofosfat), sarin (GB, O-isopropylmethylfluorofosfonat), cyklosarin (GF,
cyclohexylmethylfluorofosfonat) a soman (GD, O-pinakolylmethylfluorofosfonat; Obr. 1). Jedna se o bezbarvé
kapaliny bez vyraznéjsiho zapachu, relativn¢ rozpustné ve vodé a dobie v organickych rozpoustédlech. Je pro n¢
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Obrazek 1. Chemické struktury latek typu G a V.
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charakteristicka vysoka tékavost. Zamoteni terénu bez ztraty toxicity trva 12 - 24 hodin. V-latky patii také mezi
bezbarvé kapaliny bez vyraznéjsiho zapachu, ale na rozdil od G-latek jsou ve vodé Spatné rozpustné, v organickych
rozpoustédlech a tucich jsou rozpustné dobie. Maji velmi nizkou tékavost a v terénu perzistuji tydny az mésice.
Mezi zastupce této skupiny patii latka VX (O-ethyl-S-(2-diisopropyl-aminoethyl)-methylthiofosfonat) a rusky
analog této latky VR (O-isobutyl-S-(2-diethylaminoethyl)-methylthiofosfonat; Obr. 1) (Patocka J 2004).

Je nutno uvést, ze slouceniny velice podobné struktury se pouzivaji v primyslu jako zmékcovadla, hydraulické
kapaliny, zpomalovace hoteni u elektrickych zafizeni, nebo ve veterinarni ¢i humanni mediciné jako 1é¢iva (Gupta
RC 2009).

vvvvv

dostupné jako napt. malathion, pirimiphos-methyl, chlorpyrifos-methyl aj. (Obr. 2). Tyto latky vykazuji niz$i toxicitu
nez NPL v dusledku strukturalnich rozdili mezi hmyzi a savéi AChE (Tab. 1) (Worek F et al. 2004). K otravam
s nasledkem tmrti pak vétSinou dochazi pfi nesetrné manipulaci nebo pii sebevrazednych pokusech.

Tabulka 1. Hodnoty LDs, vybranych NPL a insekticidi podané p.o. laboratornim potkanim.

Latka LD;, (mg/kg), p.o.
tabun 3,6
sarin 0,7¢
soman 0,42
VX 0,2¢
VR 1,4°
malathion 1400-2800°
pirimiphos-methyl 2100°
chlorpyrifos-methyl 1700-2100°

@ (Misik J et al. 2015b), ® (Shelton K a Luper Ch 2010)
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Obrazek 2. Priklady chemickych struktur nékterych insekticidu.

Mechanismus toxického uc¢inku NPL spociva v ireverzibilni inhibici enzymu AChE (E.C. 3.1.1.7). Inhibici
AChE dochazi k ovlivnéni cholinergniho ptenosu, kdy se kumuluje neuromediator acetylcholin (ACh)
na nervovych synapsich. ACh je syntetizovan z cholinu, ktery je nasledné acetylovan pomoci enzymu
cholinacetyltransferasy (ChAT, E.C. 2.3.1.6). Pfi pfenosu vzruchu (nervového, nervosvalového) dochazi k vazbé
ACh na pfislusny cholinergni receptor. Po navazani na receptor je ACh za fyziologickych podminek ihned
rozkladan prostrednictvim katalytického plisobeni AChE. Ireverzibilni inhibice AChE vede ke kumulaci ACh
v presynaptické §térbing€, coz ma za nasledek nadmérnou stimulaci cholinergnich receptorti. Toto nadmérné
drazdéni cholinergnich receptori je hlavni ptfi¢inou pfiznaka akutni otravy NPL (Obr. 3), kterou Ize rovnéz
charakterizovat jako akutni cholinergni krizi, projevujici se muskarinovymi, nikotinovymi a centralnimi pfiznaky
(Bajgar J et al. 2007; Worek F et al. 2008).
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Obrazek 3. Mechanismus t¢inku NPL.
Legenda: ptenos nervového vzruchu: H , rozklad ACh pomoci AChE: ', inhibice AChE: A

Zakladem terapie intoxikaci NPL je antidotni terapie, sestavajici z podavani funkcnich antidot (anticholinergik)
spolu s kauzalnimi antidoty (reaktivatory AChE). Anticholinergika zabranuji u¢inkiim nahromadéné¢ho ACh
na cholinergnich receptorech. Nejpouzivangjsim 1é¢ivou latkou z této skupiny je atropin. Atropin blokuje ucinek
ACh na perifernich muskarinovych receptorech, ale je malo u¢inny na nikotinovych receptorech a $patné pronika
pfes hematoencefalickou bariéru (HEB) (Cong X et al. 2019). Reaktivatory AChE maji schopnost obnovovat
(reaktivovat) aktivitu AChE inhibované NPL (Obr. 4). Mezi nejzndméjsi pouzivané reaktivatory patii pralidoxim,
trimedoxim, obidoxim a asoxim (HI-6) (Obr. 5). Vzhledem k rychlosti u¢inku a vysoké toxicit¢ NPL nabyvaji
na vyznamu ochranna a preventivni opatieni s cilem zabranit priniku noxy do organismu (Patocka J 2004). V Armadé
Ceské republiky (ACR) se zajistuje ochrana prostiedky individualni ochrany, dekontaminaci postizené kiize
a farmakologickou profylaxi (Bajgar J 2004).
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Obrazek 4. Schéma obnoveni ¢innosti AChE pomoci pralidoximu (2-PAM). Ser203 je aminokyselina tvofici zaklad tzv.
katalytické triady. Spole¢nd s Glu202 a His447 tvoii funkéni jednotku AChE. Cislovani aminokyselin odpovida lidské AChE.
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Obrazek 5. Chemické struktury nejpouzivanéjsich reaktivatorit AChE.

Soucasna farmakologicka profylaxe

Profylaxe by m¢la byt dostupna vzdy tam, kde se predpoklada expozice NPL. V praxi nachazi praktické
uplatnéni pyridostigmin bromid (dale jen pyridostigmin). Jedna se o karbamatovy inhibitor AChE, ktery se uz pies
vice nez 50 let soub&ézné pouziva k 1é¢bé onemocnéni myasthenia gravis. Roku 1991, ve valce v Perském zalivu,
byl pyridostigmin podavan vojaktim jako ochrana proti piipadné expozici NPL. O nékolik let pozdéji byla tato
latka schvalena americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) jako profylaktikum proti intoxikaci
somanem. Z nékolika jiz diive publikovanych studii bylo prokazano, ze tento inhibitor AChE je uc¢inny pouze
v kombinaci s naslednou antidotni 1é¢bou (Patocka J 2004; Lorke DE a Petroianu GA 2019).

V dnesni dobé je pyridostigmin Siroce pouzivan jako profylaktikum ve vét§iné€ vyspélych armad svéta (¢lenské
staty NATO). Jeho vyhodou je, Ze neovlivituje bojové schopnosti vojakl. Jako nevyhoda se uvadi jeho nedostatec¢na
profylakticka ucinnosti proti NPL, souvisejici s jeho snizenou prostupnosti pies hematoencefalickou bariéru (HEB)
(Patocka J 2004).

V ACR je pyridostigmin soucésti piipravku PANPAL, ktery se sklada z tablety A (benaktyzin 0,8 mg
a trihexyfenidyl 0,6 mg) a z tablety B (pyridostigmin bromid 35 mg) (Obr. 6). Benaktyzin a trihexyfenidyl jsou
anticholinergni latky s pfevahou ptsobeni v CNS, jsou tak schopné mirnit nezadouci ucinky pyridostigminu
a soucasné potencovat jeho profylakticky efekt. Dalsim profylaktickym pfipravkem je TRANSANT s obsahem
oximu HI-6 (0,8 g). Jedna se o dv¢ transdermalni naplasti, ze kterych se HI-6 vstiebava pres kiizi po dobu az § hodin.
Kombinace PANPALU a TRANSANTU (obr. 7) vede k potenciaci profylaxe a v soucasnosti se jedna o nejlépe
validované profylaktické prostiedky proti NPL (Patocka J 2004).
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Obrazek 6. Chemicka struktura latek obsazenych v PANPALU.
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Obrazek 7. Profylaktika PANPAL a TRANSANT. Prevzato z BAJGAR, Jifi. sciencedirect.com [online]. [cit. 26.4.2019].
Dostupny na WWW: https://www.sciencedirect.com/book/9780124160477/nerve-agents-poisoning-and-its-treatment-in-
schematic-figures-and-tables

Nové piistupy k profylaxi otrav NPL

Profylaktické podani reverzibilnich inhibitort AChE na bazi karbamata Casto vede k vyskytu ¢etnych nezadoucich
ucinku, které jsou nasledkem docasné inhibice AChE. Jedna se o projevy, jako napf. slinéni, bronchialni sekrece, mioza,
ties atd. Vyskyt téchto nezadoucich Gcinkl smétuje vyzkum k novym potencialnim reverzibilnim inhibitoraim AChE
se strukturou odlisujici se od karbamati. Prikladem mutize byt alkaloid huperzin A (Hup-A) (Watts P a Wilkinson 1977).

Hup-A (Obr. 8), seskviterpenovy alkaloid izolovany z Vrance pilovitého (Huperzia serrata, Lycopodiaceae)
(Obr. 9), je tcinny, reverzibilni inhibitor AChE. V minulosti byla tato rostlina pouzivana v ¢inské medicing
pri hore¢natych stavech a v terapii zanétu (Patocka J 1998). V soucasnosti je Hup-A schvalenym 1é¢ivem pro 1écbu
Alzheimerovy choroby v Cing. V USA je uzivan pouze jako nootropikum (Lallement G et al. 2002)

Studie z roku 1996 provadéna na mysich a opicich premedikovanych Hup-A, které byly nasledné vystaveny
ptsobeni 1,3 LDy, somanu, uvadi, Ze Hup-A je slibné antidotum a profylaktikum proti otravam somanem,
s predpokladem ptisobeni proti jinym NPL (Ashani Y et al. 1996). Dalsi studie na morcatech (Lallement G et al.
2001a, 2001b) rovnéz prokazala profylaktickou tcinnost Hup-A proti somanu, kdy Hup-A redukoval ¢etnost vyskytu
zachvati, neuropatologickych zmén za soucasného snizeni mortality. Premedikace Hup-A v davce 0,5 mg/kg i.p.
zcela zabranila zachvatiim a zajistila pfeziti v§ech zvitat v prib&hu 24 hodin po expozici 1,5 LD;, somanem.
Vysetteni postmortem ukazalo, ze hipokampus ztstal neposSkozen. Studie rovnéz naznacila, Zze Hup-A je vhodnym
profylaktikem s G€inkem v perifernim i centralnim kompartmentu.

V dalsich studiich stejné védecké skupiny byla porovnavana profylakticka uc¢innost mezi pyridostigminem,
fyzostigminem a Hup-A pii intoxikaci somanem u morcat a opic. Béhem experimentu byla davka somanu potfebna
k vyvolani kie¢i a zachvati 1,55krat vyssi u opic premedikovanych Hup-A ve srovnani se skupinami, kterym byly
aplikovany karbamaty. Hup-A se navic vyznacuje snadnym pranikem pies HEB, ¢imz dosahuje vEtsi protektivni
ucinnosti ve srovnani s pyridostigminem. Komplex Hup-A-AChE je pomérné dlouhodobé¢ stabilni v porovnani
s ostatnimi komplexy tvorenymi AChE a karbamaty (napf. pyridostigmin, fyzostigmin) (Damar U et al. 2017). Toto
do zna¢né miry koresponduje i s relativné kratkodobym plasmatickym polocasem pyridostigminu (t,, = 23-85 min,
psi, i.v. aplikace) oproti Hup-A (t,,, = 716 min, lidé, p.o. aplikace) (Li YX et al. 2007; Baker PR et al. 1978).
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huperzin A

Obrazek 8. Chemicka struktura Hup-A.
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Obrazek 9. Huperzia serrata. Pfevzato z Obrazek 9: TIGERENTE. wikidata.org [online]. [cit. 26.4.2019].
Dostupny na WWW: https://www.wikidata.org/wiki/Q1044073#/media/File:Huperzia_selago.jpg

Mezi dalsi potencidlni profylaktika patii tetrahydroakridinové derivaty (Obr. 10). Zakladni molekulou této
skupiny je takrin (THA). Jedna se o tricyklicky primarni amin, ktery byl syntetizovan uz roku 1945 jako sloucenina
s moznymi antibakterialnimi vlastnostmi (Adrien A 1945). Nasledné experimenty ukazaly, ze THA patii mezi
velmi Géinné inhibitory cholinesteras (Edith H 1961; Shaw FH a Bentley G 1949) a muze tak byt pouzit jako
prokognitivum u lidi trpicich Alzheimerovou chorobou (Summers WK et al. 1986; Becker R et al. 1988). Pozdé&ji
si THA ziskal pozornost i jako potencialni profylaktikum proti otravé organofosforovymi slou¢eninami (Bajgar et
al. 1984). Ve studii z roku 1994 byl THA testovan in vitro a in vivo, kdy byl potvrzen nejen jeho inhibi¢ni u¢inek
vuci AChE, ale i zajimava profylakticka uc¢innost. Tento fakt byl podpofen celkovou redukei tzv. zestarlé AChE.
Proces starnuti AChE je chemicka reakce, pii které dochazi k dealkylaci, popt. deaminaci komplexu AChE-NPL.
Takto zménény komplex jiz nemlze podléhat reaktivaci (Patocka J 2004). Vysledky in vivo experimenti poukazaly
na moznost snizeni letality somanu u kralikd premedikovanych THA i atropinem (Fricke FR et al. 1994). Galli
a Mori predlozili studii, ve které byl podavan THA jak s atropinem, tak i bez tohoto antimuskarinika, u mysi v modelu
intoxikace diisopropyl fluorofosfatem (DFP). Vysledkem bylo snizeni letalniho u¢inku DFP. Prokazali také, ze THA
chrani centralni AChE pfed inhibici O-etyl-S-[2-dimetylaminoetyl|metylfosfonothioatem (Galli A a Mori F 1991).

Ve studii publikované roku 1989 byla prezentovana distribuce THA (3,2 mg/kg, i.p.) do mozku mysi, kde bylo
dosazeno vyssi koncentrace 1é¢iva (2,5 pM) ve srovnani s plazmou (0,3 pM) po 20 minutach od aplikace (Nielsen
JA et al. 1989). Tento fakt dokazuje, ze THA je primarné centralné pisobicim inhibitorem AChE. Vedle toho autofi
studie prokazali negativni u¢inky THA na chovani u mysi, které se vyskytly uz pfi podani 3,2 mg/kg takrinu a pfi
vyssich davkach (5,6, 17,8 a 32 mg/kg) doslo k vyraznému poklesu pohybové aktivity. Kromé téchto vedlejsich
priznakt se THA vyznacuje zejména hepatotoxicitou, coz byl jeden z hlavnich diivodi vedoucich k jeho stazeni
z trhu (Lagadic-Gossmann D et al. 1998; Galisteo M et al. 2000; McEneny-King A et al. 2017).

7-Metoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin (7-MEOTA) je strukturnim analogem takrinu. Jedna se také
o reverzibilni inhibitor AChE, avSak oproti THA se vyznacuje podstatné niz$i toxicitou (Tab. 2) (Dejmek L 1990).
Rozdilnost v toxicité¢ mezi THA a 7-MEOTA je dana odliSnym metabolismem obou sloucenin (Soukup O et al. 2013).
V ACR se pouziva jako antidotum proti psychicky zneschopiiujici latce 3-chinuklidyl benzylatu (Misik J et al. 2015a).

Tabulka 2. Porovnani akutni toxicity mezi 7-MEOTA a THA.

7-MEOTA THA
AKutni toxicita
mysi potkani mysi potkani
LDy, (i.m.) 125 mg/kg 258 mg/kg 29 mg/kg 34 mg/kg
LDs (p.o.) - 53 mg/kg - 103 mg/kg

6-Chlorotakrin (6-Cl-takrin) je dalsi slouceninou vykazujici potencialni profylakticky ucinek. Jedna se o vysoce
selektivni a uc¢inny inhibitor AChE. Z nedavno publikované studie (Kassa J a Korabecny J 2017) bylo prokazano,
ze 6-Cl-takrin poskytuje ochranu organismu pied intoxikaci somanem u mysi. Dale bylo zji§téno, Ze je tento
inhibitor u¢innéjsi a méngé toxicky nez bézn¢ pouzivany karbamat pyridostigmin (Tab. 3) (Kassa J et al. 2017).
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Tabulka 3. Profylakticky efekt reversibilnich inhibitordt AChE vuéi LDy, somanu u mysi.

Profylaxe LDs, (mg/kg) = 95% CL Protektivni index*

- 49,5 (34,0-72,1)

pyridostigmin 47,0 (39,3-78,1) 0,95

6-Cl-takrin 67,3 (58,5-75,7) 1,36

* hodnota LDs, somanu u mysi, kterym bylo podano profylaktikum/hodnota LD, somanu u mysi bez profylaxe.

NH, NH, NH,
@@Q /OC@Q J@@Q
/ ~ =
N N cl N

THA 7-MEOTA 6-Cl-takrin

Obrazek 10. Chemické struktury tetrahydroakridinovych inhibitora AChE.

Na zaklad¢ vyse uvedenych informaci o inhibi¢nim Gc¢inku takrinovych derivatt, byly syntetizovany nové
hybridni slouceniny, kombinujici ve své struktufe fragmenty 7-MEOTA a donepezilu. Donepezil je strukturné
odlisny inhibitor AChE s relativné nizkou toxicitou, ktery prokazal pfiznivé G€inky na kognitivni funkce u pacientti
s Alzheimerovou chorobou (Knowles J 2006). Jako 1é¢ivo pro lidi trpici touto nemoci byl schvalen FDA roku 1996
(Sugimoto et al. 2000; Valis M et al. 2017). Slouceniny na bazi donepezil/takrinu mohou byt rozdéleny podle
cilového mechanismu ucinku na selektivni inhibitory AChE, neselektivni inhibitory AChE, inhibitory agregace
AP, _4, inhibitory BACE-1, latky s antioxida¢nimi vlastnostmi atd. (Ismaili L et al. 2017; Unzeta M et al. 2016).

Donepezil/takrinové latky 1 (7-metoxy-N-(2-{4-[(3-metylfenyl)metyl]piperazin-1-yl}etyl)-1,2,3,4-tetra-
hydroakridin-9-amintrihydrochlorid) a 2 N-(2-{4-[(3-bromfenyl)metyl]piperazin-1-yl}etyl)-7-metoxy-1,2,3,4-
tetrahydroakridin-9-amintrihydrochlorid) (Obr. 11) patii do skupiny neselektivnich inhibitordt AChE. Kinetické
studie s AChE potvrdily, Ze jsou tyto slouceniny schopné vazby jak do katalytického tak i do periferniho aniontového
mista enzymu (Korabecny J et al. 2014). Experimenty provadéné in vivo a ex vivo poukazaly na schopnost téchto
sloucenin inhibovat nikotinové a muskarinové cholinergni receptory a tim snizovat vliv nadmérné stimulace
cholinergniho receptoru béhem otravy organofosfatem (Sepsova V et al. 2015). Obé struktury mohou tak byt
povazovany za potenicalni kandidaty pii 1écbé Alzheimerovy choroby (Korabecny J et al. 2014) i vyuzitelné proti
otravam NPL (Misik et al. 2015).
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Obrazek 11. Chemické struktury donepezil/takrinovych slouc¢enin 1 a 2.
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Za ucelem profylaxe proti NPL bylo testovano, at’ uz samostatné nebo v kombinaci, podavani riznych léciv.
Mezi tyto slouceniny patii napt. blokatory kalciového kanalu (nimodipin), neuromuskularni blokatory (tubokurarin)
a memantin ze skupiny aminoadamantant. Jejich profylakticky potencial vSak nedosahl uspokojivych vysledkd.
Naproti tomu, pozitivni profylakticky efekt byl prokazan pii pouziti procyklidinu, ktery vykazuje antimuskarinové
ucinky. Zvlastni pozornost mize byt zaméiena na suramin (inhibitor proteazy). Jeho podani spolu s atropinem
pted expozici somanem poskytuje vysoky profylakticky efekt. VSechny tyto studované latky nicméné neprokéazaly
vy$$i ucinnost v porovnani s pyridostigminem (Bajgar J 2004).

Dalsi moznost v profylaxi intoxikaci OF se nabizi v podobé biskvarternich sloucenin. Autofi studie (Pavlikova
R etal. 2010) se zaméfili na pripravu symetrickych biskvarternich inhibitorit AChE, u kterych byla testovana jejich
inhibi¢ni schopnost metodou in vitro. Jako nejacinngjsi inhibitor AChE byla shledana slou¢enina but-(2E)-en-1,4-
diyl-1,1"-bis(4-(4-nitrobenzyl)-pyridinium)-di-bromid (Obr. 12). Uvedena sloucenina prokéazala nejveétsi schopnost
inhibovat potkani AChE, nicméné profylakticka data ve studii chybi.

+
| \ﬁ/\/\/N\

O,N = 2Br

but-(2E)-en-1,4-diyl-1,1"-bis(4-(4-nitrobenzyl)-pyridinium)-di-bromid

Obrazek 12. Chemicka struktura biskvarterniho inhibitoru.

Nov¢jsim piistupem k prevenci otrav NPL je pouziti tzv. bioscavengert. Jedna se o enzymy se schopnosti
neutralizovat molekuly NPL v krevnim fecisti je$té dfive, nez se dostane na misto svého toxického ucinku.
V lidském téle (v kizi, v tkdnich, v krvi) se piirozené vyskytuje celd fada endogennich enzymi a proteinti schopnych
interagovat s malymi davkami NPL a neutralizovat jejich t¢inek. Pti vyssi expozici vSak neni jejich ucinek
dostateny, proto je nutna jejich suplementace (Nachon F et al. 2013). Uginek bioscavengert by mél byt zejména
rychly a specificky. Idealné by mély byt tyto enzymy Gc¢inné proti Sirokému spektru NPL a nemély by vyvolavat
imunitni odpovéd’. Bioscavengery mizeme rozdélit podle funkce na stochiometrické, pseudokatalytické a katalytické
(Rochu D et al. 2007).

Stochiometrické bioscavengery zahrnuji pfirozené se vyskytujici lidské proteiny — cholinesterasy (AChE
a BChE, EC 3.1.1.8) a karboxylesterasy. Jsou to enzymy, které jsou schopny vazat jednu molekulu NPL na jednu
molekulu proteinu (Obr. 13). Nejvice prozkoumanym proteinem v této oblasti je lidska butyrylcholinesterasa
(hBChE). Pouziva se zejména purifikovana ABChE izolovana z krevni plasmy. Pro dostate¢ny u¢inek jsou potiebné
vysoké davky ABChE. Nevyhodou jsou omezené zdroje lidské plasmy potiebné pro izolaci enzymu, proto se produkce
zaméfila na rekombinantni ABChE. Strukturni rozdily mezi #ABChE a rekombinantni #ZBChE vedou k tomu, Ze je
nutno rekombinantni ABChE povrchoveé modifikovat, napi. pegylaci nebo fizi na lidsky albumin a tim tak prodlouzit
biologicky polocas. Rekombinantni ZBChE je v sou¢asnosti jiz dostupna jako pfipravek Protexia, ktery se vyrabi
biotechnologicky z mléka transgennich koz (Bajgar et al. 2019).
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Obrazek 13. Mechanismus ptisobeni stochiometrickych scavengert.
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Funkce pseudokatalytickych scavengert spoc¢iva v soucasném podani enzymu vazajiciho NPL a specifického
reaktivatoru. Pfi podani cholinesterasy dojde ke zvyseni jeji koncentrace v krvi, NPL se na ni navaze a reaktivator
nasledné obnovi enzymovou aktivitu. Tim vznika opét funkéni enzym (Obr. 14) (Nachon F et al. 2013).

Reaktivator
/
(@« ® |/ 9
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Obrazek 14. Mechanismus ptisobeni pseudokatalytickych bioscavengert.

Katalytické bioscavengery jsou enzymy se schopnosti hydrolyzovat NPL v krevnim fecisti (Trovaslet-Leroy
M et al. 2011). Malé mnozstvi katalytickych bioscavengerti poskytuje lepsi ochranu nez velké mnozstvi financné
néakladnych stochiometrickych bioscavengerti (Masson P 2011). Nyni se vyzkum zabyva nékolika typy enzymd,
jmenovité mutovanymi cholinesterasami, lidskou paraoxonasou 1 (PON-1), bakterialni fosfotriesterasou, pfipadné
dal§imi savéimi enzymy (Obr. 15) (Trovaslet-Leroy M et al. 2011).
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Obrazek 15. Mechanismus ptisobeni katalytickych bioscavengert.

Zavér

Soucasna terapie otrav NPL pomoci kauzalnich antidot ma své limity (nizka prostupnost oximovych
reaktivatort, izké spektrum ucinku aj.). I pies tyto nedostatky je vSak schopna zachranit intoxikovaného jedince
pred letalnimi ucinky NPL. Nedostatky 1écby 1ze rovnéz spatfovat v dlouhodobém horizontu po intoxikaci NPL.
I pfes zachranu zivota jedince miize mit otrava OF za nasledek snizeni vykonnosti, poruchy chovani, synkopy
a mozné trvalé poskozeni mozku. Z téchto diivodl se vyzkum zamétuje na alternativni ptistupy, zejména pak
na profylaxi otrav NPL. Jeden z takovych pfistupli predstavuje pouziti ptirozenych nebo geneticky upravenych
detoxikacnich latek/proteint tzv. bioscavengeri. I kdyz se jejich pouziti dostava stale vice do poptedi, pfinasi
sebou i nespocet nevyhod, které nardzeji zejména na technologické limity. Enzym musi byt rychle dostupny
ve velkém mnozstvi, musi byt aktivni proti Sirokému spektru OF sloucenin, musi vykazovat termalni stabilitu
a mit potlacenou imunogenitu. V neposledni fad¢ hraji také dalezitou roli ekonomické aspekty praimyslové vyroby
téchto proteind.

Vzhledem k témto obtizim, je v soucasné dobé profylaxe otrav NPL zaméfena na ochranu AChE pied
ireverzibilni inhibici NPL. Praktického vyuziti doséhl pyridostigmin, ktery je Siroce pouzivan jako profylaktikum
ve vétsSing armad svéta (Clenské staty NATO). Mezi dalsi zvazovana profylaktika patii napt. Hup-A ¢i akridinové
derivaty (Lallement G et al. 2002; Bajgar et al. 2019).
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Bylo zkoumano velké mnozstvi potencidlné uc¢innych latek proti otravam NPL, ale jen mala ¢ast byla zavedena
do vyzbroje riznych armad nebo je komercné dostupna. Profylaxe zaloZena na kombinaci riiznych sloucenin jakymi
jsou napf. proteazovy inhibitor suramin, benzodiazepiny, memantin, procyklidin, nimodipin s jiz zavedenymi
profylaktiky je predmétem dalsiho vyzkumu stejné jako hledani novych potencialnich slouc¢enin poskytujici ochranu
pred intoxikaci NPL.
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