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ABSTRAKT

Reaktivatory acetylcholinesterazy hraji vyznamnou v terapii otrav zpusobené
organofosfaty. V soucasné dob¢ je testovana cela fada z hlediska schopnosti prostupovat
pres hematoencefalickou bariéru (HEB). Cilem této prace bylo otestovat tuto schopnost
u ¢tyfech znamych reaktivatori — HI-6, K-027, K-074 a
TO-032. Davka 5%LDs (terapeutickd davka) kazdého reaktivatoru byla aplikovéana
experimentalnim zvifatim (potkan Wistar rat) i.m. do pravého zadniho stehna. Poté byla
zvitata ob&tovana a byl odebran mozek a krev (plasma) pro HPLC analyzy. Mozek byl
nasledné¢ zmrazen na -80 °C az do doby pied samotnou analyzou. Koncentrace
reaktivatori byly méfeny v plasmé a ¢tyfech ¢astech mozku — frontalni kife (FC),
bazalnich gangliich (BG), pontomeduldrni oblasti (PM) a mozecku (Ce). Pro ucely
experimentu bylo do jednotlivych skupin zatazeno pét zvirat. Ke stanoveni koncentraci
reaktivatorti v plasmé a mozku byla pouzita metodika HPLC-UV/VIS.

Koncentrace HI-6 Cgc byla vypocitana na 4,29% vzhledem k Cprim. v plazmé, Cpg byla
primérné 1,9% vzhledem k Cpram. v plazmé, Cpy byla primérné 2,3% vzhledem k Cprim.
v plazmé a Cc. byla primérné 1,85% vzhledem k Cprim v plazmé. Tyto poméry byly
vypoéteny ze vsSech zjisténych koncentraci v ramci jednotlivych sledovanych casti

mozku. Ostatni sledované reaktivatory nebyly v mozku kvantifikovany viibec.

ABSTRACT

Reactivators of acetylcholinesterase inhibited by organophosphate inhibitors play an
important role in organophosphate poisoning therapy. There are a large number of
reactivators being tested for their ability of penetration through blood-brain barrier
(BBB) nowadays. The main aim of this thesis is to test this ability in four well know
reactivators — HI-6, K-027, K-074 and TO-032. The 5% lethal dose (LDsg) — therapeutic
dose - of each reactivator was i.m. (intramuscularly) applied to experimental animals

(Wistar rats) into right posterior thighs. Then the animals were sacrificed and the blood



(plasma) and brain were collected for HPLC analysis. Subsequently, brain and plasma
were frozen at -80 °C and stored until the assay. The reactivator concentrations were
measured in plasma and four parts of the brain — frontal cortex (FC), basal ganglia
(BG), ponto-medullar part (PM) and cerebellum (Ce). There were five animals for each
group used for the purpose of the experiment. The concentrations of reactivators in
plasma and blood samples were measured using HPLC-UV/VIS methodology.

HI-6 concentrations Cgc were on the average 4.29% of Cayerage 1n plasma, Cgg were on
the average 1.9% of Cyyerage 1In plasma, Cpy were on the average 2.3% of Ciyerage 10
plasma, and Cc. were on the average 1.85% of Cayerage in plasma. These rates were
counted from all concentrations within the scope of particular observed parts of the

brain. All the other tested reactivators were not quantified in brain at all.
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1. UVOD

V soucasnosti existuje celd fada chemickych latek, které mohou byt zneuzity jako
bojové chemické ve valecnych konfliktech teroristickymi skupinami. Jednou skupinou
takovychto latek jsou organofosforové inhibitory acetylcholinesterazy (OFI), za
nejtoxicte)s$i zastupce jsou uznavany nervoveé paralytické latky (NPL), jako jsou napf.
sarin, soman a tabun. Vyuziti OFI neni pouze jako bojové chemické latky (BCHL), ale
primysloveé se vyrab&ji a maji Siroké pouziti napiiklad v zemédélstvi jako pesticidy.
Patfi mezi né Casto uzivané latky jako paraoxon, parathion, chlorpyrifos apod. Tyto
latky relativné snadno dostupné, muze tedy dojit k nahodné otravé nespravnym
zachdzenim na zdkladé neznalosti, ale jsou také popsany piipady poziti pfii
sebevrazdach. Pokud dojde k otravé OFI, je nutné okamzit¢ zahdjit terapii. Ta také
zahrnuje pouziti tzv. reaktivatort cholinesterdz, jako je pralidoxim (2-PAM), obidoxim,
trimedoxim, methoxim, K-027 apod. Terapie, tak jak ji zndme dnes neni stale
dostacujici. Je tedy nutné vyvijet stale nové a efektivnéjsi reaktivatory, které by byly

schopné lépe reaktivovat inhibovany enzym.

Jednim ze soucanych trendli vyzkumu v oblasti reaktivatort je jejich testovani priichodu
pfes hematoencefalickou bariéru (HEB). BohuZel je jen velmi malo pracovist, kterd tyto
vyzkumy provadéji a pokud ano, tak se soustfedi kazdé na jinou oblast nebo specifiku
daného problému. Tyto pracovisté jsou Katedra toxikologie a Centrum pokrocilych
studii Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralové. Tato
pracovisté  se  soustfedi zejména na  syntézu  novych  reaktivatorQ
a testovani jejich G¢innosti in vitro a in vivo, neuroprotektivnimi u¢inky a pozorovanim
téchto latek na turovni celého organismu. DalSim pracovistém je Department of
Pharmacology and Therapeutics, Faculty of Medicine and Health Science, UAE
University v Al Ain ve Spojenych arabskych emiratech, které se zabyva reaktivaci
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reaktivatory typu pralidoximu. VSechny pracovisté provadeji analyzy reaktivatorti ve
vzorcich mozkil. Z vyctu pracovist’ je ziejmé, Ze neni piiliS§ mnoho moznosti vysledky

konzultovat.

V této praci je uvedena analyza vybranych reaktivatord — HI-6, TO-032, K-027 a K-074
ve vzorcich plasmy a mozki laboratornich potkanii. Déle poskytuje ndhled na distribuci
reaktivatori v ramci riznych c¢asti mozku. Také porovnava zjisténé koncentrace

reaktivatort s jejich koncentracemi v plasmé.



2. SOUCASNY STAV

2.1 Systém a funkce cholinesteraz

Cholinesterazy jsou skupina enzymu katalyzujici v organizmu hydrolyzu acetylcholinu
(ACh). Do této skupiny se fadi strukturné a funkéné velmi podobné enzymy
acetylcholinesterdza (AChE) (Obr.1) a butyrylcholinesteraza (BuChE) (39). Oba tyto
enzymy katalyzuji hydrolyzu ACh. Cim se vsak ligi, je jejich schopnost hydrolyzovat
jiné substraty, jako jsou estery karboxylovych kyselin s objemnéjSim azylovym
zbytkem (butyrylcholin, benzoylcholin) (39). Objemnégj$i substraty jsou lépe
hydrolyzovatelné¢ pomoci BuChE (napf. pambuterol nebo ethopropazin) (62). Také
tkanova distribuce u obratlovcld se u obou enzymu li§i. AChE se primarné¢ nachdzi
v centralni nervové soustavé (CNS), nervovych zakoncenich a na povrchu erytrocytl.
Zde hraje zéasadni ulohu pii pfenosu nervového vzruchu. BuChE se pak nachazi
v jatrech, krevnim séru nebo ledvinach. Jeji konkrétni tloha neni zcela jasné. S nejvétsi
pravdépodobnosti hydrolyzuje estery, které vznikaji béhem metabolizmu (12). Stejné
jako AChE, také BuChE se nevyskytuje pouze u obratlovcii, ale také bezobratlych
zivocichti. U obratlovcll jsou oba enzymy kdédovany jednim genem, zatimco
u bezobratlych az ¢tyfmi geny (12,15). Cholinesteratickou aktivitu vykazuji také
nekteré druhy rostlin a fas (13, 14, 73).
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Obr 1. Model AChE inhibované huperzinem A (© Department of Computional
Science, National University of Singapure — http://bidd.nus.edu.sg/group/research.htm).
Mezi AChE a BuChE existuji mezidruhové rozdily, a to hlavné¢ v aminokyselinovém
slozeni (39). Struktury aktivnich mist, které jsou dualezité pro katalytickou funkci obou
enzymd, se vSak 1isi jen velmi malo. Aktivni misto se u obou enzymu nachézi ve 20 A
(2 nm) hluboké kavité globularni katalytické podjednotky. V aktivnim misté je také
ulozena tzv. ,katalytickd tridda“ (Obr 2), kterou tvoii tfi aminokyselinové zbytky
podilejic se na vlastni enzymové reakci (Ser200, His440 a Glu327) (67). Stabilizace
substratu v aktivnim misté se ucCastni i dalsi ¢asti katalytické podjednotky. Karbonylovy
kyslik Ach béhem hydrolyzy stabilizuje tzv. anionické misto (Gly118, Glyl119
a Ala201) (18). Také aminokyselinovy fragment (Ser91-Glu92-Asp93-Cys94-Leu9s)
ma vyznamny podil na katalytické reakci, jeho funkce vSak neni doposud zcela znama
(12). Dv¢ anionicka rezidua (Glu92 a Asp93) z tohoto fragmentu maji vliv na formovani
vodikovych vazeb srezidui Arg44 a Tyr96. Substituci n€kterych rezidui v daném
fragmentu jinymi dochéazi k uplné ztraté katalytické aktivity, a to diky jejich vlivu na
terciarni strukturu enzymu (6, 39). Dalsi aminokyselinové reziduum (Ser226) se nachazi
v blizkosti katalytické triady a pfimo ovlivituje vlastni katalytickou reakci. Nahradou
tohoto rezidua ztraci enzym svou katalytickou aktivitu (39). V Gsti kavity katalytické

podjednotky (14 A vzdalené od katalytické triady) se nachdzi tzv. periferni vazebné
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misto (Tyr70, Tyr121 a Trp279) (Obr 2). Toto periferni vazebné misto je slozeno ze
zbytkii aromatickych aminokyselin (39). Na toto misto se specificky vazi aromatické
a kationické inhibitory AChE a BuChE, které nejsou schopné proniknout do katalytické
podjednotky k aktivnimu mistu (galantamin, propidium dibromid, fascikuliny) nebo
s dlouhymi spojovacimi fetézci (dekamethonium dibromid, bis-takriny, bis-huperziny)
(4, 39, 32).

(b} Acyl pocket y - Lq)cl;’eriphteral
/ ? inding site

P N bW 4
i L W e e \f&
ol -'-'J\"'. Poes, b \\_ P T
v R & T "u/ I-' ()
. ‘-\ .::_- IM"‘.n - I‘.-\_ N /! ' Choline
(8) Catalylic ¥ . - L v binding
triad of Sldrs, 4 / site
AChE e Ewms

Obr 2. Struktura molekuly AChE — (a) katalyticka triada, (b) acylovy ,,vacek®, (c)

vazebné misto cholinu, (d) periferni vazebné misto.

Molekula  cholinesterdzy  také  obsahuje  minimaln¢ sedm  cysteinovych
aminokyselinovych zbytkli, znichz Sest formuje terciarni strukturu (pomoci
disulfidovych mustkl) a sedmy umoziuje tvorbu intermolekularnich kovalentnich

homodimert (39).

AChE se vyznamné podili na pienosu nervového vzruchu. Ten je zprostfedkovan
pomoci neurotransmiterii neboli pfenasect. V piipadé prevazné vétSiny neuronti
nervové soustavy je neurotransmiterem ACh (Obr 3) (74). Hlavni tkol AChE je rychlé
odbouravani ACh v synoptickych stérbinach.
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Obr 3. Strukturni vzorec acetylcholinu.

Acetylcholinovy receptor se sklada z péti membranovych jednotek, toto uskupeni tvori
transmembréanovy kanal. Vazba ACh na obé podjednotek o umoziuje otevieni kanalu
a prostup kationtli postsynaptickou membranou (Obr 4). Membréna se poté repolarizuje
hydrolyzou ACh, ktera je katalyzovand AChE (74). Dojde-li k inhibici AChE,
hydrolyza ACh nemuze probihat a dojde kjeho hromadéni v synaptické S$térbiné,
nepretrzitétmu plisobeni na postsynaptické receptory a tim kolapsu systému pienosu

vzruchu.

ChAT:

cha-1 VACKT:
unc-17

Ch=> Y‘p Ach 1

ACh
ACh

ACh

ok Gh ACh  Ach ACh ach  Ach
Ch ch Ch - ACh ACh
Ch ch Ch‘— \_ ACh AC
Ch Ch ~~ AChE: ace genes ACh ACh

Ch n‘cn AC ACh
1
( nChR many genes ;\\

Obr 4. Mechanizmus pienosu nervového vzruchu

2.2 Hematoencefalicka bariéra (HEB)

Hematoencefalicka bariéra (HEB) je spojita vrstva bunck kapilarnich stén v mozku,

ktera hraje vyznamnou roli pfi prostupnosti latek a nox do mozku. Vstup hydrofilnich
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latek do mozku je zdsadné omezen pritomnosti HEB. Nicméné lipofilni latky mohou
vstoupit do mozku transcelularni pasivni difuzi. Nékteré latky také prostupuji HEB

aktivné€, napt. pomoci transportert (aminokyselin, P-glykoproteinu apod.) (75).

Ve vyzkumu latek, které maji GCinkovat v CNS je dulezité, zda je jejich molekula
schopna prostoupit HEB. Pro tyto latky je prostup ptes HEB zasadni, zatimco pro latky
ucinkujici na periferii, kdy mohou vykazovat prostup pfes HEB pouze jako nezadouci
vedlej§i ucinek (75). Obecné vzato, hydrofilni (polarni) molekula by pies HEB
prostupovat vibec neméla. Molekuly oximi jsou polarni a kladné nabité, a proto je

jejich prostup ptes HEB z pohledu farmakokinetiky nemozny.
2.3 Organofosforové inhibitory cholinesteraz (OFI)

K inhibici cholinesetrdz mtize dojit plsobenim celé¢ ftady latek piirodniho nebo
syntetického ptivodu. Inhibitory se vazi na aktivni misto, popft. také na periferni vazebné
misto, nebo na ob¢ mista zaroven (4, 39, 32). Inhibitory miizeme rozdélit na dvé
skupiny. Prvni z nich jsou tzv. reverzibilni inhibitory, které vytvari s enzymem slabé
nevazebné interakce (donepezil, huperzin A, galantamin a takrin — Obr 5). Druha
skupina, tzv. ireverzibilni inhibitory, tvofi s aminokyselinami enzymu kovalentni vazby

(organofosforové inhibitory) (39).

Me Ho, .H i
| —N e
Dﬂ""' _.__.-'_ '.I
NH _o /v ~ MeO. -~ \/
Heo /=~ | RN
M = " \ M
HaN W tEH,  MeD” "
A 3 )

Obr 5. Priklady nékterych reverzibilnich inhibitorii (od leva huperzin A, galantamin

a donepezil).
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OFI jsou organické slouceniny fosforu, odvozené od kyseliny fosfonové (fosfonaty),

fosforec¢né (fosfaty) nebo jejich thio-analogti (thiofosfonaty a thiofosfaty) (15, 39).

2.3.1 Organofosforové pesticidy a priimyslové latky

OFI jsou v praxi uzivany zejména jako pesticidy, ale také napt. jako inhibitory hofeni.
Poprvé byly organofosfatové inhibitory vyvinuty ve 30. letech minulého stoleti
v Némecku pro zemédélské ucely (39). Dodnes jsou jako pesticidy vyuzivany latky jako
paraoxon, parathion, chlorpyrifos nebo diazinon. Jako inhibitor hoteni se pak vyuziva
napf. tris-(2-butoxyethyl)-fosfat. OFI se také vyuZivaji primyslové (tri-o-kresylfostat)
a medicing jako lubrikanty. Na rozdil od NPL je jejich toxicita vyrazné nizsi, protoze u

nich nedochézi k ageingu, tedy k ireverzibilni vazb¢ na inhibovany enzym.

Otrava OFI je doprovazena celou fadou symptomii. Prvnim je nevolnost, ktera byva
doprovazena zvracenim, kieCemi bficha, prijmem a nadmérnym slinénim. Jako velmi
Casny znak se muze projevit i hypotermie. Dale nastupuji bolesti hlavy, zavraté a
celkova slabost. Pii nadychani se mohou objevit také pocity tézkosti na prsou. Otrava je
také doprovéazena Spatnym vidénim, slzenim, midzou, spazmem ciliarniho svalstva az
bolesti o¢i a ztrdtou koordinace. Objevit se miize i tachykardie a brachykardie
a vyskytnou se mohou rizné druhy arytmii. Nastoupit mize i ztrata koordinace,
piekotna tec, zaSkuby svalil (Castecné 1 jazyka a o¢nich vicek) a celkova slabost. Otrava
se také mlize projevit ndhodnymi trhavymi pohyby, inkontinenci, ndhlymi kontrakcemi
svalli a mize nastat az koma. K smrti dochdzi na zakladé Gtlumu dechového centra
v prodlouzené mise, €oz je zaroven doprovazeno selhanim dychacich svald a intenzivni

bronchokonstrikei (20).
PARAOXON

Paraoxon (POX) je komercné vyuzivan jako insekticid (Obr 6). Ptipravuje se bud’ reakei
diethylchlorofosfatu s paranitrofenoldtem sodnym nebo nitraci diethylfenylfofatu (20).

POX je relativné velmi stabilni, a proto mize dlouhou dobu zlstavat v prostredi.
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Obr 6. Strukturni vzorec paraoxonu.
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Obr 7. Metabolizace POX (© IPCS INCHEM - http://www.inchem.org/).

POX se, po perordlnim podéni, primarn€¢ metabolizuje na diethylfosfat
a de-ethylparaoxon (Obr 7). Tyto latky Ize detekovat v moc¢i (20). POX neni

klasifikovan jako karcinogenni.
PARATHION

Parathion (Obr 8.) se komercné vyuziva jako insekticid proti Sirokému spektru hmyzu,
jako jsou msice, roztoci (Clenovci), broukiim, motylim, hmyzu Celedi Cicadellidae
a Gracillaridae. Dal$im vyuzitim parathionu je kontrola stavu hlistic na ¢ervené fepé

a okrasnych rostlinach.

Obr 8. Strukturni vzorec parathionu.
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Tento insekticid se vyrabi reakci diethyl-fosforochloridothionatu a p-nitrofenolatu
sodného (20). Podle Mezinarodni zdravotnické organizace (WHO) je patathion
klasifikovan jako extrémné nebezpecny a podle dokumentu PIC Convention (Rotterdam
Convention — 2005) se muze export této latky uskutecnit pouze se souhlasem
ptislusnych organt (importing Party) (20, 64). Parathion je klasifikovan jako potencialni
lidsky karcinogen (20). Hlavnim metabolitem parathionu je POX (Obr 9.).

=) o]

1 NADPH I
(CgHe e F O D Nog——(—* {CgHeO)s F O @ HNOg + S0}
H]
parathion Ticrosomes POy oHon
Obr 9. Metabolizace parathionu na POX (© IPCS INCHEM -

http://www.inchem.org/).
CHLORPYRIFOS

Chlorpyrifos, neboli o,0-diethyl 0-(3,5,6-trichloro-2-pyridyl) fosoforothiodt (Obr 10.)
je komeréné vyuzivan jako akaricid a insekticid (22). Pouziva se k hubeni klistat, vsi,
dale k hubeni hmyzu tadt Homoptera, Diptera, Lepidoptera a Coleoptera (20, 71).
Je pouzivan na oSetieni listli plodin, jako je fepka olejka, lilek brambor, ryze, tabak
a bavlna.

Cl
Cl

CH.0 \ ﬁ

P— 00— al

CHO’/
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Obr 10. Strukturni vzorec chlorpyrifosu (© IPCS INCHEM - http://www.inchem.org/).

Chlorpyrifos se absorbuje z gastrointestindlniho traktu (GIT), méné pak pies kuzi
a dychaci cesty. Zhruba 80% déavky je metabolizovano na 3,5,6-trichloropyridyl fosfat
a 20% Na 3,5,6-trichloropyridinol. Tato latka neni klasifikovana jako karcinogen (20).
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DIAZINON

Diazinon (Obr 11), ¢ili  o,0-diethyl-o-(2-isopropyl-6-methylpyrimidin-6-yl)
fosforothioat byl v minulosti pouzivan jako nematicid, ¢ili latka k hubeni hlisti a hlistic,
a insekticid na hubeni §vabl, mravenci, blech a rybenek v obytnych budovach.
V soucasné je jeho pouziti v nékterych castech svéta upln¢€ zakazano (20, 70). Diazinon

neni klasifikovan jako karcinogen.

NZ” I\I ﬁ
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Obr 11. Strukturni vzorec diazinonu.

2.3.2 Nervové paralytické latky

Nervoveé paralytické latky (NPL) jsou vysoce toxické organofosfaty, které byly
zafazeny do skupiny tzv. bojovych chemickych latek (BChL) (55). Nastup uc¢inkd
je velmi rychly a tyto latky vstupuji do organizmu vSemi branami vstupu. Obecné l1ze
dale NPL rozdélit do dvou skupin; G — latky a V — latky (24). G — latky jsou viskozni
kapaliny s riznou mirou t€kavosti a bez charakteristického zapachu (39). Jsou castecné
rozpustné ve vod¢ a v organickych rozpoustédlech. V disledku vyssi tékavosti je
nejpravdépodobnéjsi branou vstupu dychaci systém. Bez straty toxicity vydrzi vterénu
12 az 14 hodin. Na druhé stran¢ V — latky jsou malo tékavé kapaliny bez
charakteristického zapachu (55). Vzhledem k jejich nizké tékavosti kontaminuji tyto

latky terén a vodu po dlouhou dobu.

Mezi G — latky patii napf. cyklosarin, sarin, soman a tabun, mezi V — latky fadime napf.
latky VX a VR. Pro bojové ucely byla vyvinuta také latka GV (v americké armadé se
pouziva kod GP), ktera se svym chemickym slozenim pohybuje mezi

G a V — latkami [dimethylamido-O-(2-dimethylamino-ethyl)-fluorofosfonat] (55). Ma
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vyssi tékavost nez V — latky, ale nizs$i nez G — latky. Tato latka nikdy nebyla zavedena

do vyzbroje.
SARIN

Sarin, neboli o-isopropyl-methyl-fosfonofluoridat, (Obr 12.), je bezbarva, priihledna
kapalina, vétSinou bez zdpachu. Nekdy muize byt citit i slabé vonét po ovoci (20).

Nekterymi fyzikalné chemickymi vlastnostmi se podoba vod¢ (mira odpatovani apod.).

CHy
ch—ﬁ—o\ /
H:,G/F<(:

Obr 12. Strukturni vzorec sarinu (© CBWinfo - http://cbwinfo.com/).
SOMAN

(3,3-dimethyl-n-but-2-yl) methylfosfonofluoridat, ¢ili soman (Obr 13), je Cira bezbarva
kapalina, kterd ma bezbarvé pary. Soman patii, spole¢né se sardinem a tabunem, mezi

tf1 nejaktivnéjsi G - latky, vyvinuté v Némecku béhem druhé svétové valky (20).

Ha=
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GH—O i
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e lH;] HQC/ \F

Obr 13. Strukturni vzorec somanu (© CBWinfo - http://cbwinfo.com/).
TABUN

Tabun, neboli ethyl-N,N-dimethylfoforamidokyanidat (Obr 14), je cird, bezbarva

kapalina bez chuti. Tato latka je snadno vyrobena reakci dimethylamidofosforylu
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dichloridu a kyanidu sodného za ptfitomnosti etanolu, coz dokazuje ten fakt, ze NPL
jsou velmi snadno dostupné diky nenaro¢nosti pripravy
a jeji nizké ceny (55, 61). Je to kapalina, kterd ma barvu az temné Zluté, a zapachem se
podobd hotkym mandlim. Diky pfitomnosti —CN skupiny ve své struktuie je velmi

Spatn¢ reaktivovatelny.

Obr 14. Strukturni vzorec tabunu (© Russian Munition Agency -

www.munition.gov.ru/images/tabun.gif).
VX, VR

Latky VX a VR (Obr 15) jsou si podobné jak z hlediska struktury, tak z hlediska ucinkd.
VX, ¢ili o-ethyl-S-(2-diisopopylaminoethyl) methylfosfonothioat, je Zluté¢ zabarvena
kapalina bez zipachu a chuti. VR, ¢ili o-isobutyl-S-(2-diethylaminoethyl)methyl

fosfothioat, je stejné jako VX zluta kapalina, bez chuti a zapachu.

S
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Obr 15. Strukturni vzorce latek VX (vlevo) a VR (vpravo).
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2.3.3 Toxikokinetika NPL

Vsechny organofosforové inhibitory jsou ireverzibilnimi inhibitory AChE a BuChE.
Tyto latky fosfonyluji nebo fosforyluji serinovy hydroxyl v katalytické triadé (Ser203)
(Obr 16.) a tim brani AChE plnit jeji fyziologickou funkci (39, 72). ACh se nasledné
hromadi na v synaptické §térbiné a zplisobuje permanentni podrdzdéni nikotinovych
a muskarinovych receptori. To se pak systémové projevuje muskarinovymi (midza,
porucha akomodace Cocky, slzeni, slinéni, pokles krevniho tlaku, brachykardie atd.),
nikotinovymi (svalova slabost, kie¢e kosterniho svalstva atd.) a centralnimi ptiznaky
(bolest hlavy, zavrat’, emocni labilita, zvraceni, atlum dechového centra, ztrata védomi
atd.) (39). Pokud nedojde po intoxikaci organofosfaty vcas indikovana l1écba, rozviji se
cholinergni krize. Ta pak muze vyustit ve smrt v disledku blokaddy dechového centra
a paralyzy dychacich svali. K metabolickému rozvratu organizmu vsak dochazi, i kdyz
je cholinergni krize piekonéana. To se dé¢je v disledku hypoxie a acidozy (15, 39, 55).

{d) Peripheral

binding site

() Acyl pocket

L "-\ -(,»' tC]
o  Choline
4/ binding
A7 site

(a) Catahtic e SnE0
triad of AChE -

Obr 16. Schéma AChE inhibované sarinem.

Cholinesterazy v krvi jsou prvnim cilovym mistem plsobeni NPL. V krevnim fecisti
jsou pfitomny nejen AChE a BuChE, ale také karboxylesterazy (CaE), které v pfipadé
otravy pusobi jako scavangery. Jsou schopny na sebe navazat NPL, a tim tak snizuji

jejich mnozstvi volného inhibitoru v krevnim fecisti. Krvi je pak OFI dopraven az
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k cilovym mistim jeho ucinku — do CNS, na nervova zakonceni vegetativniho
nervového systému a na nervosvalové ploténky. Byly popsdny zna¢né mezidruhové
rozdily v toxicit¢ NPL, tento jev je vysvétlovan mezidruhové rozdilnymi mnoZstvimi

esteraz v krvi, které jsou schopny na sebe navazat NPL (3).

2.3.4 Toxikodynamika NPL

NPL jsou z krevniho fecisté eliminovany pomérné rychle, protoze dochazi k jejich
hydrolyze. Napt. isopropylmethylfosfonat, hlavni metabolit sarinu, je ve velkém
mnozstvi vylu€ovan moci s polo¢asem eliminace 3,7 hodiny, ale ¢ast také zlstava
pfitomna v tkdnich. Cyklosarin se metabolizuje analogicky s polocasem eliminace
eliminace 3,6 a 18 hodin. Soman je také jediny NPL, u které bylo zjisténo, Ze se vytvari
jeho depa v tukovych tkanich (3). V téchto depech nedochazi k jeho inaktivaci, ale
odkud se pozdégji uvolituje opét jako toxicka NPL. Sarin se v organizmu distribuuje
velmi rychle. Po aplikaci i.v. zvifatim je za jednu minutu detekovatelny v mozku,
plicich, srdci, branici, ledvinach a jatrech (3). Distribuce NPL v mozku, kam se dostava
zhruba 1 — 3% z celkového mnoZstvi NPL v organizmu zavisi jednak na typu NPL
(lipofilné€jsi soman ma vyssi afinitu k AChE neZ sarin), na prokrveni jednotlivych ¢asti
mozku a na také na aktivit¢ mozku v dobé expozice (3). U somanu i sarinu bylo
zjisténo, ze dochazi k jejich akumulaci v hypotalamu, kde byla zjisténa 2 — 5x vyssi
koncentrace nez v ostatnich castech mozku. Obecné plati, ze latky typu G inhibuji
mozkovou AChE velmi rychle (50% inhibice béhem nékolika minut), zatimco u V —
latek dochazi k uréitému zpozdéni (k inhibici latkou VX dochézi az po 20 minutach,
protoze se absorbuje hlfe nez sarin nebo soman) (2). Pfi otravach latkou VX je
vyznamna inhibice v klife mozku a mozecku, v retikularni formaci mozkového kmene a
ve vétSin€ jader hypotalamu a mesencefalu. Naopak mirna a pomalejsi je inhibice
v subkortikalnich strukturach, pfedevSim basalnich gangliich. Sarin nejvyraznéji
inhibuje AChE v mozkové kufe, pontu a prodlouzené¢ mise, nejméné postizenou ¢asti
jsou pak basalni ganglia, kde k vyraznéjsi inhibici dochazi az ve finalnich fazich otravy.

Inhibice AChE v mozku je tedy velmi selektivnim procesem (3).
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2.4 Soucasné trendy v profylaxi a terapii intoxikace OFI

2.4.1 Terapie

Terapii lze rozdélit na symptomatickou, kauzalni a dopliujici. Pfi ptipravé antidotnich
prostiedkil se obvykle vyuziva jejich kombinace (39, 55). Symptomaticka terapie slouzi
k odstranéni cholinergnich pfiznakl intoxikace OFI. Pro tento ucel jsou pouzivana
anticholinergika (parasymptolytika), jako jsou napf. atropin, benaktizin, biperiden
a skopolamin (Obr 17). Atropin antagonizuje navazani nahromadéného ACh predevsim
na perifernich muskarinovych receptorech, zatimco nikotinové ptiznaky ovlivituje jen
minimaln€é. Benaktizin, biperiden a skopolamin 1épe prostupuji pies HEB a maji tak

lepsi centralni ucinky (2, 39, 55).
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Obr 17. Anticholinergika pouzivana pro symptomatickou terapii — zleva atropin,

benaktyzin, biperiden a skopolamin.

Pro ucely kauzalni 1écby jsou pouzivany reaktivatory AChE (12, 39, 35, 58, 68). Tyto
latky maji ve své molekule nukleofilni hydroxyiminomethylovou (oximovou) funkéni
skupinu, kterd je v podobé oximatového anionu schopna $tépit vazbu organofosfat-

AChE a obnovit funkci enzymu (Obr 18) (10, 39).
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Obr 18. Schéma procesu inhibice AChE tabunem, starnuti konjugatu AChE-tabun,
a reaktivace inhibované AChE oximem (© Clinical Pharmacology & Therapeutics -

http://www.nature.com/clpt/journal/v82/n3/fig_tab/6100151f1.html)

Mezi komercné dostupné reaktivatory  patfi pralidoxim (2-PAM,
2-hydroxyiminomethyl-1-methylpyridinium chlorid, popf. methansulfonat) (Obr 19),
methoxim (Renol®, MMC-4, 1,1-bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)methan chlorid)
(Obr 20), trimedoxim (TMB-4, 1,3-bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)propan
dibromid), obidoxim (Toxogonin®, 1,3-bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-2-
oxapropan dichlorid) (Obr 21) a HI-6 (Antiva®, 1-(2-hydroxyiminomethylpyridinium) -
3 - (4 - karbamoylpyridinium) - 2- oxapropan dichlorid) (39, 55). Mezi dalsi zastupce
patfe napt. K-027, K-048, K-051, K-074, K-075 a K-102 (Obr 22). VSechny tyto
reaktivatory, ale 1 fada dalSich, byly syntetizovany a byla testovana jejich schopnost
reaktivovat AChE inhibované riznymi druhy inhibitort (46, 21, 26, 27, 28, 38, 40, 41,
42,43, 44, 45, 47, 49, 50, 52, 54).
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Obr 19. Strukturni vzorec pralidoximu (2-PAM).
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Obr 20. Strukturni vzorec methoximu.
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Obr 21. Strukturni vzorec obidoximu.

Zékladni kostru komercéné dostupnych reaktivatorii tvofi alesponl jedno kvartérni
pyridinové jadro, nejméné jedna oximova funkéni skupina v poloze ortho nebo para na
pyridinovém jadie a variabilni spojovaci fetézec u biskvartérnich sloucenin. Nékteré
reaktivatory ptisobi kromé reaktivace i jinymi mechanizmy tc¢inkti (napf. u HI-6 byly

objeveny agonistické vlastnosti na nikotinovych receptorech) (35, 39).

K eliminaci dalSich uc¢inki organofosfatt je dulezita dopliujici terapie. Antikonvulzivni
terapie se pouziva kvili zabranéni tonicko-klonickym generalizovanym kte¢im. Zde je
lékem volby diazepam, popft. alprazolam nebo klonazepam (39). V ptfipad¢ zavazné
intoxikace je také nutné aplikovat umélou ventilaci (oxygenoterapie) a regulovat

metabolickou acidozu (infize NaHCOs) (39).

Vsechny uvedené druhy terapie je vhodné kombinovat. V Armadé Ceské republiky je
zaveden kombinovany i.m. autoinjektor Combopen I (atropin, obidoxim) a Combopen
1® (diazepam). Dale je k dispozici injekéni roztok Chomol 1% (atropin), lyofilizat
Chomol II® (benaktyzin), lyofilizat Renol® (methoxim) a lyofilizat Antiva® (HI-6) (39,
55).
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Obr 22. Strukturni vzorce ne€kterych novych reaktivatori — zleva K-027, K-048, K-051,
K-074, K-075 a K-102.

2.4.2 Profylaxe

Profylaktické ptipravky jsou podavany osobam, u kterych jsou predpokladany otravy
OFI. Takovymi osobami jsou napf. vojaci nebo zeméd¢lci. Zaroven je prokazéano, ze
podani profylaktika zlepSuje G€innost postexpozi¢ni terapie, pokud by byla podéna.
Mezi profylaktika jsou ftazeny karbamaty (napf. pyridostigmin) (Obr 23.), léCivy
pripravek Panpal®, huperzin A nebo SAD-128. V tableté pripravku Panpal® je obsazen
pyridostigmin, benaktyzin a trihexyfenidil. Pyridostigmin zde plni tlohu periferniho
inhibitoru AChE, benaktizin s trihexyfenidilem pak plsobi jako centrdlni
anticholinergika, svym terapeutickym ucinkem umoznuji snizit davku (tedy i toxicitu)
pyridostigminu a zaroven oslabuji centralni cholinergni ptisobeni organofosfati (39).

Huperzin-A a SAD-128 jsou pak kompetitivni (reverzibilni) inhibitory.
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Obr 23. Strukturni vzorec pyridostigminu (© CHEMGAROO, ChemgaPedia —
http://www.chemgapedia.de).
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Dalsi moznosti profylaxe je podani enzymii, které rozkladaji molekulu OFI (1, 57). Tyto
latky jsou vSak stale ve stadiu vyvoje (7, 24). Pro tcely profylaxe Ize také pouzit latky,
které mohou ,,vychytavat“ OFI v organizmu, fungujici jako bioscavengery (9, 57).
Bioscavengery jsou latky, které na sebe vazi noxu, takze snizuji jeji mnozstvi
v organizmu.Literatura uvadi pouziti riznych druhii cholinesteraz (AChE, BuChE),
které¢ se jevi jako velmi efektivni a bez nezddoucich ucinki (1, 39). Profylakticky
vyhodné se v minulosti jevily také nékteré benzodiazepinové latky, nicméné jejich
vysledny efekt byl nizky (57). Mezi latky, které byly testovany za Ucelem profylaxe,
patfil napt. diazepam, alprazolam, klonazepam (Obr 19.). U neuroprotektivnich studii
bylo vSak zjisténo, Ze profylaxe pii pouziti memantimu (Obr 24.) zvySuje vysledny
efekt standardnich antidot (16, 39, 57). Pouzitelné k profylaxi jsou také reaktivatory
AChE, které se standardné pouzivaji k postexpozi¢ni terapii otrav organofosfaty. Ve
vyzbroji Armady CR jsou transdermalni naplasti Transant”, ve kterych je obsaZen oxim

HI-6, jako profylaktikum (39, 55).
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Obr 24. Strukturni vzorce latek, které byly testované za ucelem profylaxe — zleva

diazepam, alprazolam, klonazepam a memantin.

2.4.3 Reaktivatory AChE - oximy

Reaktivatory, obecné oznaCované jako ,,oximy* jsou latky, které slouzi k prevedeni
neaktivni inhibované formy AChE do ptivodniho stavu. Oximy jsou obecné oznaovany
proto, ze soucasti jejich molekuly je oximova skupina (Obr 25). Tato je za pH lidské
krve ¢astecné disociovdna. Procesem c¢éastecné disociace vznikd oximétovy anion, ktery

je pak vlastnim nukleofilem $tépicim vazbu mezi inhibitorem a enzymem (Obr 25).
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Obr 25. Obecna struktura oximu

Z chemického hlediska se jedna o latky, které maji tyto spole¢né rysy — pfitomnost
kvartérniho dusiku, pfitomnost aldoximové skupiny a u biskvartérnich latek pfitomnost
spojovaciho fetézce proménlivé délky. VSechny tyto rysy jsou dilezité nejen pro
reaktivacni U¢innost oximu, ale také pro jeho distribuci v organizmu. Pfitomnost
kvartérniho dusiku v molekule reaktivatoru AChE je dilezitda pro jejich afinitu
k enzymu. ZvySena afinita kvartérnich latek k AChE je pfisuzovana jejich interakcim
s anionickymi misty enzymu (25, 56). DalSim strukturnim faktorem ovliviiujicim
reaktivacni schopnost reaktivatori AChE je, u biskvartérnich zastupcii, tvar a délka
spojovaciho fetézce mezi obéma kvartérnimi dusiky. Délka a tvar spojovaciho fetézce
sice nezasahuji ptimo do reaktivace, ovliviluji vSak vyznamné reaktivacni schopnost

(25, 31, 53).
Vliv pFitomnosti kvartérniho dusiku v molekule reaktivdatoru na proces reaktivace

Anionické centrum AChE vaze nabitou kvartérni skupinu ACh (Obr 3) a rovnéz také
kvartérni ligandy vcetné reaktivatort. Pfitomnost kladného néboje ve struktufe
reaktivatoru AChE tedy umozZiiuje vstup do kavity jak intaktniho, tak inhibovaného
enzymu (25). Na druhé strané pfitomnost tohoto kladného naboje znesnadnuje prichod
reaktivatoru do CNS pies HEB. Ve vétsiné pripadu je afinita biskvartérnich (s dvéna
kvartérnimi dusiky) vétsi nez afinita monokvartérnich (s jednim kvartérnim dusikem
v molekule) (25). Je tedy ziejmé, Ze se zvySujicim se poctem kvartérnich dusikii bude

reaktivace vys$i, ale prostup do CNS horsi.
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Vliv délky spojovaciho Fetézce mezi dvéma pyridinovymi na proces reaktivace

Tento strukturni rys se tykd pouze bispyridiniovych reaktivatort AChE, kde existuje
zavislost délky spojovaciho fetézce na uzitém inhibitoru AChE. Tato zavislost byla
testovana na AChE inhibované tabunem, cyklosarinem, sarinem a latkou VX. Ze
zavislosti vyplyva, zZe idedlni délka spojovaciho fetézce je v tomto pripade tii az Ctyfi
methylenové skupiny (25, 29, 30). Bohuzel je toto pravidlo platné pouze pro n-
methylenovou ftadu, jelikoz pokud se ve spojovacim fetézci vyskytne napi. atom
kysliku, ¢i jiné strukturni faktory liSici se od methylenové skupiny (napf. but-2-en),
ztraci toto pravidlo svou platnost (25). Tento fakt mize mit spojitost s pfitomnosti
zvysené elektronové hustoty (volné elektronové pary, m-vazba) ve spojovacim fetézci

a naslednou interakei téchto fragmentti molekuly s kavitou enzymu.

Efektivita reaktivace je zavislad také na inhibitoru jako takovém. V pfipadé sarinu je
nejefektivngj§im reakticvatorem TO-033 (30), v pripadé cyklosarinu je to pak
methoxim, ktery mé pouze jednu methylenovou skupinu (25). To je dano rozdilnou

strukturou inhibitoru.

Tab. 1. Reaktivacni G¢innost nekterych reaktivator vici AChE inhibované sarinem
(30).
# koncentrace testovanych reaktivatorti 10° M, * koncentrace testovanych reaktivatori

10° M

Reaktivator | Spojovaci retezec ﬁzz]ll;tlvace ﬁ;ﬁfﬁvace
Methoxim CH2 2 21
TO 029 CH2CH2 7 44
Trimedoxim | CH2CH2CH2 7 54
K 074 CH2CH2CH2CH2 9 54
TO 047 CH2CH2CH2CH2CH2 20 34
TO 033 CH2CH2CH2CH2CH2CH2 | 28 22
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Obidoxim CH20CH2 4 41
TO 052 CH2C(=0O)CH2 2 44
TO 057 CH2CH2SO2CH2CH2 5 25
TO 058 CH2CH2S+(CH3)CH2CH2 | 8 30
K 075 CH2CH=CHCH2 13 42

Vliv pritomnosti oximové skupiny ve struktuie reaktivdatoru na proces reaktivace

Pfitomnost oximové skupiny ve struktufe reaktivatoru je dalSim podstatnym strukturnim
faktorem. Diive se jako potencialni nukleofilni c¢inidla zkouSely hydroxylamin,
hydroxyiminoaceton, hydroxdmové kyseliny, gemindlni dioly a ketoximy. Jako
nejvhodnéjsi nukleofil se v soucasné dob¢ jevi aldoximovéa skupina (-CH=NOH). Tato
skupina je v prostfedi lidského organizmu disociovana na oximatovy anion, ktery je
vlastnim nukleofilem, $té€picim vazbu mezi enzymem a organofosforovym inhibitorem

25).

Vliv pozice oximové skupiny na proces reaktivace

Dal§im dulezitym strukturnim faktorem je pozice oximové skupiny na kvartérnim
pyridinovém jadfe. Z vyzkuml vyplyva, Ze existuji urCité rozdily v reaktivacni
ucinnosti, zavislé na poloze oximové skupiny (25). Neexistuje vSak obecné pravidlo, Ze
oximy umisténé v urcité poloze jsou schopny reaktivovat vSechny typy inhibici NPL.
Na druhou stranu je obecnym pravidlem, Ze reaktivatory AChE s oximovou skupinou
v poloze 3 nejsou tak G¢inné jako reaktivatory s oximovou skupinou v poloze 2 a 4.
Ackoliv neexistuje univerzalni poloha oximové skupiny idealni pro reaktivaci vsech
organofosforovych inhibitori AChE, existuji vztahy mezi polohou oximové skupiny
a NPL. To znamen4, ze stejné jako u délky spojovaciho fetézce, je efektivita reaktivace
zavisla na NPL. Napf. cyklosarinem inhibovana AChE je nejlépe reaktivovatelna
reaktivatory s oximovou skupinou v poloze 2. Na druhou stranu v pfipadé¢ AChE
inhibované tabunem jsou nevhodnéjsi reaktivatory s oximovou skupinou v poloze 4 (25,

29).
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Vliv poctu oximovych skupin v molekule reaktivatoru na proces reaktivace

Jedna molekula reaktivatoru mize obsahovat jeden, dva, tfi nebo Ctyii oximové skupiny
na jednom, dvou ¢i pyridinovych jadrech. Pocet oximovych skupin skupin vSak
nezvysSuje reaktivani schopnost reaktivatorti AChE (25, 29). Tento fakt muze byt
spojen se vzrustajici velikosti molekuly reaktivatoru a tim snizenim komplementarity

S enzymem.

Vliv molekularni struktury reaktivdtoru na prostupnost pies HEB

Prostupnost molekuly reaktivatoru ptes HEB je ovlivnéno spoustou parametri. Ukazuje
se, ze reaktivatory pres HEB prostupuji, navzdory plvodnim pfedpokladiim (34, 58,
51). Podle nich by teoreticky polarni, v tomto ptipad¢ kladn¢ nabitd molekula, neméla
pres HEB prostupovat. Mira prostupnosti tedy neni dana pouze podanou davkou, ale
také celou fadou molekulérnich faktort. Zavislost prostupnosti reaktivatoru pires HEB je

stale pfedmétem soucasnych vyzkumi a vysledky budou publikovany v brzké dobé.
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2.5 Teoretické zaklady vysoceucinné kapalinové
chromatografie (HPLC)

HPLC patii mezi tzv. separacni analytické techniky, konkrétn€ chromatografické
techniky. Principem separacnich analytickych metod je oddélit smés chemickych latek,
které bychom nebyli schopni bez separace stanovit. Zakladni separacni technikou je
extrakce. Ta se pouziva k separovani jedné latky od ostatnich latek ve smési.
Chromatografické techniky slouzi k separaci jednotlivych slozek vramci smési.
Jednotlivé slozky smési se déli mezi dvé faze, jedou znich je faze stacionarni
(nepohybliva) a druhd je mobilni (pohyblivd). Prave diky rtzné afinité latek ke
stacionarni fazi se latky v koloné zadrzuji rizn€ dlouho a mobilni fazi jsou
transportovany ze systému rizné rychle. Chromatografické techniky lze rozdélit na
zakladé nékolika faktort. Jednim z moznych rozdé¢leni je uspotfddani staciondrni faze
(sloupcova, plosna). Dalsim, velmi dilezitym faktorem, podle kterého muizeme
chromatografick¢ techniky délit je mobilni faze. Podle toho rozeznavame
chromatografii kapalinovou (LC, HPLC), kde mobilni fazi je kapalina, a plynovou
(GC), kde mobilni fazi tvoii plyn. Vzhledem k tomu, Ze se tato prace zabyva metodikou
HPLC, bude se tato kapitola omezovat pouze na teoretické zaklady této techniky a dalsi

chromatografické techniky nebudou zminovany.

2.5.1 Zakladni usporadani HPLC

Zakladni uspotadani HPLC se sklada z vysokotlaké kapalinové pumpy, injektoru,
kolony, detektoru a vyhodnocovaciho systému (Obr 26) (22, 33, 36, 37, 63).
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Obr 26. Zakladni uspotfadani HPLC (1 — z&sobnik mobilni faze, 2 — vysokotlaka
pumpa, 3 — injektor, 4 — kolona, 5 — detektor, 6 — vyhodnocovani zafizeni, 7 — odpad).

(© John Wiley & Sons Inc., 2007)

Mobilni faze je ze zasobniku transportovana do vysokotlaké pumpy skrze jednocestny
ventil. Natlakovana pumpou je mobilni faze hnana proti zpétnému tlaku z kolony pies
druhy kontrolni ventil do injektoru. Natlakovana mobilni faze pak prochézi pies injektor
a do kolony. Po opusténi kolony pak vstupuje do detektoru a opousti systém do odpadu

nebo se recykluje a je vracena zpét obehu (36, 63).

Vzorek rozpustény v mobilni fazi nebo podobné kapaling jde nejprve do tzv. smycky
(angl. sample loop) a potom teprve do injektoru. Z injektoru se vzorek dostane do
natlakovaného proudu mobilni fiaze a prochdzi kolonou. V kolon¢ se ustanovuje
rovnovaha mezi staciondrni fazi a vzorkem. Tim dochézi k separaci jednotlivych frakei
ve smési. Separované frakce pak vstupuji skrz konec kolony do detektoru. Detektor
registruje zménu koncentrace jako zménu signéalu napéti. Tyto zmény napéti v ¢ase jsou
pak registrovany vyhodnocovacim zafizenim jako chromatogram. Na chromatografu

pak miizeme vidét piky, které predstavuji detekované frakce smési (36, 37).
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2.5.2 Separaéni modely

V systému HPLC jsou pouzivany tfi typy separa¢nich modela: partition, size exclusion

chromatography a ion exchange (36).
PARTITION

K separaci na kolon¢ dochazi, kdyz vzorek v mobilni fazi zafne interagovat se
stacionarni fazi. Mechanizmy téchto interakci pravdépodobné zahrnuji sily, vyvolané
uspofddanim hustoty naboje v polarnich slouceninach, jako je napt. voda. Diky
pritazlivé sile elektronu v atomu kysliku a vazebnému thlu vodika a kysliku, vykazuje
molekula vody kladné nabity a zaporné nabity konec. Molekula vody se nachazi
v minimélnim energetickém stavu v tom pfipad¢, kdyz je jeji kladné nabity konec
v pozici smérem k zaporn€ nabitému konci jiné molekuly vody. Toto uspotfaddani vede

k vazb¢ jednotlivych polarné nabitych molekul k sobé.

Kdyz vSak nepolarni molekuly vstoupi do polarni matrice, budou se orientovat
zpusobem, vedoucim k maximalizaci polarnich interakci. Vysledkem tohoto bude to, ze
nepolarni molekuly budou nahu$tény na sebe (36). Principem tohoto chovani je
pravidlo, Ze podobné ma afinitu k podobnému, takze polarni molekuly budou mit vzdy
vys$i afinitu k polarni matrici a nepolarni k nepolarni matrici. Napli kolony (stacionarni
faze) méa vzdy riznou afinitu k riznym latkdm, v zavislosti na stupni jejich polarizace.
KdyZz pak mobilni faze kontinualné opousti kolonu, jednotlivé latky jsou vymyvany

v rozdilnych casovych intervalech nasttiku (36, 63).

Dobry ptiklad tohoto typu separacniho modelu je separace v délici nalevce pii extrakci
kapalina — kapalina (36, 60). Separace pak probih4 na zdklad¢ ustanoveni rovnovahy
mezi jednotlivymi, vzdjemné nemisitelnymi kapalinami a separovanou latkou. Pokud
existuji dostatecné rozdily mezi polaritami jednotlivych separovanych latek, kazda

z nich pak bude mit tendenci se koncentrovat v roztoku s podobnou polaritou (Obr 27).
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Obr 27. Ptiklad separace smési v délici nalevce (© John Wiley & Sons Inc., 2007)

Stejnym zplsobem dochazi k separaci v kolon€é v ramci HPLC. Zde je polarni bud’
mobilni nebo stacionarni faze a pfitahuje a véaze vice polarnéjsi slouceniny
v injektované smési. Predstavme si, Ze poldrni je faze stacionarni a kolonou prochazi
nepolarni mobilni faze, a ze ve smési jsou dvé latky s riznou polaritou. Ob¢ tyto latky
maji urcitou afinitu ke stacionarni fazi, a proto budou v kolon¢ zadrzovany. Nicméné
latka s vyS$$i polaritou bude v koloné zadrzovana déle. Pfi ustanoveni rovnovéhy ve
prospéch pohybujici se mobilni faze, méné¢ polarni latka se bude z kolony vymyvat

rychleji a bude eluovana prvni (Obr 28) (36).
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Obr 28. Schéma separace na kolon¢, model partition (© John Wiley & Sons Inc., 2007)
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SIZE EXCLUSION CHROMATOGRAPHY

Prvni komeréné prodany HPLC systém byl gel penetration chromatography (GPC)
neboli chromatografickd separace na principu velikosti. Tento nejjednodussi
chromatograficky systém je zalozen na separaci na zaklad¢ velikosti molekul (59).
Stacionarni faze je usporddana jako kulicky obsahujici zuzujici se péry. Kdyz mobilni
faze transportuje vzorek k témto porim, rozpusténé latky prochéazeji skrz pory, pokud je
velikost molekul dostate¢né mald, aby prosly (Obr 29) (36). Jestlize jsou molekuly vétsi

nez por, jsou vymyvany z kolony (exclusion volume).

Seporating Pore
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Obr 29. Schéma size exclusion separation (© John Wiley & Sons Inc., 2007)
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Velké molekuly, které porem prosly, se nemohou dostat hluboko do péru. Mensi
molekuly prosly hloubé&ji. Vysledkem je delsi eluce mensSich ¢astic. V praxi to znamena,
ze opoustéji kolonu pozdéji (inclusion volume) (22, 33, 36). Na chromatografu pak
vidime tfi typy pikd. Prvnim je exclusion volume, coz jsou molekuly vétsi nez por, dalsi
jsou piky latek se stiedni velikosti molekul a posledni, tzv. inclusion volume, jsou piky

latek s nejmensi velikosti (Obr 30).

Injection 18 5.6

Excluzion Volume Indusion Volume

Obr 30. Chromatogram size exclusion separace (1, 2 — exclusion volume, 3, 4 — piky

molekul stfednich velikosti, 5, 6 — inclusion volume) (© John Wiley & Sons Inc., 2007)

ION EXCHANGE CHROMATOGRAPHY (IONTOVE VYMENNA
CHROMATOGRAFIE)

Tato metoda pouziva typ a stupenn ionizace kolony a latek k dosazeni separace. Zde
neplati pravidlo, Ze podobné se misi s podobnym, ale naopak. Latky s opacnym
nabojem, nez je naboj kolony, budou pritahovany a zadrzovany v koloné. Eluce je pak
zajisStovana vytésnénim nadbytkem iontu, ktery ma stejny naboj jako navazana

slouenina (36). Cim pevné&jii je vazba sloudeniny na kolonu, tim pomalejsi je eluce

z kolony.

Pti pfipravé iontové vyménné kolony (stacionarni faze) se pouziva celd fada materialt
zahrnujicich silikagel a zirkon a pevné spojené organické polymery (36). Navdzany na
tyto materidly jsou organické substance, které obsahuji funkéni skupiny bud

s permanentnim nabojem nebo s moznosti indukce naboje zménou pH.
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Nabité funkéni skupiny, které davaji kolon¢ schopnost separace, jsou dvojiho typu:
anionické a kationické. Anionické materialy maji afinitu k aniontlim a maji na svém
povrchu kladné nabité funkcéni skupiny, nejcastéji organické aminy. Kationické
materidly vazi kationty svymi zaporné¢ nabitymi funkénimi skupinami, zejména
kyselinami a sulfonaty (36). Oba typy kolon mtzeme jest¢ dale délit na silné a slabé
typy kolon a to na zaklad¢ stability a permanence naboje na funk¢nich skupinach. Silné
typy maji bud’ permanentni naboj (napt. kvartérni aminy) nebo maji pfitomny naboj
v celém spektru pH, pouzivaném v HPLC (napft. sulfonové kyseliny). Na druhé strané
slabé typy maji na funkénich skupinach néboj indukovatelny, a to v zavislosti na zméné
pH. Ptikladem mohou byt organické kyseliny, které jsou pii pH 2,0 neutralni (nenabité),
ale pti pH 6,5 tvofi kationty.

2.5.3 Modifikace separaéniho modelu ,partition“ - reverzni
chromatografie s pouzitim silikagelu, jako stacionarni faze

Vzhledem k tomu, ze HPLC metodika, pouzita pii stanovenich oximl v biologickych
materidlech pro ucely této prace, je zaloZena na separacnim modelu ,,partition®, je zde
zafazena kapitola o modifikacich této metodiky. Reverzni chromatografie znamena, ze

stacionarni faze je nepoldrni a mobilni faze je polarni.

Pfi separaci oximl z biologického materidlu mizeme celit dvéma zékladnim
problémim. Jsou to Spatnd retence a zeslabeni. Chromatografické piky jsou potom
asymetrické a maji tendenci se rozSifovat nebo zeslabovat na strané¢ od nastiiku
(Obr 31). Vysledkem tohoto rozsifovani je tendence pika prekryvat sousedni piky latek,
které se v kolon¢ zadrzuji déle. Extrémni rozSifovani, které je vzdy v disledku Spatné
nebo chabé ustanovené rovnovahy v koloné, musi byt vyfeSeno jiz ptred samotnym
materidlu v kolon¢ nebo vzorku v mobilni fazi (24, 36). Prikladem muze byt proces
disociace kyselin, kdy pfi pK, kyseliny je nedisociovana a disociovana forma latky
v rovnomérné koncentraci. Jestlize upravime pKa mobilni faze stabilizaénim roztokem

(pufrem) a potom se budeme pokousSet o separaci disociované kyseliny od ostatnich
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latek smési, vysledkem bude velmi rozsifeny pik, tim, Ze se kolona bude snazit

separovat obé rovnovazné formy kyseliny.

— LS 90° (scaled)
— RI

Signal (volts)

0.01
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Elution Volume (mL)

Obr 31. Ukazka rozsifovani piku (© AAPS Journals, 2006)

Dalsim problémem jsou slou¢eniny, které jsou pfili§ rozpustné na to, aby se udrzeli na
kolon¢ a odchazeji neidentifikované ve ,,prazdném* objemu. Modifikace bud’ ionizace
vzorkd nebo povrchu kolony miize zvysit retenci, a tak zlepsit feSeni a vysledek.
Modifikacemi, které vedou k wvyfeSeni tohoto problému jsou potlaceni ionizace

a iontové parovani. (36).

POTLACENI IONIZACE

Pufry se pouzivaji v HPLC k kontrole ionizace (disociace) jedné nebo vice molekul
v roztoku, tak aby se byly separovany v podobé ostrych a nerozsifenych pikii. Klicem
k pochopeni ionizace je pochopeni pojmu pH a pKa. pH roztoku je charakterizovano
koncentraci (aktivitou) oxonyovych iontii v roztoku a reprezentuje stupen kyselosti
kyseliny nebo zésaditosti baze. Pti stoupajicim pH, klesd koncentrace oxonyovych iontl
a naopak. Neutralni pH je 7. pK, pro kazdou ionizovatelnou skupinu na molekule je
pH, pfi kterém jsou v rovnovaze koncentrace ionizované a volné formy latky. Organické
kyseliny maji pKa kolem pH 4,5, aminy kolem pH 9,0 a 10,5. Pod pH 2,5 existuji

kyseliny pouze ve své volné, nedisociované podobé. Pii pH na 6,5 je vodikovy kation
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oddélen od molekuly, takze kyselina je disociovana. Je tedy ziejmé, Ze nezavaznéjsi

roz§ifovani pikll bude ptesné pii pKa.

Nejpouzivangj$im pufrem v HPLC je tzv. fosfatovy pufr. Ten méa dvé pouzitelna pK,,
2,1 a7,1 aje UV transparentni. Dal$i pufry, pouzivané v HPLC, jsou acetat, pK, 4,8,
format, pK, 3,8 a chloroacetat, pK, 2,9, vSechny absorbuji UV pod A 225nm. Pti
analyze vzorkd, obsahujicich organické fosfaty, mize byt fosfat nahrazen sulfonitem

spK, 1,8 26,9.

Dalsim faktorem je efekt ionizace na rozpustnost. lonizované formy jsou lépe rozpustné
ve vodnych roztocich. Pokud potfebujeme zvysit retenci latky v reverzni koloné,
prevedeme ji do neionizované formy. Napf. pro malé organické kyseliny je nejlepsi
separace pii pH 2,5 s fosfatovym pufrem nebo pouzitim 100mM kyseliny octové, ktera

poskytuje pH 2,9 (24, 36).
IONTOVE PAROVANI

Iontové parova cinidla jsou opacné nabité organické latky, jako je hexansulfonat,
oktansulfonat apod., které se do mobilni faze ptidavaji v ptebytku (obvykle 30 —
100mM). Jeden z moznych vykladt diivodu pouziti téchto latek je ten, ze s latkami ve
vzorku, obvykle aminy, tvoii iontové pary a tim vytvoii jednu dlouhou pseudomolekulu
s ,,maskovanym® nabojem uprostied této molekuly (36). Potom separace probiha jako
by néboj na molekule viibec neexistoval. Tim dosahneme také posunuti retencniho ¢asu
a ptipadné oddéleni od jinych, nezadoucich latek ve smési (napt. proteintl). Cim delsi je

pak nepolarni fetézec iontoveé parového Cinidla, tim vyssi je retencni Cas.

2.5.4 Moznosti detekce v HPLC

V ramci metodiky HPLC je mozZzné pouZiti nékolika typi detektorti. Mezi né patii
1 ultraviolet — visible spectra detektor (UV-VIS), ktery byl puzit v experimentalni ¢asti
této prace, a proto je mu vénovana nejveétsi pozornost. Ostatni detektory jsou zminény

pouze heslovité. Mezi n¢ patii fluorescencni detektor (FLD), photodiode array detektor
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(PDA), hmotnostni detektor (MS), elektrochemicky detektor (ECD) a napt. evaporative
light scattering detektor (ELSD). Nejcitlivéjsi z nic je MS a ELSD, nicméné metodika
pouzitelna pro né€ je velmi ndro¢nd a vyzaduje specialni podminky (mobilni faze, tlak na

kolon¢ apod.).
DETEKTOR UV/VIS

Tento detektor vyuziva princip absorbance svétla v oblasti ultrafialové a viditelného
svétla. Absorbance je pak imérna koncentraci stanovované latky. Princi je zaloZen na
Lambert Beerovu zdkonu. Ten ftika, Ze prochéazi-li tok rovnobéznych
monochromatickych paprskil o urcité zativé energii (@), homogenni vrstvou délky (L),
dochézi k urcité absorbanci zafeni a z homogenni vrstvy vychazi paprsek se snizenou
zativou energii (®). Koncentrace (c¢) je pak umérnd absorbanci (4) , molarnimu
absorpcnimu koeficientu (¢) a délce homogenni vrstvy (/). Vztah je pak mozné vyjadrit

jako:
A=c-¢-1l

Detektoru zahrnuje zdroj zéafeni, refrakéni miizku, kyvetu, fotodetektor a zesilovac
(Obr 32). Jako zdroj zafeni se pouziva deuteriova lampa, kterd poskytuje pfijatelnou
intenzitu zateni od 190 do 400nm (22, 24, 66). KdyZz je potfeba meéfeni v oblasti
viditelného svétla (400 az 700nm), Casto se pouzivad wolfram-halova lampa. Nicméné
vétSina méfeni v HPLC probihaji ve vinovych délkach pod 400nm, proto je vétSinou
potieba pouze deuteriové lampy. Zafeni zlampy pak prochazi do kyvety, ktera je
napojena na kolonu a namifena na diodu, kterd pak méfi intenzitu (@) zafeni. Obvykle
byva zatfeni z lampy jesté méteno referencni diodou, pro ziskani plivodni intenzity (®o).
Elektronicky systém detektoru pak pievede signél z obou diod na absorbanci, kterd je

pak prevedena do data systému (66).
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Zesilovac

e — =
T Sample In Fotodetektor
Deuteriova lampa Refrakéni mfizka Kyveta

Obr 32. Zakladni uspotadani detektoru UV/VIS (© John Wiley & Sons Inc., 2007)
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3. CiL PRACE A HYPOTEZA

3.1 Cil prace

Cilem této prace bylo stanovit koncentrace oximi v CNS a plazmé laboratornich
potkant a vysledky potom podrobit zakladnimu statistickému zpracovani. Dal§im cilem
bylo sledovat koncentrace zvolenych oximu v rtiznych ¢astech mozku (frontalni kiie,

bazélnich gangliich, pontomedularni oblasti a cerebellu).
3.2 Hypotéza

Oximy mohou prostupovat pies hematoencefalickou bariéru 1 pii aplikaci

terapeutickych davek.
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4. METODIKA

4.1 Experimentalni model

Cilem prace bylo stanovit koncentrace vybranych reaktivatori (oximd) v mozku
a plazmé potkanti ( kmen Wistar). Pokusy byly provadény na samicich potkana kmene
Wistar (ANLAB, Praha, Ceska republika), jejichz hmotnost se pohybovala v rozmezi
230 -280 g. Zvitata byla pted pokusem nejméné 1 tyden ustijena v centralnim vivariu
Fakulty vojenského zdravotnictvi, které¢ je klimatizované s dvanactihodinovym
svételnym rezimem stfidani svétlo — tma (od 7:00 do 19:00). Pokusna zvirata byla

krmena standardni peletovou dietou a vodou ad libitum.

Zvitata byla rozdé¢lena do skupin po 5 jedincich. Experimenty byly schvaleny Etickou
komisi Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové Univerzity obrany v B¢ a
Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové UK v Praze v souladu
s vyhlaskou 207/2004 Sb. o ochrang, chovu a vyuZiti pokusnych zvitat.

Personal manipulujici se zvitaty byl pfedem proskolen a ziskal osvédceni o zpusobilosti

pracovat s laboratornimi zvitaty podle §17 odst. 1 zdkona 207/2004.

Pro tc¢ely hodnoceni prostupii pfes HEB byly vybrany ctyti reaktivatory — HI-6, K-027,
K-74 a TO-032 (trimedoxim). K analyzdm bylo pouzito pét vzorkli pro kazdy
reaktivator. VSem péti potkanlim bylo podano 0,1 ml roztoku na 100 g jejich hmotnosti,
obsahujici terapeutické davky (5% LDsg) reaktivatoru (Tab. 2), a to i.m. do pravého
zadniho stehna. Po 60 min. byla zvifata utracena v CO, atmosféie a byla odebrana krev
zlevé komory srdeni. Pak byla u zvifat provedena perfuze cévniho systému
fyziologickym roztokem po dobu 12 min. Po ukonceni perfuze byl vyjmut mozek.
Okamzité byla provedena vizudlni kontrola vykrveni mozkové tkané. Mozky byly poté
thned zmrazeny na -80 °C (ULTF 320, Dairei, Dansko) a uchovany az do doby pted
samotnou analyzou. Srazlivost krve byla upravena piidanim standardniho mnozstvi
EDTY, poté byla centrifugovéna (3000 ot./min, 15 min) (M-24 A, Boeco, Némecko).

Po oddéleni krevnich elementii byla odebrdna plasma, kterda byla ihned uloZena
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v — 80 °C (ULTF 320, Dairei, Dansko) a byla uchovéavana az do doby dal$i apravy pired

samotnym métenim.

Mozek byl déle rozdélen na Ctyfi Casti. Reaktivatory byly stanovovany ve frontalni ktife,
bazéalnich gangliich, pontomedularni oblasti a mozecku. Pro ucely stanoveni byla

zvolena metodika HPLC-UV/VIS.

Vzhledem k tomu, ze kromé HI-6 nebyl v mozku zadny jiny reaktivator stanoven, byly
pouzity jen dva vzorky mozku (K-027, K-074 a TO-032). Zbylé vzorky byly ponechany

pro dalsi analyzy s pouzitim citlivéjSich detektora.

Tab. 2. Prehled testovanych reaktivatort a jejich terapeutickych davek

Nazev reaktivatoru Terapeuticka davka 5%LDs
HI-6 39.0 mg/kg
K-027 22.3 mg/kg
K-074 23.0 mg/kg
TO-032 (trimedoxim) 7.5 mg/kg

4.2 Priprava vzorkul

4.2.1 Priprava plasmy po aplikaci reaktivatoru

Pfimo ze srdce odebrana plnd krev byla oSetfena standardni davkou EDTA a
centrifugovéna 15 minut pii 3.000 rpm (M-24 A, Boeco, Némecko). Byla odebrana
plazma a ta byla ulozena pfi - 80 °C (ULTF 320, Dairei, Dénsko).

Vzorek plazmy byl rozmrazen a automatickou pipetou byl odebran piesny objem.
K nému byla piidana 20% TCA (tetrachléroctova kyselina) v mnozstvi '/s objemu
plazmy. Tabulka 5 shrnuje vSechny méfené vzorky plasmy, odebrany objem, objem

pridané 20% TCA a vysledny celkovy objem. Pfiddanim TCA doslo k vysraZeni
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pfitomnych proteinii Vznikla srazenina byla 1 minutu roztfepavana na minitfepacce
(Lab  Dancer, IKA-WERKE, Staufen, Némecko). Po rozmichani byla
4 minuty centrifugovana pii 10.000 rpm. Supernatant byl odebran a pouZzit pro HPLC
analyzu. Analyzy probihaly pfi teploté 23°C.
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Tab. 5. Prehled vzorkli plasmy — odebrané objemy, piidavky 20% TCA a celkové

objemy
Reaktivator Odebrany Pridavek 20% Vysledny
objem plasmy TCA (nl) celkovy objem
(nD (uD
Vzorek ¢.
1 180 36 216
2 160 32 192
HI-6
3 235 47 282
4 355 71 426
5 345 69 414
1 255 51 306
2 115 23 138
K-027 3 180 36 216
4 280 56 336
5 160 32 192
1 205 41 246
2 160 32 192
K-074 3 270 54 324
4 160 32 192
5 190 38 228
1 220 44 264
2 265 53 318
TO-032 3 225 45 270
4 305 61 366
5 240 48 288
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4.2.2 Priprava mozku po aplikaci reaktivatoru

Ihned po odebrani byl mozek zmraZzen na - 80 °C a uchovan k analyze. Po vyjmuti
a Castecném rozmrazeni byl rozdeélen na Ctyfi Casti, které byly samostatné
homogenizovany a pfipravovany k analyze. Frontalni kira (FC) byla skalpelem
odfiznuta jako prvi. Poté byla vyjmuta bazadlni ganglia (BG) a nakonec oddélena

pontomedularni oblast (PM) od mozecku (Ce) a zbytku mozku.

Mozkova tkan byla homogenizovana (T25 Ultra-Turrax, IKA, Némecko) s destilovanou
vodou v poméru 1:4 (w/v). Byl odebran piesny objem homogenitu a k nému byla
pfiddna 20% TCA v mnozstvi '/4 mnoZstvi homogenitu. Vznikla sraenina byla
1 minutu roztfepavana na minitiepatce (Lab Dancer, IKA-WERKE, Staufen,
Némecko). Po rozmichani byla 4 minuty centrifugovana pti 10.000 rpm. Supernatant
byl odebran a pouzit pro HPLC analyzu. Analyzy probihaly pii teploté 23°C. Tabulka 6,
7, 8 a 9 shrnuje hmotnosti jednotlivych odebranych ¢asti mozku, pfidavki vody pro

homogenizaci, odebrany objem homogenatu, ptidavek 20% TCA a celkovy objem.
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Tab. 6. HI-6 — mozek

Vzorek ¢. Cast Hmotnost | Pfidavek | Odebrany | Pridavek | Celkovy

mozku (2) H,O (pnl) | objem (pul) 20% objem

TCA D) |  (uD)

FC 0,0759 304 300 75 375

BG 0,0569 228 200 50 250

! PM 0,1153 462 500 125 625

Ce 0,2332 932 500 125 625

FC 0,0725 290 300 75 375

BG 0,0894 358 300 75 375

? PM 0,1154 462 500 125 625

Ce 0,2277 911 500 125 625

FC 0,0488 195 200 50 250

BG 0,074 298 200 50 250

3 PM 0,1229 492 500 125 625

Ce 0,2260 904 600 150 750

FC 0,0709 284 300 75 375

BG 0,0919 368 300 75 375

! PM 0,1518 607 600 150 750
Ce 0,2918 1168 800 200 1000

FC 0,0684 274 300 75 375

BG 0,1450 580 400 100 500

> PM 0,1761 704 600 150 750
Ce 0,2721 1088 800 200 1000
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Tab. 7. K-027 — mozek

Vzorek ¢. Cast Hmotnost | Pfidavek | Odebrany | Pridavek | Celkovy
mozku (2) H,O (pnl) | objem (pul) 20% objem
TCA (u) | (ul)
FC 0,076 304 200 50 250
BG 0,0781 312 200 50 250
! PM 0,0943 377 400 100 500
Ce 0,2202 881 600 150 750
FC 0,0766 306 200 50 250
BG 0,1049 420 300 75 375
? PM 0,1235 494 600 150 750
Ce 0,2455 982 600 150 750
Tab. 8. K-074 — mozek
Vzorek ¢. Cast Hmotnost | Pfidavek | Odebrany | Pridavek | Celkovy
mozku (2) H,O (ul) | objem (ul) 20% objem
TCA (u) (b
FC 0,0676 270 300 75 375
BG 0,1139 456 400 100 500
! PM 0,1056 422 400 100 500
Ce 0,2295 918 600 150 750
FC 0,0565 226 200 50 250
BG 0,1085 434 400 100 500
? PM 0,1962 785 800 200 1000
Ce 0,2882 1153 1000 250 1250
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Tab. 9. TO-032 — mozek

Vzorek ¢. Cast Hmotnost | Pfidavek | Odebrany | Pridavek | Celkovy
mozku (2) H,O (pnl) | objem (pul) 20% objem

TCA (uD) | (uD)

FC 0,1097 439 300 75 375

BG 0,0872 349 200 50 250

! PM 0,1609 644 600 150 750
Ce 0,2786 1114 600 150 750

FC 0,0868 347 300 75 375

BG 0,0707 283 200 50 250

? PM 0,1602 641 400 100 500
Ce 0,2548 1019 600 150 750

4.3 Podminky analyzy

Pro ucely analyzy byl pouzit HPLC syst¢ém P200 gradient pump (Spectra-Physics
Analytical, Fremont, USA), a 7125 injection valve — 10 pl loop (Rheodyne, Cotati,
USA), UVI1000 detektor (Spectra-Physics Analytical, Fremont, USA) and a CSW
Chromatography Station 1.5 software (DataApex, Praha, Czech republic). Systém byl
vybaven kolonou IAM.PC.DD 2 (150 x 4.6 mm; 12 pm) (Regis Technologies, Morton
Grove, IL). Mobilni faze byla pouzita smés 24% acetonitrilu a 76% vody (v/v)
obsahujici SmM oktansulfonat sodny a SmM tetramethylamonium chlorid. Mobilni faze
se izokraticky pohybovala kolonou rychlosti toku 1 ml/min. Absorbance byla métena

v ramci UV pax dané pro kazdy jednotlivy reaktivator (Tab. 10.).
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Tab. 10. Prehled vinovych délek (UVax) s maximalni absorbanci pro jednotlivé

reaktivatory
Nazev reaktivatoru UV nax (nm)
HI-6 308
K-027 285
K-074 290
TO-032 (trimedoxim) 292

4.4 Kalibrac¢ni krivky

K vyhodnoceni vysledkt a ziskani pfesnych koncentraci reaktivator ve vzorcich byly

pouzity dv¢ kalibrac¢ni kiivky, jedna pro plasmy a druha pro mozky.

4.4.1 Priprava vzorku pro kalibraci — plasmy

Po utraceni zvitete v CO, atmosféfe byla pfimo ze srdce odebrana heparinizovana krev.
Ta byla rozdélena po 250 pl do péti zkumavek. Ke kazdé bylo ptidano 50 pl roztoku
standardu pozadované koncentrace a nasledné byly 1 min protfepavany na minitiepacce
(Lab Dancer, IKA-WERKE, Staufen, Némecko). Po protfepani byla krev
centrifugovéana 10 minut pii 3.000 rpm (M-24 A, Boeco, Némecko) a ke vzorklim poté
ptidana 30% TCA v mnozstvi '/s objemu plazmy, tj. 50 ul. Vzorky byly nasledn&
dikladné protiepany ruéné a posléze téZ 1 min na minitiepacce. Po rozmichani byly
15 minut centrifugovany pti 10.000 rpm (M-24 A, Boeco, Némecko). Supernatant byl
odebran a pouzit pro sestaveni kalibracni kiivky. Vysledné koncentrace standardi byly,
50, 25, 12.5, 6.5 a 0 pg/ml. Kazdy vzorek byl zméfen tiikrat. Analyzy probihaly pii
teploté 23°C. Pro analyzu byl pouzit stejny HPLC systém a stejné podminky jako pro

realné vzorky.

KALIBRACNI KRIVKA PRO PLASMY - HI-6

Pro sestrojeni c¢tyfbodové kalibracni kiivky byly zvoleny nésledujici koncentrace

0, 6.5, 12.5, 25 a 50 pg/ml. Vysledna kalibracni kfivka je uvedena v Pfiloze €. 1.
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Rovnice regrese byla poté spoétena jako y = 0,06703*x* + 27,9113*x (r = 0,9993447).
Vystupni chromatogram jednoho z bodl (25 pg/ml) kalibrace je uveden na Obr 33.
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Obr 33. Vystupni chromatogram bodu kalibra¢ni kiivky - 25 pg/ml (HI-6)

KALIBRACNI KRIVKA PRO PLASMY — K-027

Pro sestrojeni c¢tyfbodové kalibracni kiivky byly zvoleny nésledujici koncentrace
0, 6.5, 12.5, 25 a 50 pg/ml. Rovnice regrese byla poté spottena jako y = -0,00007*x> +
0,05148"‘){2 + 25,73502*x + 42,40442 (r = 0,9994273). Vystupni chromatogram
jednoho z bodti (25 pg/ml) kalibrace je uveden na Obr 34.
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Obr 34. Vystupni chromatogram bodu kalibra¢ni kiivky - 25 pg/ml (K-027)

KALIBRACNI KRIVKA PRO PLASMY — K-074

Pro sestrojeni c¢tyfbodové kalibracni kiivky byly zvoleny nésledujici koncentrace
0, 6.5, 12,5, 25 a 50 pg/ml. Rovnice regrese byla poté spoctena jako
y = 0,1138%x* + 39,85342*x (r = 0,9999492). Vystupni chromatogram jednoho z bodii
(25 pg/ml) kalibrace je uveden na Obr 35.
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Obr 35. Vystupni chromatogram bodu kalibra¢ni kiivky - 25 pg/ml (K-074)



KALIBRACNI KRIVKA PRO PLASMY — TO-032

Pro sestrojeni ctyibodové kalibracni kiivky byly zvoleny nésledujici koncentrace
0, 6.5, 12.5, 25 a 50 pg/ml. Rovnice regrese byla poté spoétena jako y = 0,09552%x” +
51,23034*x (r = 0,9993096). Vystupni chromatogram jednoho zbodu (25 pg/ml)

kalibrace je uveden na Obr 36.
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Obr 36. Vystupni chromatogram bodu kalibra¢ni kiivky - 25 pg/ml (TO-032)

4.4.2 Priprava vzorku pro kalibraci — mozek

Mozkova tkan byla homogenizovana (T25 Ultra-Turrax, IKA, Némecko) s destilovanou
vodou v poméru 1:4 (w/v). Homogenat byl rozdélen po 350 ul do péti zkumavek. Ke
kazdé bylo pridano 50 pl roztoku standardu pozadované koncentrace a nasledné byly
1 min protiepavany na minitfepacce (Lab Dancer, IKA-WERKE, Staufen, Némecko).
Po protiepani byla ke vzorkiim priddna 20% TCA v mnozstvi /4 objemu homogenétu,
tj. 100 pl. Vzorky byly nasledné diikladné protiepany rucné a posléze téz 1 min na
minitfepacce. Po rozmichani byly 15 minut centrifugovany pti 10.000 rpm. Supernatant
byl odebran a pouzit pro sestaveni kalibra¢ni kiivky. Vysledné koncentrace standardi

byly 50, 25, 12.5, 6.25 a 0 pg/ml. Kazdy vzorek byl zméfen tiikrat. Analyzy probihaly
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pri teploté 23°C. Pro analyzu byl pouzit stejny HPLC systém a stejné podminky jako

pro realné vzorky.
KALIBRACNI KRIVKA PRO MOZEK — HI-6

Pro sestrojeni ¢tyfbodové kalibracni kiivky byly zvoleny nasledujici koncentrace
0, 6.5, 12.5, 25 a 50 pg/ml. Vysledna kalibracni kfivka je uvedena v Ptiloze €. 2.
Rovnice regrese byla poté spoctena jako y = 12,41597*x — 2,17392 (r = 0,9990027).
Vystupni chromatogram jednoho z bodl (6.25 pg/ml) kalibrace je uveden na Obr 37.
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Obr 37. Vystupni chromatogram bodu kalibraéni kiivky — 6.25 pg/ml (HI-6)
4.5 Zakladni metody statistického zpracovani

Vzhledem k tomu, Ze se experiment zabyval velmi nesourodym statistickym souborem,
byly pro zakladni statistické vyhodnoceni pouzity pouze aritmeticky pramér, v ramci
jednotlivych skupin (napt. HI-6, plasma, vzorek ¢. 1) a smérodatna odchylka také

v ramci jednotlivych skupin.
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5. VYSLEDKY

V ramci tohoto experimentu byly vyhodnocovany koncentrace c¢tyfech znamych
reaktivatorii v plasmé a mozku. V mozku byly sledovany koncentrace ve Ctyfech jeho

castech — FC, BG, PM a Ce. Vysledky jsou rozdéleny podle jednotlivych reaktivator.
5.1 Vysledky stanoveni HI-6

5.1.1 Vysledky stanoveni HI-6 v plasmé

Piivodni davka tohoto reaktivatoru, tedy 5% LDsy (terapeuticka davka) byla 39.0 mg/kg.
Analyze bylo podrobeno pét vzorkd plasmy. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 11 a 12.

Retencni ¢as tohoto reaktivatoru v plasmé byl 3,3 az 3,5 minut (Obr 38).

Tab. 11. Vystupni plochy pod pikem

Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Prumér | Smérodatna
¢. nastiik | nastfik | nastiik odchylka
1 221,111 | 222,553 | 218,715 | 220,793 1,39
2 386,838 | 431,453 | 457,725 | 425,339 25,67
HI-6 3 542,726 | 495,165 | 491,849 | 509,913 21,88
4 481,292 | 494,126 | 537,917 | 504,445 22,31
5 188,674 | 136,720 | 162,169 | 162,521 17,44
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Tab. 12. Koncentrace HI-6 ve vzorcich plasmy (ug/ml)

Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Primér | Smérodatna
¢. nastfik | nastfik | nastrik odchylka
1 7,777 7,826 7,694 7,766 0,05
2 13,427 14,923 15,757 14,702 0,85
HI-6 3 18,613 16,967 16,933 17,504 0,74
4 16,583 17,033 18,455 17,357 0,73
5 6,632 4,842 5,731 5,735 0,60

Primérna koncentrace ve vSech péti vzorcich plasmy 12,6128 pg/ml.
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Obr 38. Vystupni chromatogram pro stanoveni HI-6 ve vzorku plasmy ¢. 4, druhy

nastiik

5.1.2 Vysledky stanoveni HI-6 v mozku

Piivodni davka tohoto reaktivatoru, tedy 5% LDs (terapeuticka davka) byla 39.0 mg/kg.

Analyze bylo podrobeno pét vzorkd plasmy. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 11 a 12.

Retencni ¢as tohoto reaktivatoru v plasmé byl 3,3 az 3,5 minut (Obr 38).
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FRONTALNI KURA (FC)

Vysledky stanoveni HI-6 v FC jsou uvedeny v tabulkdch 13 a 14. Retenc¢ni Casy v této

¢asti mozku byly 2,480 minuty (Obr 39).

Tab. 13. Vystupni plochy pod pikem

Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Prumér | Smérodatna
¢. nastiik | nastfik | nastiik odchylka
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
HI-6 3 4,548 0 0 4,548 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
Tab. 14. Koncentrace HI-6 ve vzorcich FC mozki (pg/ml)
Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Primér | Smérodatna
¢. nastiik | nastfik | nastiik odchylka
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
HI-6 3 0,541 0 0 0,541 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
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Obr 39. Vystupni chromatogram pro stanoveni HI-6 ve vzorku FC mozku €. 3, prvni

nastiik
BAZALNI GANGLIA (BG)

Vysledky stanoveni HI-6 v BG jsou uvedeny v tabulkach 15 a 16. Reten¢ni Casy v této
¢asti mozku byly 2,473 (Obr 40), 2,413 (Obr 41), 2,427 (Obr 42) a 2,440 minuty
(Obr 43).

Tab. 15. Vystupni plochy pod pikem

Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Prumér | Smérodatna
¢. nastiik | nastfik | nastiik odchylka
1 0 0 0,930 0,930 0
2 0 0 0 0 0
HI-6 3 0 0 0 0 0
4 0,730 1,130 0,556 0,805 0,22
5 0 0 0 0 0
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Tab. 16. Koncentrace HI-6 ve vzorcich BG mozki (ug/ml)

Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Primér | Smérodatna
¢. nastfik | nastfik | nastrik odchylka
1 0 0 0,250 0,250 0,11
2 0 0 0 0 0
HI-6 3 0 0 0 0 0
4 0,234 0,266 0,220 0,240 0,02
5 0 0 0 0 0
(mv]
12]
10]
8,
S
4]
o
0 1 2 2 g
Time

Obr 40. Vystupni chromatogram pro stanoveni HI-6 ve vzorku BG mozku ¢. 1, tieti

nastiik
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Obr 41. Vystupni chromatogram pro stanoveni HI-6 ve vzorku BG mozku ¢. 4, prvni

nastiik

Obr 42. Vystupni chromatogram pro stanoveni HI-6 ve vzorku BG mozku €. 4, druhy

nastiik
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Obr 43. Vystupni chromatogram pro stanoveni HI-6 ve vzorku BG mozku ¢. 4, tieti

nastiik
PONTOMEDULARNI OBLAST (PM)

Vysledky stanoveni HI-6 v PM jsou uvedeny v tabulkach 17 a 18. Reten¢ni Casy v této
¢asti mozku byly mezi 2,3 az 2,48 minut (Obr 44 — 46).

Tab. 17. Vystupni plochy pod pikem

Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Primér | Smérodatna
¢. nastfik | nastfik | nastrik odchylka
1 1,562 4,492 3,536 3,197 1,09
2 0 0 0 0 0
HI-6 3 0 0 0,852 0,852 0
4 1,603 0,796 1,122 1,174 0,29
5 1,566 0,739 0,659 0,988 0,39
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Tab. 18. Koncentrace HI-6 ve vzorcich PM mozk (pg/ml)

Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Primér | Smérodatna
¢. nastfik | nastfik | nastrik odchylka
1 0,301 0,537 0,320 0,386 0,10
2 0 0 0 0 0
HI-6 3 0 0 0,244 0,244 0
4 0,304 0,239 0,265 0,269 0,02
5 0,301 0,235 0,228 0,255 0,03
(mv]
15]
& 10,
S
.
0 1 2 4 é[min.]
Time

Obr 44. ystupni chromatogram pro stanoveni HI-6 ve vzorku PM mozku €. 1, prvni

nastiik
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Obr 45. Vystupni chromatogram pro stanoveni HI-6 ve vzorku PM mozku ¢. 3, tieti

nastiik

Obr 46. Vystupni chromatogram pro stanoveni HI-6 ve vzorku PM mozku €. 5, prvni

nastiik
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CEREBELLUM (Ce)

Vysledky stanoveni HI-6 v PM jsou uvedeny v tabulkach 19 a 20. Retenc¢ni Casy v této

¢asti mozku byly 2,473, 2,387 a 2,433 minuty (Obr 47, 48 a 49)

Tab. 19. Vystupni plochy pod pikem

Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Prumér | Smérodatna
¢. nastiik | nastfik | nastiik odchylka
1 0 0 0 0 0
2 0 1,604 0 1,604 0
HI-6 3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 1,358 0,352 0 0,570 0,53
Tab. 20. Koncentrace HI-6 ve vzorcichCe mozki (pg/ml)
Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Prumér | Smérodatna
¢. nastiik | nastfik | nastiik odchylka
1 0 0 0 0 0
2 0 0,304 0 0,304 0
HI-6 3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0,284 0,203 0 0,162 0,11
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Obr 47. Vystupni chromatogram pro stanoveni HI-6 ve vzorku Ce mozku ¢. 2, druhy

nastiik

Obr 48. Vystupni chromatogram pro stanoveni HI-6 ve vzorku Ce mozku ¢. 5, prvni

nastiik
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Obr 49. Vystupni chromatogram pro stanoveni HI-6 ve vzorku Ce mozku ¢. 5, druhy
nastiik
5.1.3 Shrnuti vysledkt stanoveni HI-6 v plasmé a mozku

Tabulka 21 shrnuje vysledky stanoveni HI-6 v plasmé a mozku. Déle je proveden

prepocet poméri koncentraci v jednotlivych ¢astech mozku viici koncentraci v plasmé.

Tab. 21. Shrnuti vysledkii stanoveni HI-6 v plasm¢ a mozku (primérna koncentrace

HI-6 v plasmé¢ a v jednotlivych ¢astech mozku)

Typ vzorku Primérna koncentrace Pomér koncentrace a
(ng/ml) koncentrace v plasmé (%)

Plasma 12,6128 100
FC 0,541 4,29
BG 0,245 1,9
PM 0,2885 2,3
Ce 0,233 1,85
Cely mozek 0,327 2,59
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5.2 Vysledky stanoveni K-027

5.2.1 Vysledky stanoveni K-027 v plasmé

Vzhledem k tomu, Ze tento reaktivator nebyl v mozku viibec detekovan, byly provedeny
pouze analyzy plasmy na pfitomnost tohoto reaktivatoru. Pivodni davka tohoto
reaktivatoru, tedy 5% LDsy (terapeutickd davka) byla 22.3 mg/kg. Analyze bylo
podrobeno pét vzorkl plasmy. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 22 a 23. Retenc¢ni Cas
tohoto reaktivatoru v plasmé byl 3,567 minuty (Obr 50).

Tab. 22. Vystupni plochy pod pikem

Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Priumér | Smérodatna
¢. nastfik | nastfik | nastrik odchylka
1 712,466 | 780,805 | 682,717 | 725,329 36,98
2 643,495 | 598,924 | 601,115 | 614,511 19,32
K-027 3 598,032 | 618,512 | 620,951 | 612,498 9,64
4 632,301 | 648,218 | 632,186 | 637,569 7,10
5 692,969 | 711,065 | 692,025 | 698,686 8,25

Tab. 23. Koncentrace K-027 ve vzorcich plasmy (pg/ml)

Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Prumér | Smérodatna
¢. nastiik | nastfik | nastiik odchylka
1 23,202 23,332 18,817 21,784 1,98
2 20,031 18,087 18,952 19,023 0,67
K-027 3 18,275 19,159 18,160 18,531 0,42
4 19,297 18,702 20,400 19,466 0,62
5 22,745 22,787 22,909 22,814 0,06

Primérné koncentrace ve vSech péti vzorcich plasmy 20,3236 pg/ml.
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Obr 50. Vystupni chromatogram pro stanoveni K-027 ve vzorku plasmy ¢. 4, prvni

nastiik
5.3 Vysledky stanoveni K-074

5.3.1 Vysledky stanovené K-074 v plasmé

Vzhledem k tomu, ze tento reaktivator nebyl v mozku viibec detekovan, byly provedeny
pouze analyzy plasmy na pfitomnost tohoto reaktivatoru. Pivodni davka tohoto
reaktivatoru, tedy 5% LDso (terapeutickd davka) byla 23.0 mg/kg. Analyze bylo
podrobeno pét vzorkl plasmy. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 24 a 25. Retenc¢ni cas
tohoto reaktivatoru v plasme byl 4,6 minuty (Obr 51).
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Tab. 24. Vystupni plochy pod pikem

Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Primér | Smérodatna
¢. nastrik nastrik nastrik odchylka
1 781,676 | 765,502 | 742,943 | 763,374 13,62
2 836,982 | 816,252 | 789,704 | 814,313 16,41
K-074 3 858,685 | 734,293 | 836,207 | 809,728 50,29
4 862,929 | 761,034 | 818,158 | 814,040 35,34
5 851,409 | 830,339 | 729,555 | 803,768 49,48
Tab. 25. Koncentrace K-074 ve vzorcich plasmy (pg/ml)
Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Primér | Smérodatna
¢. nastiik | nastfik | nastiik odchylka
1 18,623 18,256 17,743 18,207 0,31
2 19,316 19,406 18,805 19,176 0,25
K-074 3 20,362 17,546 19,856 19,255 1,14
4 19,530 18,155 19,449 19,045 0,59
5 20,199 19,724 17,438 19,120 1,12

Primérna koncentrace ve vSech péti vzorcich plasmy 18,9606 pg/ml.
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Obr 51. Vystupni chromatogram pro stanoveni K-074 ve vzorku plasmy ¢. 4, prvni

nastiik
5.4 Vysledky stanoveni TO-032

5.4.1 Vysledky stanoveni TO-032 v plasmé

Vzhledem k tomu, ze tento reaktivator nebyl v mozku viibec detekovan, byly provedeny
pouze analyzy plasmy na pfitomnost tohoto reaktivatoru. Pivodni davka tohoto
reaktivatoru, tedy 5% LDsg (terapeutickd davka) byla 7.5 mg/kg. Analyze bylo
podrobeno pét vzorkl plasmy. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 26 a 27. Reten¢ni Cas
tohoto reaktivatoru v plasme byl 4,680 minuty (Obr 52).
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Tab. 26. Vystupni plochy pod pikem

Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Primér | Smérodatna
¢. nastrik nastrik nastrik odchylka
1 256,893 | 252,699 | 238,406 | 249,333 7,28
2 238,049 | 208,937 | 205,142 | 217,376 13,78
TO-032 3 264,234 | 233,723 | 203,045 | 233,667 20,41
4 230,459 | 213,867 | 189,906 | 211411 14,34
5 224,012 | 218,723 | 219,484 | 220,740 2,18
Tab. 27. Koncentrace TO-032 ve vzorcich plasmy (pug/ml)
Reaktivator | Vzorek Prvni Druhy Treti Primér | Smérodatna
¢. nastiik | nastfik | nastiik odchylka
1 4,968 4,888 4,614 4,823 0,14
2 4,607 4,048 3,975 4,210 0,26
TO-032 3 5,109 4,524 3,935 4,523 0,39
4 4,461 4,143 3,682 4,095 0,28
5 4,338 4,236 4,251 4,275 0,04

Primérnda koncentrace ve vSech péti vzorcich plasmy 4,3852 pg/ml.
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Obr 52. Vystupni chromatogram pro stanoveni TO-032 ve vzorku plasmy ¢. 5, treti
nastiik
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6. DISKUZE

Cilem prace bylo stanoveni prostupt Ctyf vybranych reaktivatori AChE do centralniho
nervového systému v riznych biologickych vzorcich. Byly vybrany nasledujici oximové
reaktivatory: HI-6, K-027, K-074 a TO-032. Stanoveni byla provddéna ve vzorcich
plasmy a mozku. Tim byl naplnén cil prace. Hypotéza byla stanovena: ,,Oximy mohou
prostupovat pres hematoencefalickou bariéru i pii aplikaci terapeutickych davek. Ta

byla potvrzena pouze ¢astecné.

Vzhledem k tomu, Ze kromé HI-6 nebyl zadny jiny reaktivator detekovan, nemohla byt
hypotéza potvrzena Upln€. Jednou z moznych vysvétleni tohoto faktu je nedostatecna
citlivost detektoru UV/VIS. Ten je sice pro béZné rutinni stanoveni reaktivator v
plasmé dostacujici (3, 4), nicméné pro tak malé¢ davky v mozku, jako jsou 5% LDs
(terapeutické davky), je detektor UV/VIS pro stanoveni reaktivatori v mozku
nedostacujici. Vhodnéjsim detekénim zafizenim z hlediska citlivosti by mohl byt
elektrochemicky detektor (ECD) nebo detektor ELSD. Dal§im moznym vysvétlenim
muze byt aplikace neekvimolarnich, ale terapeutickych davek. Ty byly stanoveny pro
jednotlivé reaktivatory na zéklad¢ jejich toxicit v predchazejicich pokusech. HI-6 je
nejméné toxickad, proto je 1 tato davka ze vSech nejvyssi (viz Tab.2). Vzhledem k tomu,
ze mnozstvi aplikované HI-6 je nejvyssi ze vSech reaktivatorti, vznikd v plasmé nejvyssi
koncentrace a tim na zaklad¢ jednoduchého principu koncentraéniho gradientu, je
mozno v CNS dosédhnout vysSich hladin, které jsou na hranici detekovatelnosti..
Vsechny ostatni zvolené reaktivatory jsou pod limitem detekce pro dany UV/VIS
detektor.

Stanoveni pomoci ECD je ponékud komplikovanéjsi pii stavajici metodice zpracovani
vzorkl, jelikoz je detektor zahlcen proteiny a fosfolipidy, které je nutné ze vzorku
eliminovat. Hydrolyzu fosfolipidii proteint Ize docilit dvéma zpiisoby. Jednim je kysela
hydrolyza pomoci néjaké silné organické kyseliny, napf. tetrachloroctové kyseliny

(20% TCA) (2, 3, 4). Tento ukon je vSak i soucasti metodiky této prace a neni
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dostate¢n¢ ucinny pro vSechny typy fosfolipidii a proteind. Dal$i moznosti je slabé
alkalicka hydrolyza (1). Ta se provadi pomoci hydroxidu sodného nastavenim pH na
hladinu kolem 7. Tim dojede k rozbourani fosfolipidii. Problémem je, Ze NaOH
hydrolyzuje i oximy a tim dochdzi ke snizovéani jejich koncentrace ve vzorku v
pribéhu Casu. Je tedy nutné metodiku stanoveni s ECD detekci upravit pro ucely
analyzy. Problémem je, ze i pii vylepSeni metodiky dochéazi k ¢astecnému zahlceni

detektoru a naslednému ztizeni vyhodnocovani vysledki (41).

Pouziti ELSD detektoru je také velice odlisné od nasi metodiky, a to z hlediska
naro¢nosti podminek a instrumentace. Pokud bychom pouzili stejnou metodiku, resp.
stejnou mobilni fazi (oktansulfonat sodny - OSA), detektor by se zahltil timto iontové
parovym cinidlem. ELSD totiz pracuje na principu odpafeni mobilni fadze a tim
absolutni degradaci jakychkoliv balastnich latek pro analyzu a vyhodnocuje pak pouze
analyzovanou latku. OSA vSak neni mozné v tomto detektoru zplynit a degradovat a
dochazi k nezddoucimu ovliviiovani samotné analyzy. Detektor se zahlti a trvd mu pak
velice dlouho nez se navrati do ptivodni kondice. Pro analyzy s ELSD se pouZzivaji jiné
mobilni faze, které vSak neobsahuji iontové parova Cinidla, ktera jsou nezbytnd pro

posunuti reten¢nich ¢ast stanovovanych reaktivatora.

Zasadnim bodem vyvoje metodiky analyzy reaktivatorti v biologickych vzorcich, jako
je plasma a mozek, je oddé€leni pikli stanovovanych latek od pikt proteinti a fosfolipida.
Jednou z moznosti je samotna hydrolyza téchto balastnich latek (viz vyse). Tato byla
zavedena i1 do nasi metodiky a to pomoci 20% TCA. Kysela hydrolyza je jednou z mala
moznosti, jak docilit alespoit minimalni eliminace balastd. Jak jiz bylo zminéno vyse,
alkalickd hydrolyza nepfipada v uvahu, vzhledem k tomu, ze této hydrolyze podléhaji i
samotn¢ reaktivatory. Proto jsou do mobilni faze ptidavéana prave iontové parova Cinidla
(viz kapitola 2.4.3), kterd posouvaji reten¢ni asy. Cim vys§i je koncentrace iontové
parového Cinidla, tim déle se analyzovana latka v koloné zadrzuje. Potom docilime
striktniho oddéleni pikt reaktivatord od pikl proteinti a fosfolipidl. To je pfi analyze

biologickych vzorkt metodou HPLC zésadni a nepostradatelné.
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Podle soucasnych znalosti neni mozné, aby polarni hydrofilni latky prostoupila pies
HEB. Pokud se podivime na vysledky této prace, tak ty tuto teorii jednoznacné
vyvraceji. Oximy, neboli enzymatické reaktivatory, maji polarni molekulu, a to diky
tomu, ze maji na pyridinovém jadie kvartérni, kladn¢ nabity dusik. Pfed takovym typem
molekuly by mél byt mozek chranén pravé HEB. Tato prace dokazuje, ze i pfi

terapeutickych davkach, oximy ptes HEB prostupuyji.

Podle vysledkt prostupuje HEB pouze HI-6, nicméné v nasem piipadé nebyly davky
reaktivatorti ekvimolarni. Pokud by byly ekvimolarni, tak lze, na zaklad¢é ptedchozich
studii, predpokladat, ze latky s odliSnou strukturou by pies HEB prostupovali 1épe nez
HI-6.

Jak vychazi ze ziskanych vysledkt, tak HI-6 prostupuje HEB zhruba v poméru 2,6%
vici koncentraci v plasmé. Pokud budeme sledovat distribuci HI-6 v jednotlivych
¢astech mozku, zjistime, ze azZ na FC (4,29%), kde byl detekovan pouze v jednom
pripad¢, je distribuce v podstaté stejnd — BG (1,9%), PM (2,3%) a Ce (1,85%). Toto
vyboc¢eni by mohlo, vzhledem k poctu vzorkil, u kterych byla v FC HI-6 detekovana,
piisuzovano standardni chybé a nebo anomadlni metabolizace v piipadé jednoho
organizmu. Zjisténé¢ koncentrace jsou totiz velmi malé a  velice nesnadno se
vyhodnocuje jakdkoliv chyba nebo anomalie. Nicméné se zda, Ze se reaktivator HI-6
v mozku distribuuje naprosto rovnomeérng, oproti ptivodnimu piedpokladu, kdy by v Ce
nemélo byt niz§i mnozstvi nez ostatni ¢asti mozku, PM by méla obsahovat vyssi

mnozstvi reaktivatoru nez v BG a FC. Jak je vidét, tak v pripad¢ HI-6 tomu tak neni.
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7. ZAVER

Pivodni cil, stanovit reaktivatory ve vzorcich plazmy a mozku byl naplné jen ¢astecné.
V plazmé byly stanoveny koncentrace vSech ctyfech vybranych reaktivétord, ale
v mozku byl stanoven pouze HI-6. Pfi porovnani s naméfenou koncentraci v plazmé
bylo zjisténo, ze HI-6 prostupuje HEB vpoméru kplazmé pfiblizné 2,6%.
V jednotlivych castech mozku je to pak FC — 4,29%, BG — 1,9%, PM — 2.3%
a Ce — 1,85%. Z hlediska rovnomé&rnosti distribuce vybocuje pouze pomér koncentrace
v FC.. Zavérem je tfeba fici, Ze oximy (reaktivatory) prostupuji pies HEB,
a to 1 navzdory své polarni povaze, ktera je dana kvartérnim dusikem na pyrimidinovém

jadre. Reaktivatory tedy prostupuji HEB 1 pfi terapeutickych davkach.
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