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Kapalinov· chromatografie s elektrochemickou detekcÌ je
rychlou, selektivnÌ a citlivou metodou pro stanovenÌ hladin
acetylcholinu (ACh) a cholinu (Ch) v tk·nÌch a mikrodialyz·-
tech1ñ6. Detekci ACh a Ch umoûÚuje pouûitÌ postkolonovÈho
reaktoru, kter˝ obsahuje imobilizovanÈ enzymy cholinoxida-
su a acetylcholinesterasu (AChE) (cit.6). Maxim·lnÌ ˙Ëinnosti
dan˝ch enzym˘ je dosaûeno p¯i teplot·ch v rozmezÌ 35 ∞C aû
37 ∞C a pH v rozmezÌ 8,0 aû 8,5.

V p¯edloûenÈ pr·ci byly cholin a acetylcholin nejprve
rozdÏleny na analytickÈ kolonÏ s reverznÌ f·zÌ. PotÈ byl acetyl-
cholin hydrolyzov·n imobilizovanou AChE na cholin a octo-
vou kyselinu a cholin enzymaticky oxidov·n imobilizovanou
cholinoxidasou na betain a peroxid vodÌku (obr. 1) ve v˝öe
uvedenÈm reaktoru. Peroxid vodÌku byl detegov·n ampero-
metricky.

Tato metoda byla vyuûita ke srovn·nÌ ˙Ëinku dvou reakti-
v·tor˘ AChE, obidoximu a oximu HI-6, v kombinaci s atro-
pinem, v˘Ëi vysoce toxickÈmu organofosf·tu (OF) somanu
(3,3-(dimethylbuten-2-yl)-methylfosfonofluorid·t), jenû
p¯edstavuje nejvÏtöÌ nebezpeËÌ pro ËlovÏka v p¯ÌpadÏ pouûitÌ
chemick˝ch zbranÌ za v·leËnÈ situace nebo p¯i teroristick˝ch
akcÌch. IreverzibilnÌ inhibice AChE s n·slednou akumulacÌ

ACh na perifernÌch i centr·lnÌch cholinergnÌch synapsÌch vede
k nadmÏrnÈ stimulaci cholinergnÌho nervovÈho systÈmu, jeû
je pokl·d·na za hlavnÌ mechanismus toxickÈho ˙Ëinku tÏch-
to nox7ñ8. SouËasn· antidotnÌ terapie otrav OF slouËeninami
obvykle spoËÌv· v kombinovanÈm pod·nÌ anticholinergnÌ l·t-
ky (nejËastÏji atropin) a oximu (obvykle pralidoxim, obidoxim
nebo oxim HI-6). AnticholinergnÌ l·tky blokujÌ ˙Ëinky nahro-
madÏnÈho ACh na muskarinov˝ch cholinergnÌch receptorech,
zatÌmco oximy, l·tky s nukleofilnÌmi vlastnostmi, obnovujÌ
aktivitu inhibovanÈ AChE defosfonylacÌ enzymu7,9. Reakti-
vaËnÌ ˙Ëinnost oxim˘ je obvykle hodnocena mÏ¯enÌm aktivity
AChE po intoxikaci OF slouËeninou a n·slednÈ antidotnÌ
terapii9. NicmÈnÏ stanovenÌ hladiny ACh se ukazuje jako
p¯esnÏjöÌ metoda vyhodnocenÌ terapeutickÈ ˙Ëinnosti oximu,
protoûe pr·vÏ akumulace ACh na cholinergnÌch synapsÌch
zp˘sobuje nadmÏrnou stimulaci cholinergnÌho nervovÈho sys-
tÈmu, jeû je odpovÏdn· za akutnÌ toxickÈ ˙Ëinky OF slouËenin.
Proto je tato f·ze otravy tÈû naz˝van· ÑakutnÌ cholinergnÌ
krizeì.

Jedno z nejv˝znamnÏjöÌch poökozenÌ zp˘sobenÈ otravou
somanem je degenerace mozkovÈ tk·nÏ v oblasti hippokampu,
jenû tvo¯Ì morfologick˝ substr·t pro kognitivnÌ funkce. Proto
takÈ naruöenÌ kognitivnÌch funkcÌ jako je pozornost, uËenÌ
a pamÏù pat¯Ì mezi nejËastÏjöÌ centr·lnÌ p¯Ìznaky akutnÌ otravy
OF slouËeninami7. Metoda HPLC spojen· s elektrochemickou
detekcÌ byla proto vyuûita ke stanovenÌ hladin ACh v hippo-
kampu somanem otr·ven˝ch potkan˘ za ˙Ëelem vyhodnocenÌ
terapeutickÈ ˙Ëinnosti vybran˝ch oxim˘ (obidoxim, oxim HI-6).

Experiment·lnÌ Ë·st

P ¯ Ì s t r o j e a z a ¯ Ì z e n Ì

Chromatografick˝ systÈm byl sestaven z gradientovÈho
Ëerpadla SpectraSERIES model P200 (Spectra-Physics, Fre-
mont, USA), vysokotlakÈho d·vkovaËe s 10 µl smyËkou mo-
del 7125 (Rheodyne, Cotati, USA), analytickÈ kolony ACH-
-3(RP-POLY/C18; 5 µm), 150 mm ◊ 3 mm i.d. (ESA, Bedford,
USA), za nÌ umÌstÏnÈho reaktoru se zakotvenou tuhou f·zÌ,
naplnÏnÈho imobilizovan˝mi enzymy cholinoxidasou a ace-
tylcholinesterasou (ESA, Bedford, USA) a multielektrodo-
vÈho detektoru s analytickou celou a platinovou pomocnou
elektrodou Coulochem II, model 5040 (ESA, Bedford, USA).

CH3COOCH2CH2N
+
(CH3)3 + H2O HOCH2CH2N

+
(CH3)3 + CH3COO

acetylcholin cholin

HOCH2CH2N
+
(CH3)3 + 2 O2 + H2O HOOCCH2N

+
(CH3)3 + 2 H2O2

cholin betain

acetylcholinesterasa →

cholinoxidasa →

Obr. 1. SchÈma hydrol˝zy acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou a enzymatickÈ p¯emÏny cholinu na betain a peroxid vodÌku
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Homogenizace byla prov·dÏna na homogeniz·toru X 520
CAT (SRN).

Chromatogramy byly zpracov·ny Chromatografickou sta-
nicÌ pro Windows (CSW), verze 1.7 (Data Apex, Praha, »esk·
republika).

MobilnÌ f·ze obsahovala 100 mmol.lñ1 hydrogenfosforeË-
nanu sodnÈho, 2 mmol.lñ1 natrium-oktyl-sulf·tu a 0,005 %
antimikrobi·lnÌho Ëinidla MB. KoneËnÈ pH bylo nastave-
no na 8,0 koncentrovanou (850 g.lñ1) kyselinou trihydrogen-
fosforeËnou6. F·ze byla vakuovÏ filtrov·na filtrem 0,45 µm
HV (Millipore, Bedford, USA). Pr˘tok mobilnÌ f·ze byl
0,35 ml.minñ1, teplota 35 ∞C. Kolona byla kondicionov·na
mobilnÌ f·zÌ nejmÈnÏ 10 hodin p¯ed pouûitÌm. Potenci·l pra-
covnÌ elektrody byl +500 mV.

C h e m i k · l i e

Vöechny pouûitÈ chemik·lie byly Ëistoty p.a. nebo pro
HPLC. Cholin-chlorid (Ch) a acetylcholin-chlorid (ACh) byly
zÌsk·ny od firmy Fluka, antimikrobi·lnÌ Ëinidlo MB od ESA
(Bedford, USA); kyselina fosforeËn·, kyselina chlorist·, 3-
-(dimethylamino)propan-1-ol a ethyljodid od firmy Merck.
Ethylhomocholin (internÌ standard, ISTD) byl p¯ipraven zn·-
m˝m postupem1. Pro p¯Ìpravu mobilnÌ f·ze a roztok˘ stan-
dard˘ byla pouûita voda ËiötÏn· reverznÌ osmÛzou (Aqua 50,
Goro, »esk· republika ).

P ¯ Ì p r a v a s t a n d a r d ˘

Z·sobnÌ roztoky standardnÌch l·tek Ch, ACh a ISTD (kaû-
d˝ 0,3 mg.mlñ1) byly p¯ipraveny v 0,1 mol.lñ1 kyselinÏ chlo-
ristÈ a  uchov·v·ny p¯i  ñ70 ∞C 1  t˝den. PracovnÌ roztoky
(15ñ3000 ng.mlñ1) byly p¯ipravov·ny kaûd˝ den ¯edÏnÌm z·-
sobnÌch roztok˘ 0,1 mol.lñ1 kyselinou chloristou.

P ¯ Ì p r a v a v z o r k ˘

Mozek  potkana byl  ihned  po vyjmutÌ  zmraûen kapal-
n˝m dusÌkem a uchov·v·n v mrazÌcÌm boxu p¯i ñ70 ∞C do
dalöÌho zpracov·nÌ. Vypreparovan˝ hippokampus byl zv·-
ûen a p¯eveden do sklenÏnÈ centrifugaËnÌ zkumavky obsahu-
jÌcÌ 1 ml 0,1 mol.lñ1 kyseliny chloristÈ s obsahem 2100 ng
ISTD. Po homogenizaci a centrifugaci p¯i 4 000 g po dobu
10 min byla reakËnÌ smÏs filtrov·na filtrem Millipore (0,45 µm).
10 µl supernatantu bylo n·slednÏ d·vkov·no do HPLC sys-
tÈmu.

Koncentrace ACh a Ch byly stanoveny metodou kalibraË-
nÌ k¯ivky.

B i o l o g i c k ˝ e x p e r i m e n t

Samci potkana kmene SPF o hmotnosti 160ñ200 g byli za-
koupeni od V⁄FB Kon·rovice, rozdÏleni do skupin po 6 zvÌ¯a-
tech a intoxikov·ni i.m. sublet·lnÌ d·vkou somanu (60 µg.kgñ1,
75 % LD50), kter˝ byl zÌsk·n od VojenskÈho technickÈho
˙stavu v Zemiansk˝ch Kostolanech (Slovensko). Za jednu
minutu po otravÏ somanem byla potkan˘m pod·na i.m. kom-
binace jednoho ze zvolen˝ch oxim˘ s atropinem v d·vk·ch
odpovÌdajÌcÌch 2 % hodnoty LD50 (cit.10).

Potkani byli usmrceni dekapitacÌ 1 h nebo 24 hodin po
pod·nÌ somanu a jejich mozky byly po vyjmutÌ ihned zmraûe-

ny v kapalnÈm dusÌku. Pokus na zvÌ¯eti byl povolen p¯Ìsluönou
Etickou komisÌ LF UK a VLA JEP v Hradci Kr·lovÈ.

S t a t i s t i c k È z p r a c o v · n Ì v ˝ s l e d k ˘

ZÌskanÈ experiment·lnÌ ˙daje byly srovn·v·ny s kontrol-
nÌmi ˙daji zÌskan˝mi od kontrolnÌch potkan˘, kter˝m byl
mÌsto somanu a antidot pod·v·n fyziologick˝ roztok ve stej-
nÈm objemu. Statistick· v˝znamnost byla poËÌt·na nep·ro-
v˝m Studentov˝m t-testem na hladinÏ v˝znamnosti 95 % (P <
0,05) (cit.11).

V˝sledky a diskuse

TypickÈ chromatogramy roztok˘ standard˘ ACh, Ch a ISTD
v kyselinÏ chloristÈ a chromatogramy stejn˝ch substancÌ ve
vybran˝ch Ë·stech mozku potkana jsou uvedeny na obr·zku 2.
Line·rnÌ odezva kaûdÈho standardu byla nalezena v koncen-
traËnÌm rozmezÌ 0,15ñ30 ng/10 µl (r > 0,998, n = 6). DetekËnÌ
limit (S/N = 3) byl 0,15 ng/10 µl. Analytick· v˝tÏûnost pro
kaûdou substanci byla vypoËtena porovn·nÌm jejich koncen-
tracÌ nalezen˝ch v homogen·tu vzorku hippokampu s p¯ida-
n˝m zn·m˝m mnoûstvÌm detegovan˝ch substancÌ s jejich
koncentracÌ ve vzorcÌch obsahujÌcÌch stejnÈ mnoûstvÌ tÏchto
substancÌ v kyselinÏ chloristÈ v tÈmûe objemu. RelativnÌ v˝-
tÏûnost 2100 ng.mlñ1 ACh, Ch a ISTD z homogen·tu hippo-
kampu byla 89,8 ± 1,8 %, 93,4 ± 2,8% a 91,6 ± 1,6 % (pr˘mÏr ±
smÏrodatn· odchylka, n = 9).

Srovn·nÌ kontrolnÌch a experiment·lnÌch hladin ACh ve
vybranÈ Ë·sti mozku potkana po 1 a 24 hodin·ch po otravÏ
somanem a n·slednÈ antidotnÌ terapii je zn·zornÏno na obr. 3.
ZatÌmco soman zp˘sobil statisticky v˝znamnÈ zv˝öenÌ hladi-
ny ACh v hippokampu potkana za 1 hodinu i 24 hodin po
otravÏ (P < 0,01), akumulaci ACh zp˘sobenou somanem oxim

Obr. 2. Chromatogram standardnÌch vzork˘ o koncentraci 7 ng/
10 µl (a) a extraktu tk·nÏ hippokampu (b); ACH ñ acetylcholin,
EHC ñ ethylhomocholin, CH ñ cholin.
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HI-6 v obou sledovan˝ch Ëasov˝ch intervalech zcela elimino-
val. Naproti tomu obidoxim eliminoval somanem navozenou
akumulaci ACh teprve 24 h po otravÏ. V akutnÌ f·zi otravy (1
h po pod·nÌ somanu) byla hladina ACh v hippokampu potkana
v p¯ÌpadÏ otravy somanem lÈËenÈ atropinem a obidoximem
jeötÏ vyööÌ neû v p¯ÌpadÏ nelÈËenÈ otravy (P < 0,001), jak je
patrnÈ z obr. 3.

Naöe v˝sledky potvrdily, ûe oxim HI-6 je schopen elimi-
novat somanem zp˘sobenou akumulaci ACh nejen na perife-
rii, ale takÈ v mozku10,12. Zd· se tedy, ûe oxim HI-6 je scho-
pen p¯i systÈmovÈm pod·nÌ v lidsk˝ch d·vk·ch proniknout
do mozku p¯es hemato-encefalickou bariÈru v koncentraci
schopnÈ vyvolat terapeutick˝ ˙Ëinek zabraÚujÌcÌ statisticky
v˝znamn˝m zp˘sobem centr·lnÌm toxick˝m ˙Ëink˘m soma-
nu13. Na druhÈ stranÏ v souËasnosti pouûÌvan˝ obidoxim je
v d·vk·ch odpovÌdajÌcÌch 2 % hodnoty LD50 nejen prakticky
neschopen eliminovat somanem indukovanou akumulaci ACh
bÏhem akutnÌ f·ze otravy (do 1 h po expozici somanu)10,12, ale
dokonce akumulaci ACh a tÌm i hyperstimulaci cholinergnÌho
nervovÈho systÈmu jeötÏ vÌce zv˝razÚuje ve srovn·nÌ s nelÈ-
Ëenou otravou somanem. To odpovÌd· d¯Ìve publikovan˝m
v˝sledk˘m dokumentujÌcÌm, ûe obidoxim, je-li pouûit jako
antidotum proti otravÏ somanem, m˘ûe paradoxnÏ zv˝öit in-
tenzitu somanem vyvolan˝ch akutnÌch klinick˝ch cholinerg-
nÌch p¯Ìznak˘ vËetnÏ klinick˝ch projev˘ neurotoxicity14. To
znamen·, ûe obidoxim rozhodnÏ nenÌ vhodn˝m oximem pro
terapii akutnÌch otrav somanem, neboù je terapeuticky ne˙Ëin-
n˝  a navÌc sniûuje pozitivnÌ terapeutick˝ p¯Ìnos atropinu,
s kter˝m je obvykle pod·v·n14. MÏl by proto b˝t nahrazen
oximem HI-6, kter˝ se jevÌ jako relativnÏ ˙Ëinn˝ oxim, zabra-
ÚujÌcÌ v p¯ÌpadÏ akutnÌ sublet·lnÌ otravy somanem akumulaci
ACh a n·sledn˝m klinick˝m cholinergnÌm p¯Ìznak˘m10,15,16.

Z·vÏr

Kapalinov· chromatografie s elektrochemickou detekcÌ
vyuûÌvajÌcÌ elektrochemick˝ detektor Coulochem II se uk·za-

la jako dostateËnÏ citliv· metoda k detekci zmÏn hladin ACh
v mozku vyvolan˝ch somanem, kterÈ nejp¯esnÏji prok·ûÌ ne-
jen samotnou expozici organismu inhibitor˘m AChE jako jsou
organofosf·ty vËetnÏ somanu, ale pomohou i odhadnout z·-
vaûnost expozice, prognÛzu akutnÌ otravy a efekt pouûitÈ
antidotnÌ terapie.

Auto¯i dÏkujÌ Ing.  J.  BielavskÈmu za syntÈzu  ethylho-
mocholinu a panÌ I. JeûkovÈ a J. PetrovÈ za technickou spolu-
pr·ci.
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M. Bielavsk· and J. Kassa (Department of Toxicology,
PurkynÏ Military Medical Academy, Hradec Kr·lovÈ, Czech
Republic): Determination of Acetylcholine and Choline
in the Rat Hippocampus by HPLC with Electrochemical
Detection

A rapid, selective and sensitive method for simultaneous
determination of acetylcholine and choline in the rat hippo-
campus was developed. Hippocampus samples with an inter-
nal standard were deproteinized with perchloric acid. After
homogenization, centrifugation and filtration, the supernatant
was directly injected into an isocratic HPLC system with
electrochemical detection and a post-column enzyme reactor.
The response to the detected substances was linear in the range
0.15ñ30 ng/10 µl. Total recovery of the method was higher
than 90 %. The method was used for the determination of
acetylcholine in the hippocampus of rats poisoned with Soman
and treated with a combination of atropine and an oxime
(obidoxime or oxime HI-6).

Obr. 3. ZmÏny koncentrace acetylcholinu (pr˘mÏr ± smÏrodatn·
odchylka) v hippokampu potkana za 1 h a 24 h po i.m. pod·nÌ so-
manu a antidotnÌ terapie. PrvnÌ sloupec p¯edstavuje kontrolnÌ hod-
noty, druh˝ sloupec nelÈËenou otravu somanem, t¯etÌ sloupec otravu
somanem lÈËenou oximem HI-6 a atropinem a Ëtvrt˝ sloupec hodnoty
koncentrace acetylcholinu po otravÏ somanem lÈËenÈ obidoximem
a atropinem. Statistick· v˝znamnost: **P < 0,01; ***P < 0,001.
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