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Uvod

Kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci je
rychlou, selektivni a citlivou metodou pro stanoveni hladin
acetylcholinu (ACh) a cholinu (Ch) v tkdnich a mikrodialyza-
tech!™®. Detekci ACh a Ch umoziiuje pouziti postkolonového
reaktoru, ktery obsahuje imobilizované enzymy cholinoxida-
su a acetylcholinesterasu (AChE) (cit.6). Maximalni d¢innosti
danych enzymi je dosazeno pfi teplotdch v rozmezi 35 °C az
37 °C a pH v rozmezi 8,0 az 8,5.

V predlozené praci byly cholin a acetylcholin nejprve
rozdéleny na analytické koloné s reverzni fazi. Poté byl acetyl-
cholin hydrolyzovan imobilizovanou AChE na cholin a octo-
vou kyselinu a cholin enzymaticky oxidovan imobilizovanou
cholinoxidasou na betain a peroxid vodiku (obr. 1) ve vyse
uvedeném reaktoru. Peroxid vodiku byl detegovdn ampero-
metricky.

Tato metoda byla vyuZita ke srovndni i¢inku dvou reakti-
vétorit AChE, obidoximu a oximu HI-6, v kombinaci s atro-
pinem, vici vysoce toxickému organofosfitu (OF) somanu
(3,3-(dimethylbuten-2-yl)-methylfosfonofluoridat), jenz
predstavuje nejvetsi nebezpeci pro ¢lovéka v pripadé pouziti
chemickych zbran{ za vdle¢né situace nebo pii teroristickych
akcich. Ireverzibilni inhibice AChE s ndslednou akumulaci

acetylcholinesterasa

ACh na perifernich i centrdlnich cholinergnich synapsich vede
k nadmérné stimulaci cholinergniho nervového systému, jez
je pokladana za hlavni mechanismus toxického dcinku téch-
to nox . Soucasnd antidotni terapie otrav OF slou¢eninami
obvykle spocivd v kombinovaném podani anticholinergni l4t-
ky (nejc¢astéji atropin) a oximu (obvykle pralidoxim, obidoxim
madéného ACh na muskarinovych cholinergnich receptorech,
zatimco oximy, latky s nukleofilnimi vlastnostmi, obnovuji
aktivitu inhibované AChE defosfonylaci enzymu’’. Reakti-
vaéni tc¢innost oximd je obvykle hodnocena méfenim aktivity
AChE po intoxikaci OF slouceninou a ndsledné antidotn{
terapii’. Nicméné stanoveni hladiny ACh se ukazuje jako
presnéjsi metoda vyhodnoceni terapeutické ucinnosti oximu,
protoZze pravé akumulace ACh na cholinergnich synapsich
zpusobuje nadmérnou stimulaci cholinergniho nervového sys-
tému, jez je odpoveédnad za akutni toxické uc¢inky OF sloucenin.
Proto je tato fdze otravy téZ nazyvana ,akutni cholinergni
krize*.

Jedno z nejvyznamnéjsich poskozeni zplisobené otravou
somanem je degenerace mozkové tkané v oblasti hippokampu,
jenz tvoii morfologicky substrat pro kognitivni funkce. Proto
také naruSeni kognitivnich funkei jako je pozornost, uceni
a pamét patii mezi nejCastéjsi centralni piiznaky akutni otravy
OF slouc¢eninami’. Metoda HPLC spojend s elektrochemickou
detekci byla proto vyuzita ke stanoveni hladin ACh v hippo-
kampu somanem otrdvenych potkant za tic¢elem vyhodnocen{
terapeutické i¢innosti vybranych oximi (obidoxim, oxim HI-6).

Experimentalni ¢ast
Pristroje a zatfizeni

Chromatograficky systém byl sestaven z gradientového
cerpadla SpectraSERIES model P200 (Spectra-Physics, Fre-
mont, USA), vysokotlakého ddvkovace s 10 pl smyckou mo-
del 7125 (Rheodyne, Cotati, USA), analytické kolony ACH-
-3(RP-POLY/C18; 5 um), 150 mm x 3 mmi.d. (ESA, Bedford,
USA), za ni umisténého reaktoru se zakotvenou tuhou fazi,
naplnéného imobilizovanymi enzymy cholinoxidasou a ace-
tylcholinesterasou (ESA, Bedford, USA) a multielektrodo-
vého detektoru s analytickou celou a platinovou pomocnou
elektrodou Coulochem II, model 5040 (ESA, Bedford, USA).

CH,COOCH,CH,N"(CH,), + H,0O
acetylcholin

HOCH,CH,N"(CH,), + 2 O, + H,0
cholin

cholinoxidasa

HOCH,CH,N*(CH,), + CH,COO
cholin

HOOCCH,N*(CH,), + 2 H,0,
betain

Obr. 1. Schéma hydrolyzy acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou a enzymatické piemény cholinu na betain a peroxid vodiku

*  Autor pro korepondenci
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Homogenizace byla provddéna na homogenizatoru X 520
CAT (SRN).

Chromatogramy byly zpracovany Chromatografickou sta-
nici pro Windows (CSW), verze 1.7 (Data Apex, Praha, Ceskd
republika).

Mobilni fize obsahovala 100 mmol.1™" hydrogenfosforec-
nanu sodného, 2 mmol.l™! natrium-oktyl-sulfatu a 0,005 %
antimikrobidlniho c¢inidla MB. Kone¢né pH bylo nastave-
no na 8,0 koncentrovanou (850 g.1™!) kyselinou trihydrogen-
fosforecnou®. Fize byla vakuové filtrovana filtrem 0,45 um
HV (Millipore, Bedford, USA). Priitok mobilni fize byl
0,35 ml.min™", teplota 35 °C. Kolona byla kondicionovana
mobilni fdzi nejméné 10 hodin pfed pouzitim. Potencidl pra-
covni elektrody byl +500 mV.

Chemikadlie

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. nebo pro
HPLC. Cholin-chlorid (Ch) a acetylcholin-chlorid (ACh) byly
ziskdny od firmy Fluka, antimikrobidlni ¢inidlo MB od ESA
(Bedford, USA); kyselina fosfore¢nd, kyselina chloristd, 3-
-(dimethylamino)propan-1-ol a ethyljodid od firmy Merck.
Ethylhomocholin (internf standard, ISTD) byl pfipraven zndi-
mym postupem'. Pro piipravu mobilni fize a roztokd stan-
dardl byla pouzita voda ¢isténd reverzni osmézou (Aqua 50,
Goro, Ceskd republika ).

Pifiprava standardd

Zasobni roztoky standardnich latek Ch, ACh a ISTD (kaz-
dy 0,3 mg.ml™) byly piipraveny v 0,1 mol.I"" kyselin& chlo-
risté a uchovdvany pfi =70 °C 1 tyden. Pracovni roztoky
(15-3000 ng.ml™") byly piipravovany kazdy den fed&nim za-
sobnich roztoka 0,1 mol.I”! kyselinou chloristou.

Piiprava vzorku

Mozek potkana byl ihned po vyjmuti zmrazen kapal-
nym dusikem a uchovdvan v mrazicim boxu pii —70 °C do
dalsitho zpracovdni. Vypreparovany hippokampus byl zvi-
Zen a preveden do sklenéné centrifugacni zkumavky obsahu-
jici 1 ml1 0,1 mol.I"" kyseliny chloristé s obsahem 2100 ng
ISTD. Po homogenizaci a centrifugaci pti 4 000 g po dobu
10 min byla reak¢ni smés filtrovana filtrem Millipore (0,45 wm).
10 pl supernatantu bylo ndsledné davkovano do HPLC sys-
tému.

Koncentrace ACh a Ch byly stanoveny metodou kalibrac-
ni kiivky.

Biologicky experiment

Samci potkana kmene SPF o hmotnosti 160-200 g byli za-
koupeni od VUFB Kondrovice, rozd&leni do skupin po 6 zvita-
tech a intoxikovani i.m. subletdlni ddvkou somanu (60 pg.kg™,
75 % LDy), ktery byl ziskdn od Vojenského technického
ustavu v Zemianskych Kostolanech (Slovensko). Za jednu
minutu po otravé somanem byla potkanim podédna i.m. kom-
binace jednoho ze zvolenych oximi s atropinem v ddvkdch
odpovidajicich 2 % hodnoty LDy (cit.').

Potkani byli usmrceni dekapitaci 1 h nebo 24 hodin po
poddni somanu a jejich mozky byly po vyjmuti ihned zmraze-
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ny v kapalném dusiku. Pokus na zviteti byl povolen piislusnou
Etickou komisi LF UK a VLA JEP v Hradci Krédlové.

Statistické zpracovdni vysledki

Ziskané experimentdlni idaje byly srovnavény s kontrol-
nimi udaji ziskanymi od kontrolnich potkand, kterym byl
misto somanu a antidot poddvdn fyziologicky roztok ve stej-
ném objemu. Statistickd vyznamnost byla pocitdna nepdro-
vym Studentovym #-testem na hladin€ vyznamnosti 95 % (P <
0,05) (cit.").

Vysledky a diskuse

Typické chromatogramy roztok standardd ACh, Ch aISTD
v kyseliné chloristé a chromatogramy stejnych substanci ve
vybranych ¢astech mozku potkana jsou uvedeny na obrazku 2.
Linedrni odezva kazdého standardu byla nalezena v koncen-
tra¢nim rozmezi 0,15-30 ng/10 pl (r> 0,998, n = 6). Detekeni
limit (S/N = 3) byl 0,15 ng/10 pl. Analytickd vytéznost pro
kazdou substanci byla vypoc¢tena porovndnim jejich koncen-
traci nalezenych v homogendtu vzorku hippokampu s pfida-
nym zndmym mnozstvim detegovanych substanci s jejich
koncentraci ve vzorcich obsahujicich stejné mnozstvi téchto
substanci v kyseliné chloristé v témze objemu. Relativni vy-
téznost 2100 ng.ml™" ACh, Ch a ISTD z homogenitu hippo-
kampu byla 89,8 + 1,8 %,93,4+2,8% a91,6 1,6 % (pramér +
smérodatnd odchylka, n =9).

Srovndni kontrolnich a experimentdlnich hladin ACh ve
vybrané ¢asti mozku potkana po 1 a 24 hodinidch po otravé
somanem a ndsledné antidotn{ terapii je zndzornéno na obr. 3.
Zatimco soman zpusobil statisticky vyznamné zvySeni hladi-
ny ACh v hippokampu potkana za 1 hodinu i 24 hodin po
otravé (P <0,01), akumulaci ACh zptsobenou somanem oxim
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Obr. 2. Chromatogram standardnich vzorku o koncentraci 7 ng/
10 pl (a) a extraktu tkané hippokampu (b); ACH - acetylcholin,
EHC - ethylhomocholin, CH — cholin.
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Obr. 3. Zmény koncentrace acetylcholinu (primér + smérodatna
odchylka) v hippokampu potkana za 1 h a 24 h po i.m. podani so-
manu a antidotni terapie. Prvni sloupec predstavuje kontrolni hod-
noty, druhy sloupec nelé¢enou otravu somanem, tieti sloupec otravu
somanem lécenou oximem HI-6 a atropinem a ¢tvrty sloupec hodnoty
koncentrace acetylcholinu po otravé somanem léfené obidoximem
a atropinem. Statistickd vyznamnost: “p< 0,01; P < 0,001.

HI-6 v obou sledovanych ¢asovych intervalech zcela elimino-
val. Naproti tomu obidoxim eliminoval somanem navozenou
akumulaci ACh teprve 24 h po otravé. V akutni fazi otravy (1
h po poddni somanu) byla hladina ACh v hippokampu potkana
v pfipadé otravy somanem lécené atropinem a obidoximem
jesSté vyssi nez v piipadé€ nelécené otravy (P < 0,001), jak je
patrné z obr. 3.

Nase vysledky potvrdily, ze oxim HI-6 je schopen elimi-
novat somanem zptsobenou akumulaci ACh nejen na perife-
rii, ale také v mozku'®!% Zda se tedy, Ze oxim HI-6 je scho-
pen prfi systémovém podani v lidskych davkach proniknout
do mozku ptes hemato-encefalickou bariéru v koncentraci
schopné vyvolat terapeuticky ucinek zabranujici statisticky
vyznamnym zpsobem centrdlnim toxickym d¢inkim soma-
nu'®. Na druhé stran& v soucasnosti pouZzivany obidoxim je
v ddvkach odpovidajicich 2 % hodnoty LD, nejen prakticky
neschopen eliminovat somanem indukovanou akumulaci ACh
béhem akutni fize otravy (do 1 h po expozici somanu)'®'2 ale
dokonce akumulaci ACh a tim i hyperstimulaci cholinergniho
nervového systému jesté vice zvyraziluje ve srovndni s nelé-
¢enou otravou somanem. To odpovidd difve publikovanym
vysledkim dokumentujicim, Ze obidoxim, je-li pouZit jako
antidotum proti otravé somanem, miize paradoxné zvysit in-
tenzitu somanem vyvolanych akutnich klinickych cholinerg-
nich priznakl vcetné klinickych projevi neurotoxicity“. To
znamend, Ze obidoxim rozhodné neni vhodnym oximem pro
terapii akutnich otrav somanem, nebot je terapeuticky neucin-
ny a navic snizZuje pozitivni terapeuticky pfinos atropinu,
s kterym je obvykle poddvan'*. Mé&l by proto byt nahrazen
oximem HI-6, ktery se jevi jako relativné ticinny oxim, zabra-
nujici v pripadé akutni subletdln{ otravy somanem akumulaci
ACh a ndslednym klinickym cholinergnim pﬁ’znakﬁmm’]5 16

Zavér

Kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekei
vyuzivajici elektrochemicky detektor Coulochem II se ukaza-
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la jako dostatecné citlivd metoda k detekci zmén hladin ACh
v mozku vyvolanych somanem, které nejpfesnéji prokdzi ne-
jen samotnou expozici organismu inhibitorim AChE jako jsou
organofosfaty vcetné somanu, ale pomohou i odhadnout z4-
vaznost expozice, prognézu akutni otravy a efekt pouZité
antidotni terapie.

Autori dékuji Ing. J. Bielavskéemu za syntézu ethylho-
mocholinu a pani I. Jezkové a J. Petrové za technickou spolu-
prdci.
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M. Bielavska and J. Kassa (Department of Toxicology,
Purkyné Military Medical Academy, Hradec Krdlove, 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
0.15-30 ng/10 pl. 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).
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