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SEZNAM ZKRATEK

ACh acetylcholin
AChE acetylcholinestarasa
ATChCI acetylthiocholin chlorid

BChE butyrylcholinesterasa

DMSO dimethylsulfoxid

DTNB 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoova) kyselina
EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina
FRAP ferric reducing antioxidant power

FVZ UO Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany

GSH redukovany glutathion

GSSG oxidovany glutathion

4-HNE 4-hydroxynonenal

MDA malondialdehyd

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NPL nervove paralytické latky

PBS fosfatovy pufr

RNS reactive nitrogen species

RONS reactive oxygen and nitrogen species
ROS reactive oxygen species

SUIB Statni Gfad pro jadernou bezpe€nost
TBA thiobarbiturova kyselina

TBARS thiobarbituric acid reactive substances
TCA trichloroctova kyselina

TPTZ 2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazin
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1. UVOD

Radikélové reakce probihaji v zivych organismech zcela fyziologicky, jsou esencialni pro
aerobni zpusob zivota 1 pro dal$i naprosto nezbytné d¢je. Na druhou stranu nerovnovaha mezi
jejich tvorbou a deaktivaci oznacovand jako oxidacni stres je pfi¢inou fady patologii. Tato
problematika se v poslednich desetiletich stala velmi perspektivnim oborem. Vyzkum
v oblasti volnych radikali jde kuptfedu zna¢nou rychlosti a objevuji se stidle nové teorie
prokazujici souvislost mezi oxida¢nim stresem a rozvojem nékterych onemocnéni. Z téchto
onemocnéni 1ze jmenovat naptiklad aterosklerdzu, diabetes mellitus nebo nejcastéjsi formu
demence - Alzheimerovu demenci. Rada téchto nemoci oznadovana téz jako nemoci
z volnych radikali byva také doprovazena oxida¢nim stresem vyvolanou zanétlivou reakci.
Novy pohled na patogenezi téchto nemoci podnécuje védce k hledani moznosti, jak do
patogenetickych procest zasdhnout a tim zefektivnit dosavadni 1écbu 1 prevenci.

Pfitomnost oxida¢niho stresu spolu s neuronalnim zanétem byla zaznamendna i po
intoxikaci organismu organofosfaty. Tyto latky plisobi jako ireverzibilni inhibitory
cholinesteras. Zplsobuji nahromadéni acetylcholinu na nervovych synapsich, coz se projevi
piredev§im zvySenou sekreci zlaz, svalovymi zaskuby, kieCemi, paralyzou svali vcetné
dychaciho svalstva. Tyto symptomy mohou vést ve svém koneéném dusledku az ke smrti.
I pres to, ze jsou tyto latky pro Clovéka vysoce toxické, zkoumd se jejich mozné vyuziti
v medicing, naptiklad v 1écbé Alzheimerovy demence. Uplatnéni nalezly vSak predevSim ve
vojenstvi. I kdyz je vyvijena mezinarodni snaha zamezit pouzivani chemickych jeda pro
vojenské ucely, stale zde existuje hrozba jejich zneuZiti jak v lokélnich a celosvétovych
valeCnych konfliktech, tak pfi teroristickych utocich. Dalsi oblasti jejich vyuziti je
zemédelstvi, kde se pouzivaji jako insekticidy. I zde se setkdvame s otravami témito latkami
vétsinou v dasledku ndhodného pozieni ¢i sebevrazedného pokusu.

Zakladem lécby otrav organofosfaty je atropin v kombinaci s oximovym reaktivatorem.
Avsak i pfes intenzivné probihajici vyzkum je tato terapie v mnohém nedostacujici. Zmény
v redoxnich parametrech byly zaznamenéany i po podani antidot. AvSak bliz§i popis tohoto

jevu a urceni jeho vyznamu je otazkou dalSiho vyzkumu.



2. CIL PRACE

Cilem mé prace bylo:

a) stanoveni markerti oxida¢niho stresu po poddni somanu, atropinu a vybranych
oximovych reaktivatori prostfednictvim nékolika metodik (TBARS, FRAP, aktivita
glutathionreduktasy),

b) porovnani téchto dat s naméfenou hladinou plazmatickych proteint a aktivitou AChE,

¢) vyhodnoceni experimentalnich vysledki.



3. TEORETICKA CAST

3.1. OXIDACNI STRES

Pod pojmem oxidacni stres se rozumi poruseni rovnovdhy mezi oxida¢nimi a
redukénimi procesy v Zivych organismech. Na pfitomnosti propracovaného a piisné
regulovaného systému oxidacné-redukcnich reakei je zalozen aerobni metabolismus, i dalsi
zivotn¢ dilezité¢ déje. Nadbytek jednoho z procest miize mit vSak na organismus negativni
vliv. Rovnovahu vytvéii na jedné stran¢ volné radikdly, na stran¢ druhé antioxidacni systémy

(Racek, 2003).

3.1.1. VOLNE RADIKALY
Volné radikaly jsou vysoce reaktivni ¢astice schopné samostatné existence, obsahujici
ve valencni sféfe jeden nebo vice neparovych elektronl. JakoZto nestabilni Castice maji
tendenci napadat ostatni molekuly a elektron do své valen¢ni sféry doplnit. Stabilitu ziskavaji
bud’ pii setkani s jinym radikalem, nebo vytrzenim elektronu z dalSich molekul. Pivodni
molekula se tak sama stava volnym radikalem a vie Usti v fetdzovou reakci. Retézova reakce
je ukoncena, setkaji-li se dva radikaly, obvykle vSak tehdy, setké-li se radikal s latkou, jejiz
radikal je stabilni a mize delsi dobu pretrvavat (Racek, 2003).
Volné¢ radikaly mohou vzniknout tfemi zptlisoby:
piijetim elektronu (redukci),
ztratou elektronu (oxidaci),
homolytickym §tépenim kovalentni vazby.
Posledni z uvedenych zpiisobl je vysoce energeticky naro¢ny, proto se v zivych systémech
prakticky neuplatiiuje (Stipek et al., 2000).
Pfi¢iny vzniku volnych radikdld se daji rozdélit na endogenni a exogenni.
K exogennim pfi¢inam patii ionizujici a UV zafeni, vysoky obsah Skodlivin ve vzduchu,
kouteni, intoxikace (napt. alkoholem), potrava (volné radikaly vznikaji pii tepelné uprave,
(v reakci katalyzované xanthioxidasou, napi. pii urazech, nekréziach), rozpad fagocyti a
makrofaghh (zénéty, popaleniny, septicky stav), vznik methemoglobinu, syntéza
prostaglandinfi, zvySeny metabolismus estrogenli, autooxidace thiol, hyperglykémie,

reperfuze po predchozi ischémii (Racek, 2003).



3.1.1.1. Rozdéleni volnych radikali

Mezi nejvyznamnéjsi volné radikaly patii tzv. reaktivni formy kysliku (ROS, reactive
oxygen species). Jedna se o skupinu radikald, ale i né€kterych reaktivnich neradikalovych
sloucenin, které obsahuji v molekule kyslik. Obdobnou skupinu tvofi reaktivni formy dusiku
(RNS, reactive nitrogen species). Biochemické drahy premén volnych radikala jsou navzajem
lizce propojeny i s antioxidaénimy systémy (Racek, 2003; Stipek et al., 2000).

Jednotlivé radikély se vzajemné lisi stabilitou i vyznamem. Mezi nejvyznamnéjsi patii

nize uvedené.

» Reactive oxygen species (ROS)
e Superoxid O,
Vznika z molekuly kysliku redukci:
0,+e >0,
Podléhé dismutaci:
O, +e +2H" - H,0,
Tato reakce probiha velmi rychle, v zivych systémech je vSak jeSté urychlovana

enzymem superoxiddismutasou.

. Peroxid vodiku H,O,
Vznika ze superoxidu pfijetim jednoho elektronu:
O, +e +2H" -> H,O,
Peroxid vodiku neni volnym radikalem, je tedy ve srovnani s nimi mnohem méné
reaktivni. Nicméné v pfitomnosti pfechodnych kovi (Fe*", Cu) je schopen reagovat
podstatné rychleji za vzniku reaktivnéjSich radikald. Vyznamnou reakci tohoto typu je

Fentonova reakce, pii které vzniké vysoce toxicky hydroxylovy radikal:

H,0, + Fe** — OH +OH"™ + Fe**
e Hydroxylovy radikdl OH"

Je nejreaktivngjs$i volny radikal. Kromé& Fentonovy reakce muze vzniknout i fadou

dalsich cest.
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e Kyselina chlornda HCIO
Je syntetizovana pomoci enzymu myeloperoxidasy v neutrofilnich granulocytech:
H,0,+Cl" +H" — HCIO+ H,O

Kyselina chlorna je pouZzivana polymorfonukleary jako baktericidni prostredek.

. Singletovy kyslik 'O,
Singletovy kyslik je reaktivni forma kysliku, kterd vznikd z molekuly kysliku po
ptijeti energie. Neparové elektrony zméni své usporadani v orbitalech nebo svij spin

(Stipek et al., 2000)

» Reactive nitrogen species (RNS)

e Oxid dusnaty NO
Oxid dusnaty obsahuje v molekule neparovy elektron, je tedy volnym radikalem.
Nicméné radikdlovym reakcim vétSinou nepodléhd. In vivo reaguje dostatecné rychle
jen s tranzitnimi kovy a volnymi radikaly. Metabolity NO- jsou vSak velmi reaktivni
(Stipek et al., 2000).
Oxid dusnaty je vyznamna fyziologicka latka, uplatiuje se v fadé metabolickych a
signalnich funkci. Je syntetizovan sloZitym procesem z aminokyselin L-argininu a
citrulinu prostfednictvim enzymu syntasy oxidu dusnatého (nitric oxide synthase,

NOS).

*  Peroxynitrit OONO~
Peroxynitrit neni radikal, ale silné oxidacni €inidlo. Vznika reakci oxidu dusnatého se
superoxidem:
NO +0, — OONO™
Jeho toxické ucinky spocCivaji napf. v nitraci tyrozinu na 3-nitrotyrozin, ¢imz

poskozuje funkci proteint (Stipek et al., 2000).

3.1.1.2. Piechodné kovy jako volné radikaly

Prechodné kovy obsahuji ve své valencni sféfe neparové elektrony, chovaji se tedy
jako volné radikdly. Z biogennich prvkii mezi n¢€ patii predevsim Zelezo a méd’, do organismu
se v§ak mohou dostat 1 jiné pfechodné kovy, napf. nikl, kobalt, titan aj. Organismus se pied

nimi chrani nékolika zpisoby:
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vazbou kovu v pevném chelétu (napf. transportnim ¢i skladovacim proteinu),

oxidaci pfechodného kovu na vyssi valenci (Racek, 2003).

3.1.2. ANTIOXIDACNI OCHRANNE SYSTEMY

Ochranné mechanismy vi¢i volnym radikdlim se v organismu uplatiuji na tfech

urovnich:

1.

Zabranéni nadmérného vzniku volnych radikald,

napft. vazbou iontd prechodnych kovi na bilkoviny, regulaci aktivity enzymu tvoficich
volné radikaly.

Odstranéni jiz vzniklych radikala,

to se uskuteciiuje prostiednictvim enzyml (napt. superoxiddismutasa) a latek
s redukénimi G€inky (napf. vitamin E, vitamin C aj.) (Racek, 2003). Jsou oznaovany
jako lapace (trappers), zametaCe (scavengers) €1 zhaSecCe (quenchers) volnych radikalt
(Stipek et al., 2000).

Odstranéni molekul poSkozenych volnymi radikaly reparaénimi mechanismy,

to probiha na urovni DNA, proteind i lipidi prostfednictvim specifickych enzymi.
Latky, které chrani organismus pied volnymi radikaly, se oznacuji jako antioxidanty.
Nekteré z nich mohou ptisobit vice uvedenymi mechanismy. Tvofi velmi raznorodou
skupinu latek, rGzného vyznamu. Daji se délit dle raznych kritérii (napt. dle
hydrofility, podle piivodu ¢i lokalizace). Jednotlivé skupiny se navzajem piekryvaji.
Dle molekulové hmotnosti se antioxidanty déli na enzymové, nizkomolekularni a

vysokomolekuldrni (Racek, 2003). Zde je uveden piehled dle tohoto zptisobu déleni.

3.1.2.1. Enzymové antioxidanty

Superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1)

Tento enzym se vyskytuje v kazdé bunce aerobnich organismu. Katalyzuje dismutaci
superoxidu. Dismutace probiha 1 spontanné, SOD ji urychluje o 4 fady (Racek, 2003).
Jsou zndmy tii druhy tohoto enzymu, 1isi se kofaktorem, coz je vzdy atom kowvu.
Vyskytuji se intracelularné i extracelularné. Vzdy se jednd o zcela jiné molekuly se

stejnou katalytickou aktivitou.
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Cu/Zn-SOD - nachéazi se v cytosolu a v mezimembranovém prostoru
mitochondrii

Mn-SOD a Fe-SOD - vyskytuji se v prokaryontnich organismech a
v mitochondrialni matrix vys$sich eukaryot

Extracelularni SOD (Racek, 2003; Stipek et al., 2000)

Katalasa (CAT, EC 1.11.1.6)

Katalasa je hemoprotein, ktery se nachdzi pievazné v peroxisomech a na
mitochondridlni membrané. Katalyzuje pteménu peroxidu vodiku na vodu a kyslik:
2H,0, -»2H,0+0,

Na rozdil od peroxidas rozklada peroxid vodiku az pii vysokych koncentracich

(Racek, 2003).

Peroxidasy
Skupina peroxidas zahrnuje cytosolové enzymy, které redukuji peroxid vodiku za
soucasné oxidace dalSiho substratu.
U c¢lovéka je timto enzymem glutathionperoxidasa (GSHPx, EC 1.11.1.9).
Katalyzuje redukci peroxidu vodiku za soucasné oxidace glutathionu, obsahujiciho
cystein:
H,0, +2GSH — 2H,0 + GSSG
Zpétna regenerace glutathionu probiha za pfitomnosti enzymu glutathionreduktasy
(EC 1.6.4.2) dle uvedeného schématu:
GSSG + NADPH + H™ — 2GSH + NADP"
GSHPx se vyskytuje ve tfech riiznych formach, které se nachéazeji v riiznych oddilech
buiky:

Cytosolova glutathionperoxidasa (cGSHPx)

Extracelularni glutathionperoxidasa

Fosfolipidova glutathionperoxidasa (pGSHPx)
Prvni dv€ uvedené obsahuji v aktivnim centru aminokyselinu selenocystein, pro jejich
funkeci je tedy dualezity dostatecny piisun selenu do organismu. Fosfolipidova GSHPx
redukuje nejen peroxid vodiku, ale i lipidové hydroperoxidy. Je vazana v bunécné

membrané, kterou chrani pted lipoperoxidaci (Racek, 2003).
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3.1.2.2. Nizkomolekularni antioxidanty

Glutathion (GSH, GSSQG)

Glutathion je nejvyznamnéjsi intracelularni neenzymovy antioxidant (Racek, 2003).
Po chemické strance je to tripeptid y-glutamylcysteinglycin. Vyskytuje se ve formé
redukované jako thiol (GSH) nebo ve formé oxidované jako disulfid (GSSG) (Racek,
2003). Jeho poslanim je odstranovat ROS, udrzovat v redukované formé sulthydrylové
skupiny proteint, cysteinu, koenzymu A a regenerovat tokoferol a askorbat (Stipek et
al., 2000).

S ROS reaguje za vzniku glutathiylového radikdlu GS'. Glutathiylovy radikal GS
zanika reakci s dal§im GS' za vzniku GSSG. Mize vsak reagovat s molekulou GSH za
vzniku radikalu oxidovaného glutathionu (GSSG™), ktery je schopen redukovat kyslik
na superoxid (Racek, 2003). Proto je vyznamna ndvaznost téchto déjti na aktivitu SOD
(Stipek et al., 2000). Mimo jiné se glutathion wastni i reakci katalyzovanych
glutathionperoxidasami a glutathion-S-transferasou.

GSH se vyskytuje v bunkdch ve vysoké koncentraci (fadov€ mmol/l), zvlasté
v erytrocytech. Za béznych okolnosti pfevazuje v organismu redukovanad forma GSH.
Vyznamnym ukazatelem oxida¢niho stresu je pomér GSH/GSSG, ktery pfi silné

oxidacni zatézi klesa (Racek, 2003).

Kyselina lipoova
Kyselina lipoova je zadkladni soucasti dekarboxylac¢nich enzymt a-ketokyselin. Je
schopna regenerovat GSSH a vitamin E (Grune et al., 2005). Mechanismus jejiho

oxidagniho plisobeni neni dosud zcela popsan (Stipek et al., 2000).

Vitamin C

Funkce vitaminu C jako antioxidantu spociva ptedevs§im v redukci volnych radikali a
v regeneraci vitaminu E. Askorbylovy radikal je obnovovan glutathionem. Za urcitych
okolnosti je vSak vitamin C schopen uvolhovat Zelezo z vazby na bilkoviny a
redukovat ho zpét na Fe*". Tim muZe dojit k zapojeni Zeleza do Fentonovy reakce

(Stipek et al., 2000).
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Vitamin E

Vitamin E je oznaceni pro smés tokoferoll, z nichz nejaktivnéjsi je a-tokoferol. Tyto
lipofilni latky se uplatiuji pfedevSim jako antioxidanty bunécnych membran a
lipoproteinovych castic plazmy (Racek. 2003). Z tokoferolu tak vznika tokoferylovy
radikal, ktery je ¢aste¢né redukovan zpét na tokoferol kyselinou askorbovou (Stipek et

al., 2000).

Kyselina mocova

Kyselina mocova se vyskytuje ve vysoké koncentraci v plazmé, tvoii 35-65 % jeji
antioxidacni kapacity (Racek, 2003). Ptimo vychytava nckteré ROS, vcetné napf.
hydroxylového radikalu, singletového kysliku ¢i ozonu (Grune et al., 2005). Vznika
tak uratovy radikal, ktery je deaktivovan z velké c¢asti kyselinou askorbovou.
Dilezitéjsi je vSak schopnost kyseliny mocCové vazat ionty Zeleza ve formé pevného
chelatu. Tim brani produkci nebezpecného hyroxylového radikalu Fentonovou reakci

(Racek, 2003).

Koenzym Q

Pojem koenzym Q zahrnuje skupinu benzochinonii, z nichz nejvyznamnéjsi je
koenzym Q. (Racek, 2000). Nachazi se na vnitini membrané mitochondrii, kde se
zapojuje do dychaciho fetézce, ale je pfitomen i v membranach témét vSech bunck a
v lipoproteinech. Je schopny vychytavat produkty lipoperoxidace, spolecné

s tokoferolem (Grune et al., 2005).

Karotenoidy
Do této skupiny lipofilnich latek se fadi napt. [B-karoten, lutein, lykopen.
V antioxida¢ni ochrané¢ se uplatiiuji pfedev§im pii odstraiiovani alkylperoxidovych

radikalti a pii zhdSeni singletového kysliku (Racek, 2003).
Melatonin

Pisobi nejen jako scavenger tady radikald, ale ovliviluje 1 aktivitu a expresi

antioxida¢nich enzymii (Rodriguez et al., 2004).
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¢ Bilirubin
Bilirubin se jako antioxidant uplatiiuje pfedevsim v ochrané pied lipoperoxidaci a pfi

zhaseni singletového kysliku (Stipek et al., 2000).

e Polyfenolické slouceniny
Struktura polyfenolu je zédkladem flavonoidil, tedy sekundarnich metabolitli rostlin,
které organismus piijiméa potravou. Krom¢ funkce ptimych zhasect maji schopnost i
chelatovat pfechodné kovy a inhibovat enzymy katalyzujici vznik volnych radikalt

(Grune et al., 2005, Racek, 2003).

3.1.2.3. Vysokomolekularni antioxidanty

Do skupiny vysokomolekuldrnich antioxidanti fadime proteiny, které vazou
piechodné kovy, ptipadné méni jejich oxidacni stav, a tim brani jejich zapojeni do oxidacnich
reakci. Vét§inou se jedna o transportni nebo zasobni bilkoviny. Zelezo je v plazmé vazano na
transferin, v bufice na feritin, v leukocytech na laktoferin. Ceruloplazmin oxiduje zelezo a
vaze méd’. Vazbu oxida¢né¢ nebezpetného hemoglobinu uvolnéného z erytrocyt zajistuje
haptoglobin, vazbu volného hemu hemopexin. Roli v antioxida¢ni ochrané hraje i albumin,

metalothioneiny a chaperony (Racek, 2003; Stipek et al., 2000).

3.1.3. POSKOZENI MOLEKUL VOLNYMI RADIKALY

Oxida¢nimu poskozeni mohou podlehnout lipidy, proteiny i DNA.

PoSkozeni lipidii volnymi radikdly se oznaCuje jako peroxidace lipidi ¢i
lipoperoxidace. Napadeny jsou pfedevSim nenasycené vazby v fetézcich mastnych kyselin.
Rozbihd se ftetézova reakce, jejimiz produkty je smés alkani a toxické aldehydy -
malondialdehyd (MDA) a 4-hydroxynonenal (4-HNE). Tyto latky jsou pak v praxi velmi
Casto stanovovany jako ukazatele oxidacniho poskozeni buniky. Dusledkem lipoperoxidace je
pfedev§im poskozeni biomembran, zmeéna jejich propustnosti a aktivity membranoveé
vazanych enzymi, az zanik buniky (Racek,, 2003; Stipek et al., 2000).

Pfi napadeni proteinii volnymi radikaly zpravidla nedochazi k tetézové reakci, ale
oxidaci, hydroxylaci nebo nitraci zbytkii aminokyselin v peptidickém fetézci. Postranni
fetézce vSech aminokyselinovych zbytkli v proteinech, zvlasté cysteinu a methioninu, jsou
citlivé vaci oxidaci pusobenim ROS/RNS. Oxidace cysteinovych zbytkdi mulze vést
k reverzibilni tvorb¢ smiSenych disulfidi mezi thiolovymi skupinami proteinit a

nizkomolekularnimi thioly, zvlasté glutathionem (Valko et al., 2007). Proteiny jsou napadany i
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alkoxylovymi a peroxylovymi radikdly a aldehydy vznikajicimi pii lipoperoxidaci (Racek,
2003). Nasledkem je zesitovani proteinii. Proces, pti kterém dochdzi k vazb¢ karbonylové
skupiny na molekulu bilkoviny, se oznacuje jako karbonylace proteint a lze ho vyuzit jako
ukazetel oxidacniho poskozeni téchto biomolekul (Shulaev a Oliver, 2006). Poskozeni
proteint miize vést ke ztraté jejich enzymové, signalni nebo transportni funkce (Stipek et al.,
2000).

V nukleovych kyselindch mize byt poskozena jak ribéza za vzniku malondialdehydu,
tak dusikaté baze. Poskozeni se projevi zlomy chromosomt, mutagenezi, kancerogenezi ¢i

apoptozou (Stipek et al., 2000).

3.1.4. NEGATIVNI A POZITIVNI UCINKY VOLNYCH RADIKALU V ORGANISMU

Volné radikaly vznikaji pfi funkci fady enzymu - napf. cytochromoxidasy dychaciho
fetézce, monooxygenas uplatiujicich se pii syntéze cholesterolu a metabolismu xenobiotik.
Radikélové reakce jsou prostiedkem odstrafiovani bakterii a cizorodych téles fagocyty,
uplatiuji se pii tvorbé hormontli §titné zldzy a oplodnéni vajicka spermii, pasobi i jako
signalni molekuly.

Naproti tomu mohou byt volné radikaly pticinou fady patologii. Jako piiklady lze
uvést aterosklerozu, diabetes mellitus, neurodegenerativni a zanétliva onemocnéni, karcinomy
a starnuti. Nékdy vznik onemocnéni piimo vyvolavaji, jindy zhorSuji ¢i komplikuji jeho
prabéh. Patologické procesy, ve kterych sehrdvaji volné radikdly zasadni tlohu, se oznacuji

jako nemoci z volnych radikala (Racek, 2003).

3.1.5. CELKOVA ANTIOXIDACNI KAPACITA

Pojem celkova antioxida¢ni kapacita piedstavuje souhrn vSech latek s antioxida¢nim
ucinkem v plazmé, resp. v extracelularni tekutiné. Ukazuje se, Ze pii onemocnénich
s prokazateln¢ zvysSenou hladinou volnych radikalt, se celkova antioxidac¢ni kapacita takeé
zvySuje. Pfiina se vysvétluje tim, ze organismus reaguje na zvySeni volnych radikali
zvySenou tvorbou antioxidantli, nebo ze tyto antioxidanty nejsou schopny vznikajici radikaly

neutralizovat. DalSim moznym vysvétlenim je vyplaveni antioxidanti z jater a tukovych depot

(Racek, 2003).

3.1.6. MARKERY OXIDACNIHO STRESU
Stanoveni hladin volnych radikald v zivych systémech je dosti problematické.

Diivodem je nejen to, ze volné radikaly jsou Castice velmi reaktivni, tedy s velmi kratkou
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dobou existence, ale 1 skuteCnost, Ze jsou Casto metabolizovany (vznikaji a zanikaji)
K méfeni oxidacniho stresu se tedy malokdy vyuZzivaji metody piimé, hojnéjsi je
pouziti metod, které méfi produkty radikalovych reakci v organismu (Shulaev a Oliver, 2006,

Stipek et al., 2000).

3.1.6.1. Piima detekce volnych radikalu

Jednou z nejvyznamnéjSich metod piimého stanoveni volnych radikald je nuklearni
paramagnetickd (spinovd) rezonance. Je zaloZena na interakci elektromagnetického vInéni
s elektrony méfené latky. Casto vyuziva tzv. spin trapping, kdy se ke vzorku ptidaji
slouceniny, které reaguji s volnymi radikaly za vzniku méné reaktivnich produkti, které se
snadnéji detekuji.

Z dalsich postupt se nejéastéji vyuziva piima ¢i nepiima spektrofotometrie (Stipek et

al., 2000).

3.1.6.2. Méreni produktii oxida¢niho poskozeni

Vétsina téchto metodik je zaloZzena na reakci produktu oxidacniho poskozeni se
specifickou slouceninou za vzniku barevného produktu, ktery se stanovuje
spektrofotometricky nebo pomoci HPLC. Jako produkty oxidaéniho poskozeni se v piipadé
lipidii nejcastéji stanovuji MDA, 4-HNE, F-2-izoprostany, konjugované¢ dieny nebo
hydroperoxidy. U proteind jako ukazatel oxida¢niho poskozeni slouzi napt. karbonylové
skupiny nebo nitrotyrozin. U DNA muizeme detekovat oxida¢né modifikované nukleosidy,
pfedev§im 8-hydroxy-2-deoxyguanosin a 8-hydroxyguanosin, které jsou navic z organismu
odstrafiovany moci a Ize je snadno prokazat i v plazmé (Stipek et al., 2000).

Nejrozsifenéj§imi metodami je sledovani poskozeni lipidi. RONS zplsobuji
peroxidaci lipidi za vzniku a,B-nenasycenych aldehydi jako jsou 4-HNE a MDA. Tyto
aldehydické sekundarni produkty lipoperoxidace jsou obecné uzndvanymi markery
oxida¢niho stresu.

Prikladem je metoda TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) - latky reagujici
s kyselinou thiobarbiturovou. Je zalozena na reakci malondialdehydu s thiobarbiturovou
kyselinou a naslednou spektrofotometrickou detekei vzniklého produktu. Vysledky
jednoduché metody TBARS by mély byt interpretovany s opatrnosti, protoze bylo prokazano,
ze v mnoha piipadech latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou nemusi byt spojeny

s lipoperoxidaci (Shulaev a Oliver, 2006).
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Ze specialnich metod lze uvést fluorescencni detekci €1 imunochemické stanoveni
autoprotilatek proti oxida¢né¢ modifikovanym biomolekulam (ELISA). K méfeni poskozené

DNA se vyuziva kometovy test (Stipek, 2000).

3.1.6.3. Méreni antioxidanti

Stanoveni hladiny antioxidanti je zaloZzeno vétSinou na podobnych principech jako
méteni produktll oxida¢niho stresu. Prakticky vyznam mé stanoveni neenzymovych
antioxidantl (glutathion, vitamin C, karotenoidy) i enzymovych (SOD, GSPHx). U enzymu
se Casto vyuziva stanoveni jejich aktivity (Stipek et al., 2000).
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3.2. ACETYLCHOLIN A CHOLINSTERASY

3.2.1. ACETYLCHOLIN
Acetylcholin (ACh) je vyznamnym mediatorem periferniho i centralniho nervového
systétmu. Zprostiedkovava pienos signdlu na vegetativnich gangliich sympatiku 1
parasympatiku, na efektorech parasympatiku, na potnich zldzdch sympatiku, v dfeni
nadledvin, na nervosvalové ploténce a v CNS (Lincova et al., 2007).
o Acetylcholin

O\/\ /
Y

3.2.1.1. Syntéza a uvoliiovani

Molekula ACh je syntetizovana z cholinu a acetylCoA. AcetylCoA je tvofen
v mitochondriich neuronti, cholin je pfijiman z okoli - ¢astecné pochdzi z rozkladu ACh,
caste¢né je vychytavan z plazmy. Reakce probiha v cytoplazmé a je katalyzovana vysoce
specifickym enzymem cholinacetyltransferasou.

ACh je skladovan ve vezikulech, extravezikularné se vyskytuje jen velmi mala cast.
Vlivem influxu Ca®” do neuronu pii pienosu akéniho potencialu vezikuly flazuji
s presynaptickou membranou a medidtor se uvoliiuje do synaptické Stérbiny. ACh stimuluje
postsynaptické 1 presynaptické receptory (tzv. autoreceptory). Nasledné je velmi rychle (do
1 ms) uvolnovan z vazby na receptor a odbouravan prostiednictvim cholinesteras (Lincova et

al., 2007).

3.2.1.2. Receptory pro ACh
Uginky ACh jsou zprosttedkovany jeho interakci s receptory. Rozli$uji se dva zakladni
typy receptorti: muskarinové (M)-receptory a nikotinové (N)-receptory, které se lisi stavbou
receptorovych proteind. Pisobi na né tedy rozdilné typy substrati (Liillmann et al., 2002).
Tyto receptory se dale déli do nékolika subtypid s charakteristickym mistem vyskytu.
Nikotinové receptory:
neurondlni Ny - postsynaptickd membrana vegetativnich ganglii
muskulérni Ny - nervosvalova ploténka
Muskarinové receptory:
M; (neurondlni) - CNS, periferni neurony, parietalni bunky zaludku

M, (kardialni) - srdce, neuronalni tkané
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M3 (Zlazové/hladkosvalove) - zlazy, hladké svaly

M, - zlazy, CNS, neni piesné objasnéno

Ms - neni pfesné objasnéno

Vsechny typy nikotinovych receptorii jsou iontovymi kandly a jsou selektivné

blokovany jinymi antagonisty. Muskarinové receptory patii do rodiny receptort spojenych

s G-proteiny, konkrétné M;, M, a M3 k podtypu Gg11) @ Mz a My k podtypu Gy (Lincova et

al., 2007).

Acetylcholin vSak neni jen soucast periferniho a centralniho nervového systému,

vyzkumy ukazuji, ze se jedna o vSudypfitomnou molekulu podilejici se na regulaci dalSich

déj, jako je napt. bunécny riist nebo apoptodza (Reinaldo et al., 2009).

3.2.1.3. Utinky ACh

Vliv cholinergni inervace na jednotlivé organy a organove systémy shrnuje néasledujici

tabulka (Lincova et al., 2006, Liillmann et al., 2002):

Misto plisobeni

U¢inek

Srdce Negativné inotropni, negativné chronotropni, negativné
dromotropni, negativné bathmotropni
Cévy Vazodilatace

Respiracni systém

Bronchokonstrikce, zvySena sekrece bronchidlnich 714z

Gastrointestinalni a urogenitalni trakt

Zvyseni tonu a motility hladké svaloviny, snizeni tonu

sfinkter(, zvySeni sekrece 714z

Oko

Miodza, snizeni nitroo¢niho tlaku, akomodace na blizko

Slinné, slzné a potni Zlazy

ZvySena sekrece

Nervosvalova ploténka

Zvyseni svalového tonu

CNS

Procesy spojené s ucenim a paméti, fizeni spanku a

probuzeni, motorické ¢innost

3.2.2. CHOLINESTERASY

Cholinesterasy jsou enzymy, které Stépi estery cholinu. Do této skupiny patii dva

enzymy — acetylcholinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7, oznaCovana téz jako pravd AChE) a
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butyrylcholinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8, zndmd 1 pod nazvy pseudocholinesterasa nebo
plazmatickd cholinesterasa). Jednd se o serinové hydrolasy. LiSi se mistem vyskytu a

specifitou ucinku (Delfino et al., 2009, Patocka et al., 2004b).

3.2.2.1. Butyrylcholinesterasa

BChE vykazuje nizsi substratovou specifitu. Piednostné rozklada butyrylcholin, mtze
vSak rozklddat i jiné substraty, v€etné¢ ACh (Lincova et al., 2007). Je ptfitomna v plazmé,
jatrech, hladké svaloving, tenkém stfeve, pankreatu, srdci a bilé hmoté mozku. Funkce tohoto
enzymu neni dosud dostatecné¢ objasnéna. Ukazuje se, ze BChE hraje roli v rozvoji
Alzheimerovy demence, v metabolizaci nékterych latek (napi. sukcinylcholin, prokain,
kokain), pfi otravach organofosfaty a ptsobi jako aktivacni enzym nékterych molekul (napf.

bambuterol, heroin) (Patocka et al. 2004b).

3.2.2.2. Acetylcholinesterasa

AChHE rozklada prevazné ACh uvolnény do synaptické Stérbiny a cytoplazmaticky
ACh (Lincova et al., 2007). Nachazi se v erytrocytech, nervovych zakoncenich, plicich,
slezin¢ a ve vSech ¢astech mozku (Patocka et al. 2004b).

Je to polymorfni enzym. Sklad4d se z nékolika katalytickych podjednotek, z nichz
kazda dosahuje velikosti 70-80 kDa (Delfino et al., 2009).

» Aktivni misto AChE
Aktivni centrum AChE je tvofeno, obdobné¢ jako u ostatnich serinovych hydrolas,
katalytickou triddou aminokyselin: serinem, glutamatem a histidinem. Tyto tfi aminokyseliny
jsou situovany na dné hluboké a zké prohlubné, ktera pronika pfiblizn¢ do poloviny enzymu.
Tato prohluben je lemovana 14 aromatickymi zbytky. Diky uspotfadani téchto zbytka je
prohlubent negativné nabita, coz usnadiiuje pritahovani pozitivné nabitého substratu (Delfino
et al., 2009).

Aktivni misto AChE je rozdéleno na 2 Césti: esteratickou Cast, kterd je tvofena
katalytickou tridadou a anionickou ¢ast, kterd vaze kvartérni amoniovou skupinu ACh (Patocka

etal., 2005).

» Mechanismus puisobeni AChE
Principem odbourdani ACh je jeho navazédni na aktivni misto enzymu na zakladé

elektrostatickych interakci: anionickd Cast vytvari zaporny nédboj a pfitahuje amoniovou
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skupinu ACh a k esteratickému mistu je poutdna jeho karboxylovéa skupina. Vysledkem je
vznik komplexu, ze kterého se nejprve odstépuje cholin. Zistava acetylovany enzym, ktery
okamzité¢ hydrolyzuje za vzniku kyseliny octové. Tim je struktura enzymu opét obnovena a

enzym je pfipraven k inaktivaci dal$i molekuly ACh (Fokukto, 1990).

» Inhibitory AChE
Jedna se o latky, které blokadou AChE zptsobuji nahromadéni ACh v organismu. DéEli se na
reversibilni, pseudoireverzibilni a ireversibilni (Stépdankovd a Komers, 2008).

Reverzibilni inhibitory se vazi se na enzym prostiednictvim nekovalentnich vazeb a
vytvaii tak blokadu enzymu, trvajici fadové minuty (Stépdnkova a Komers, 2008). Tyto latky
se oznacuji také jako kratce piisobici inhibitory a nachazeji vyuZiti v medicing, napt. pii 1écbé
glaukomu, myasthenia gravis, atoniich mocového méchyte a stiev, pii 1écbé Alzheimerovy
demence (Lincova et al., 2007).

Pseudoireverzibilni neboli stfedné dlouze putsobici inhibitory vytvaii s enzymem
kovalentni vazbu, kterd je po urcité dob¢ spontdnné rozstépena. Tato doba se riizni podle
charakteru molekuly (Patocka et al., 2004b). Do této skupiny latek patii karbamaty. Jedna se
o estery kyseliny karbamové, pouzivané jako insekticidy. Byly vSak zkoumany i jako
potencialni 1é¢iva Alzheimerovy demence, klinické uplatnéni nalezl jen rivastigmin
(Stépankovai a Komers, 2008).

Ireverzibilni inhibitory, nazyvany téz dlouze pusobici inhibitory, jsou po chemické
strance organofosforové slouceniny. Navazuji se pouze na esteratické misto AChE, nikoli na
anionické, a toto misto fosforyluji. Spontanni hydrolyza fosforylovaného enzymu nastava jen
vyjimecné (Patocka et al., 2005). Pro vyuZiti v Iékafstvi byl testovan napt. G€inek metrifonatu
pii 1écbé Alzheimerovy demence. Nicméné z bezpecnostnich diivodii nebylo jeho pouziti jako
Iéku schvaleno (Jann et al., 2002). Ireverzibilni inhibitory nachézeji uplatnéni pfedevsim
v zemédé€lstvi jako instekticidy (napi. parathion) a ve vojenstvi jako tzv. nervové paralytické

latky (Lincova et al., 2007).
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3.3. NERVOVE PARALYTICKE LATKY

wewvr

bojovych chemickych latek (Patocka et al., 2004a). Byvaji oznaCovany téz jako nervové jedy
nebo nervové plyny. Vykazuji mnohem vysS§i toxicitu vacéi cElovéku nez insekticidy
s podobnou chemickou strukturou.

Z chemického hlediska se jedna o organofosfaty, tedy organické estery, amidy nebo
thioderivaty kyseliny fosforecné, fosfonové nebo fosfinové. Zikladem molekuly je atom
fosforu, ktery vykazuje vysokou nukleofilitu a vytvaii pevné vazby s kyslikem, sirou,
dusikem a halogeny (Delfino et al., 2009). Jednotlivé organofosfaty se od sebe 1isi polohou
jednotlivych skupin. Obecny vzorec organofosfatli je zndzornén na nasledujicim schématu:

Ro=Yq Y2
/ Py
Ry X

kde Y =0 (ev. S), X =F, CN, N3, SCH,CH,SR3, S(CH2)n(R3)a,

kde R; = alkyl, R; = alkyl, R, = alkyl, dialkylamoniova skupina (Nyvitova et al., 1999).
I pfes své oznaceni nervové plyny se jednd o kapaliny. Jsou bezbarvé, bez vyrazného zapachu,
opticky aktivni, dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech. K intoxikaci dochazi
vstiebanim kizi nebo inhalaci (Delfino et al., 2009). DéEli se na dvé skupiny - G-latky a V-
latky.

G-latky - jsou vysoce t€kavé, takze k intoxikaci dochazi predevsim dychacimi cestami.
Vydrzi v terénu bez ztraty toxicity 12-24 hodin.

Mezi nejvyznamnéjsi zastupce G-latek patii:

o Tabun (GA, O-ethyldimethylamidokyanofostat)

/
—N._0O

AaN
NG O
o Sarin (GB, O-isopropylmethylfluorosulfonat)
he
F o~

o Cyklorarin (GF, cyklohexylmethylfluorofosfonat)
NP

K
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o Soman (GD, O-pinakolylmethylfluorofosfonat)

N\ _ O
F'P<o—%<

V-latky - jsou jen velmi malo tékaveé, riziko inhalace je tedy minimalni. K otravé
dochdzi pfedev§im vstiebanim latky kazi. V terénu vydrzi tydny aZ mésice.
Z V-latek nachazi nejvétsi uplatnéni ve vojenstvi VX (Patocka et al., 2004a).
o VX (O-ethyl-S-[2-diisopropyl-aminoethyl]-methylthiofosfonat)

3.3.1. MECHANISMUS PUSOBENI
Pii navazani organofosfitu na enzym dojde k vytvofeni vazby mezi kyslikovym
atomem serinu v katalytické triddé AChE (E) a atomem fosforu organofosfatu:
— Y
R2 Y1P// 2 R2_Y1P//Y2

HX
R{ "O-E

2 E-OH _ 3

Vznika fosforylovany enzym, ktery je velmi stabilni. Tim je AChE zablokovéna a
nemuze dale katalyzovat hydrolyzu ACh (Patocka et al., 2005).

Obdobnym mechanismem jsou organofosfaty schopné zablokovat i BChE, ale
biologicky dopad neni dosud plné objasnén, nebot’ neni dostatecné zndma funkce BChE.
Stejné tak se organofosfaty vazi i na jiné serinové hydrolasy (Delfino et al., 2009).

Ackoli je vznikly komplex enzym-organofosfat stabilni, mize dojit ke dvéma jevim:

1. Vznikly komplex spontanné hydrolyzuje, ¢imz dochézi k obnoveni aktivity AChE:

Ry—Yy Y2 R,—Y; Y2
P/ 2 1P//

+ H,0 — E-OH

R{ O—E R{ OH
K tomuto dé&ji dochazi vSak jen velmi vzacné a probihd extrémné pomalu. Nema proto
klinicky vyznam.

2. Proces oznaCovany jako aging (starnuti), pii kterém dochazi k dealkylaci

fosforylované AChE:
Ry—Yq Y2 Agin H-Y, Y2
BT+ ho oy "B R,—OH
R{ O—E R{ O-E
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Po tomto déji je enzym zcela zablokovan a nelze ho jiz reaktivovat (Patocka et al.,

2005, Delfino et al., 2009).

3.3.2. PROJEVY INTOXIKACE

Klinické ptiznaky intoxikace se rozviji po nékolikaminutové latenci. Shrnuji se pod
pojem akutni cholinergni krize. Pfiznaky vyplyvaji z nadmérné cholinergni stimulace
receptort v perifernim nervovém systému i v CNS:

e muskarinové pfiznaky - midza, poruchy vidéni, zvySend sekrece slinnych, potnich,
slznych a bronchidlnich Zlaz, zizeni bronchid, nauzea, vomitus, kiece traviciho a
mocového ustroji, zvysSena peristaltika stiev, bradykardie, pokles krevniho tlaku

e nikotinové pfiznaky - svalové zaskuby a tfes, kiece az paralyza kosterniho svalstva,
vcetné dychaciho svalstva

e centralni pfiznaky - utlum dechového a kardiovaskuldarniho centra, bolest hlavy,
napéti, neklid, zavrat€, depresivni stavy, zmatenost az bezvédomi

Umrti nastava za 20-30 minut. Pfi¢inou byva zastava dychani s naslednou zastavou srdce.

U postizenych, kteti pfekonali akutni cholinergni krizi, se jesté po nékolika mésicich
objevuji nekteré ptiznaky otravy. Piedevsim se jednd o projevy neurotoxicity (zmatenost,
poruchy pozornosti, spanku, paméti, emoc¢ni labilita, depresivni stavy).

Specifickou komplikaci otrav je remise otravy dana vyplavenim NPL z depotnich mist (tyka

se pfedev§im somanu), nebo uvolnénim NPL z vazby na bilkoviny krevni plazmy (Patocka et

al., 2004a).

3.3.3. TERAPIE INTOXIKACE

V piipad€ zasaZeni organismu NPL je nutné zahajit terapii okamzité, aby se predeslo
fatalnim dasledkim. V rdmci technické prvni pomoci je nutné provést opatieni, ktera by
zabranila dal$Simu pronikani jedu do organismu, tzn. opusténi zamotfeného prostoru, nasazeni
prostiedkti individudlni ochrany (ochranna maska, ochranny odév) a odmoteni zasazenych
mist (Patocka et al., 2004a).

Farmakologickd 1écba spocivd v poddvani anticholinergik, reaktivatori AChE a

antikovulziv.

3.3.3.1. Anticholinergika (funkéni antidota)
Anticholinergné pusobici latky brani navdzani ACh na cholinergni receptory.

Standardné¢ se pouziva atropin. Pusobi jako kompetetivni antagonista na muskarinovych
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receptorech, zmiriiuje tedy pouze muskarinové pfiznaky. Na nikotinové ptiznaky vliv nema a
vzhledem k tomu, Ze obtizn¢ prochazi pies hematoencefalickou bariéru, vyrazné nepotlacuje
ani centralni ptiznaky (Delfino et al., 2009).

Podéava se i.m. nebo i.v. v davce 2-4 mg opakované v 10-30 minutovych intervalech.
Podavani atropinu pokracuje do prvnich ptiznakll atropinizace. Celkovd davka mize
dosahnout az 100 mg za 24 hodin.

V ptipad¢ potieby lze atropin kombinovat s anticholinergiky s pfevahou centralniho

ucinku (napf. banactyzin, biperiden, skopolamin) (Patocka et al., 2004a).

3.3.3.2. Reaktivatory AChE (kauzalni antidota)
Reaktivatory maji schopnost roz§té€pit vazbu enzym-organofosfat a tim obnovit funkci

inhibované AChE. Zmirnuji pfedev§im nikotinové ptiznaky (Delfino et al., 2009).

» Chemicka struktura a vlastnosti

Spole¢nymi prvky chemické struktury je jeden nebo dva pyridiniové kruhy a jedna nebo
dvé oximové skupiny. Oximova skupina je vysoce nukleofilni a napada atom fosforu
v komplexu enzym-organofosfat. Vznika pfechodny utvar, ze které¢ho je nasledné uvolnén
enzym, ktery je opét pln¢ funkéni (Patocka et al., 2004b; Delfino et al., 2009). Zbyly
komplex oxim-organofosfat je nestabilni a je organismem rychle odbouravan (tadové
v minutach az hodinach) (Patocka et al., 2004a).

Oximy jsou vSak schopné reaktivovat pouze ,nezestarly” enzym, proto je nutné jejich
vCasné podani.

Diky amoniové skuping jsou tyto latky dosti hydrofilni. Spatné se tedy vstiebavaji po p.o.
podani, maji kratky biologicky polocas (1-2 hodiny) a téZzce pronikaji hematoencefalickou
bariérou (Voicu et al., 2010). Krom¢ schopnosti reaktivovat inhibovanou AChE vykazuji i
vlastni toxické ucinky (Stojilkovica a Jokanovic, 2006).

I ptes spolecné rysy se jednotlivé oximy navzijem 1i§i v U€innosti vi€i riznym
organofosfatim. Dosud nebyl vyvinut takovy reaktivator, ktery by efektivné ptlisobil proti
v§em zndmym nervovym jediim

Vsechny vySe uvedené skuteCnosti jsou diivodem stdle probihajiciho vyzkumu, ktery
pfinasi fadu novych sloucenin.

Nékteré z klasickych oximt i novéjSich jsou uvedeny nize (Delfino et al., 2009):
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Pralidoxim (2-PAM, 2-hydroxyiminomethly-1-methylpyridinium)

| +
| N\ \N,OH
=
Trimedoxim (TMB-4, 1,3-bis(4-hyroxyiminopyridinium)propan)
|
’ o’N\ = ANy
Obidoxim (Toxogonin®, 1,3-bis(4-hyroxyiminopyridinium)-2-oxapropan)

\/@+/\O/\®\/

|

N N\
Ho S 7> 0H

HI-6 (asoxim, I-(2-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-karbamoylpyridinium)-2-

oxa-propan
(?H
_N
\ N+/\O/\ N+ \
@) | = | =

K203 ((E)-1-(4-karbamoylpyridinium)-4-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)
Tento oxim je jeden z fady reaktivatort syntetizovanych na Katedie toxikologie, FVZ
UO. Jevi se jako jeden z nejperspektivnéjSich pii 1é¢be intoxikace tabunem (Karasova

et al., 2010). OvSem na rozdil od vyse jmenovanych neni komeréné dostupny.

HO.
~ NJr\/\/\N+ N
| = NH,

O

3.3.3.3. Antikonvulziva

Antikonvulziva tlumi CNS a tim zmirfiuji kiecové stavy. NejCastéji se pouziva

diazepam (Patocka et al, 2004a).
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V soucasné dobé se vyzkum zaméfuje i na moznosti premedikace v ptipad¢ ocekavané
expozice NPL

K tomuto ucelu se ukazuje jako vyhodné vyuziti karbamati, které vazbou na molekulu
AChE brani navazani organofosfatti. AvSak na rozdil od organofosfati komplex enzym-
karbamat po urcité dobé spontanné hydrolyzuje. DalSi moznosti je vyuziti latek, které zachyti

NPL v organismu jeste pred jejim puasobenim (napt. BChE) (Delfino et al., 2009).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. POUZITE CHEMIKALIE

Oximové reaktivatory - byly pfipraveny na Katedie toxikologie, FVZ UO v Hradci Kralové a

jejich Cistota byla ovétena TLC analyzou.

Soman - byl ziskan z Vojenského technického tustavu v Brné a bylo s nim manipulovéano
v prostorach Katedry toxikologie, FVZ UO v Hradci Kralové na zakladé povoleni SUJB

pouze proskolenym persondlem v zaméstnaneckém poméru FVZ UO.

Destilovand voda - byla pifipravena na Katedie toxikologie, FVZ UO v Hradci Kralové

reverzni osmozou millipore.

Vsechny ostatni pouzité chemikalie byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich:

Acetylthiocholin chlorid (ATChCI, >99 % (w/w))
Atropin (= 99,0% (w/w))
Dimethylsulfoxid (DMSO, > 99,9% (w/w))
5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoova) kyselina (DTNB, > 98% (w/w))
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA, >99,0% (w/w))
Fyziologicky roztok
Chlorid zelezity (FeCls, 97 % (w/w))
Chlorovodikova kyselina (HCI, 36,5 - 38,0% (w/w))
Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH, >95,0%, (w/w))
Oxidovany glutathion (GSSG, > 98% (w/w))
Thiobarbiturové kyselina (TBA, > 98,0% (w/w))
Total Protein Kit:

Barvivo - Brilliant Blue G

Proteinovy standard - lidsky sérovy albumin 0,3 mg/ml
Trichloroctova kyselina (TCA, > 99,0% (w/w))
2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazin (TPTZ, > 98% (w/w))
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4.2. POMUCKY A PRISTROJE

Byl pouzit nasledujici spotfebni materidl: mikrozkumavky (Eppendorf), kyvety, kadinky,
Spic¢ky na pipety.

Laboratorni pomiicky: automatické pipety.

Laboratorni pfistroje: analytické vahy (CPA225D, Sartorius, Némecko), centrifuga (Universal
320/R, Schoeller, Némecko), ultrazvuk (Ema, Elmasonic, Némecko), blokovy termostat
(MBT 250, Kleinfeld Labortechnik, Némecko), spektrofotometr (Helios Zeta, Thermo
Scientific, USA), homogenizator snerezovym nozem (Ultra-Turrax T 10 basic, IKA,

Némecko).

4.3. LABORATORNI ZVIRATA

K experimentim bylo vyuzito celkem 48 samcii potkanti kmene Wistar (Anlab, Praha)
o vaze 180-200 g. Potkani byli udrzovani v klimatizované mistnosti pii teploté¢ 22 + 2°C,
vlhkosti 50 + 10 % a se svétlem od 7. do 19. hodiny. Byli krmeni standardni stravou a vodou
ad libitum. Experimenty prob&hly pod dohledem Etické komise Fakulty vojenského
zdravotnictvi, Hradec Kralové. Veskera manipulace se zvifaty byla provadéna pracovnikem

s platnou akreditaci pro tuto ¢innost.

44. EXPERIMENT IN VIVO

Potkani byli rozdéleni do osmi skupin po Sesti zvifatech. Zvifatim v 1. skupiné byl
aplikovan pouze atropin, ve 2. skupin€ soman a po 1 minuté atropin. Zvifatim ve skupinach
3-7 byl podéan nejprve atropin a po 1 minuté soman a jednotlivé sledované oximy (HI-6,
trimedoxim a K203), pfipadné jejich kombinace (HI-6 + trimedoxim, HI-6 + K203). 8.
skupina je skupina kontrolni - zvifatim byl podan pouze fyziologicky roztok. VSechny latky
byly potkaniim aplikovany intramuskularné, atropin ve vSech skupindch v davce 23 mg/kg,
soman v mnozstvi odpovidajicim 1 x LDsy, oximy v celkové davce 60 pmol/kg. Pro lepsi

orientaci je prib&h experimentu rozepsan v nasledujicim piehledu:
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1. skupina: atropin (23 mg/kg) i.m.

2. skupina: soman (1 x LDsp) i.m. - po 1 min atropin (23 mg/kg) i.m.

3. skupina: soman (1 x LDsp) i.m. - po 1 min atropin (23 mg/kg) i.m. a HI-6 (60 pmol/kg)
im.

4. skupina: soman (1 x LDsg) i.m. - po 1 min atropin (23 mg/kg) i.m. a trimedoxim i.m.
(60 umol/kg) i.m.

5. skupina: soman (1 x LDsp) i.m. - po 1 min atropin (23 mg/kg) i.m. a K203 i.m. (60
umol/kg)

6. skupina: soman (1 x LDsp) i.m. - po 1 min atropin (23 mg/kg) i.m., HI-6 (30 umol/kg)
1.m. a trimedoxim (30 umol/kg) i.m.

7. skupina: soman (1 x LDsg) i.m. - po 1 min atropin (23 mg/kg) i.m., HI-6 (30 pmol/kg)
a K203 i.m. (30 pmol/kg)

8. skupina: kontrolni skupina - aplikovan pouze fyziologicky roztok i.m.

30 minut po expozici somanem byla zvifata usmrcena dekapitaci s vyuzitim anestézie COx.
Nasledné jim byla odebrana krev a jatra. Krev byla heparinizovana a rozdélena centrifugaci
(3000 ot./min, 15 min, 15°C) na 2 ¢asti - plazmu a erytrocyty. VSechny odebrané biologické

materidly byly pfed méfenim uchovavany zmrazené pii -80°C.

4.4.1. UPRAVA BIOLOGICKYCH VZORKU

Priprava hemolyzatu
Vzorky erytrocyti byly zifedéné destilovanou vodou v poméru 1:4 a nésledné odstiedéné
(3000 ot./min, 5 min, 20°C). Dalsi prace probihala se supernatantem, ktery byl pouzit

k okamzitému méteni nebo uchovavan pti -80°C pro pozd¢€jsi méteni.

Homogenizace jater

Ze vzorku jater byla odebrana ¢ast o hmotnosti pfiblizné¢ 100 mg a ptidan 1 ml destilované
vody. Homogenizace byla provadéna v mikrozkumavce pomoci homogenizatoru po dobu péti
minut. Vznikla suspenze byla pouZzita k okamzitému méieni nebo uchovavana pii -80°C pro

pozd¢&jsi méteni.
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4.5. POUZITE METODY

4.5.1. THIOBARBITURIC ACID REACTIVE SUBSTANCES (TBARS)

Piiprava roztoku

Blank: 200 pl fyziologického roztoku + 400 pul TCA

TBA: 0,067 g TBA bylo rozpusténo v 1 ml DMSO a doplnéno vodou do 10 ml
TCA: 10% roztok ve vodé (w/v)

Pracovni postup

Do mikrozkumavky bylo pipetovano 200 pl vzorku a 400 pl TCA. Precipitat byl ponechan
inkubovat 15 minut v ledu a nasledn¢ oddé€len centrifugaci (3000 ot./min, 15 min, 4°C).
K 400 pl odebraného supernatantu bylo ptidano 400 pul TBA a tato smés byla zahfivana na
vodni lazni 10 minut. Po zchlazeni na laboratorni teplotu bylo provedeno spektrofotometrické

méteni pti vinové délce 532 nm proti blanku.

4.5.2. STANOVENI AKTIVITY GLUTATHIONREDUKTASY

Priprava roztoku

EDTA: 10mM roztok ve vodé

GSSG: 10mM roztok ve vodé

NADPH: 1mM roztok ve vodé

PBS: 0,1M fosfatovy pufr s 0,15 M NaCl pH 7,4

Pracovni postup
Kyveta byla naplnéna 100 pl roztoku GSSG a 100 pul roztoku NADPH. Smés byla ziedéna
650 ul PBS. Déle bylo ptfidano 100 pl roztoku EDTA. Reakce byla zapocata ptidanim 50 pl

vzorku. Asorbance byla métena pfi 340 nm v Case nula a po 120 vtefinach.

4.5.3. FERRIC REDUCING ANTIOXIDANT POWER (FRAP)

Priprava roztoku
Acetatovy pufr: 0,1M pH 3,6
Blank: 200 ul FRAP reagens + 800 pl destilované vody
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FeCls: 20mM roztok ve vodé
FRAP reagens: 2,5 ml TPTZ + 2,5 ml FeCl; + 25 ml acetatového pufru
TPTZ: 10mM roztok v 40mM HCl

Pracovni postup

Cerstvé piipraveny roztok FRAP reagens byl zahiivan pii teploté 37°C po dobu 10 minut.
200 pl této smési bylo pipetovano do mikrozkumavky a ptidano 30 pl vzorku a 770 pl vody.
Po desetiminutové inkubaci pii pokojové teploté byly mikrozkumavky vlozeny do centrifugy
(10000 ot./min, 10 min, 21°C). Méfeni probehlo se supernatantem pii vinové délce 593 nm

proti blanku.

4.5.4. TOTAL PROTEIN

Piiprava roztoku
Blank: 50 pl fyziologického roztoku + 2,5 ml roztoku briliantové modfi
Roztok briliantové modfi: Brilliant Blue G zfedéna Ctytikrat ve fyziologickém roztoku

Standard: 50 ul proteinového standardu + 2,5 ml roztoku briliantové modfi

Pracovni postup

Ke stanoveni celkového mnozstvi proteintt v plazmé byl pouzit Total Protein Kit. 50 pl
vzorku bylo dvacetkrat zfedéno fyziologickym roztokem a ptidano 2,5 ml roztoku briliantové
modii. Po dvou minutach inkubace probéhlo méfeni absorbance pii 595 nm. Koncentrace

proteind byla vypocitdna dle uvedeného vzorce:

c= A(test) . C(standard) / A(standard)

¢ .... koncentrace proteinii ve vzoku [mg/ml]
Aest) -... absorbance testovaného vzorku
C(standard) --- kOncentrace standardu (0,3 mg/ml)

A(standard) --.. absorbance proteinového standardu
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4.5.5. STANOVENI AKTIVITY ACETYLCHOLINESTERASY

Priprava roztoku

Blank: 200 pl fyziologického roztoku + 800 pl smési roztoku DTNB a roztoku ATChCI (1:1)
PBS: 0,1M fosfatovy pufr s 0,15 M NaCl pH 7,4

Roztok DTNB: 8 mg DTNB v 10 ml PBS

Roztok ATChCI: 1mM roztok v PBS

Tris puftr: 0,02M pH 7,6

Pracovni postup

Vzorky erytrocytl byly ziedény v poméru 1:20 pomoci Tris pufru. K takto pfipravenému
hemolyzatu bylo ptfidano 800 pl smési obsahujici 400 pl roztoku DTNB a 400 pl roztoku
ATChCI. Smés byla promichdna a ponechana inkubovat 30 vtefin. Byl méfen pétiminutovy

rozdil absorbance pii 412 nm.

4.6. STATISTICKA ANALYZA

Vsechna experimentalné ziskand data byla analyzovana technikou ANOVA s Tukey testem

oproti kontrole za pouziti statistického software Origin 8 (OriginLab Corporation,

Northampton, MA, USA).
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5. VYSLEDKY

5.1. THIOBARBITURIC ACID REACTIVE SUBSTANCES (TBARS)

Koncentrace MDA jako kone¢ného produktu lipidové peroxidace byla stanovovana
metodou TBARS. Vysledky méteni v erytrocytech, jatrech a plazmé jsou uvedeny na obrazku

¢. L.
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aok *¥

20 - * k% *

1.Skupina  2.Skupina  3.Skupina  4.Skupina  5.Skupina  6.Skupina  7.Skupina 8. Skupina

Berytrocyty [uM] B jatra [umol/kg] O plazma [uM]

Obr. ¢. 1: Hodnoty TBARS v erytrocytech, jatrech a plazmé. Data byla statisticky zpracovéana
technikou ANOVA s Tukey testem oproti kontrole. Vysledky jsou zndzornény jako primérné hodnoty, chybové
usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku (n=6). Symbol * oznacuje signifikanci na hlading vyznamnosti 0,05 a **

signifikanci na hladiné vyznamnosti 0,01.

V plazmé je patrny signifikantni nartast koncentrace MDA ve skupiné ¢. 1
intoxikované pouze atropinem. Dal$i navySeni je patrné po intoxikaci somanem (skupina
¢.2). Ve skupinach léCenych oximy koncentrace MDA klesa, byt tyto hodnoty nejsou
statisticky signifikantni. Niz§i hladina MDA neZ v kontrolni skupiné byla zaznamenana ve

skupinach ¢. 6 a 7.

36



Statisticky signifikantni data ve vzorcich erytrocytli a jater byla ziskana jen u prvnich
¢tyfech skupin. Hodnoty v erytrocytech byly v téchto cCtyfech skupinach vyrazné nizsi ve
srovnani s kontrolou. Nartist koncentrace MDA byl zaznamenan pouze u skupin €. 5 a 7.

V jatrech byly naméteny vyssi hodnoty ve srovnéni s kontrolni skupinou jen u skupiny
¢. 5. V ostatnich skupinach je patrny pokles hladiny MDA bez vyraznéjSich rozdili v ramci

jednotlivych skupin.

5.2. STANOVENI AKTIVITY GLUTATHIONREDUKTASY

Vysledky méfeni aktivity glutathionreduktasy v erytrocytech a jatrech znazoriiuje

obrazek ¢. 2.
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Obr. ¢&. 2: Aktivita glutathionreduktasy v erytrocytech a jatrech. Namétené hodnoty jsou
vyjadieny jako primértsmérodatnd odchylka (n=6), ktera je v grafu znazornéna chybovymi useckami.
Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamny rozdil od kontrolni skupiny (ANOVA s Tukey testem; * = 0,05,
**=0,01).

V jatrech bylo zaznamenano statisticky vyznamné snizeni aktivity glutathionreduktasy
u vSech skupin ve srovnani s kontrolou. Naopak zvySeni aktivity glutathionreduktasy vykazuji
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s vyjimkou 2. skupiny (atropin + soman) vzorky erytrocytli. Nejvyrazn€j$i je nartst tohoto
parametru u 4. a 5. skupiny. Data ziskand méfenim aktivity glutathionreduktasy v erytrocytech

vSak nejsou podloZena statistickou vyznamnosti
5.3.  FERRIC REDUCING ANTIOXIDANT POWER (FRAP)

Plazmatické hladiny nizkomolekularnich antioxidanti vyjadiené hodnotou FRAP jsou
v nasem experimentu u vSech skupin vyssi ve srovnani s kontrolou (viz Obr. €. 3). Statisticky
vyznamné je vSak toto navySeni pouze u skupiny ¢. 3 (HI-6) a ¢. 6 (HI-6 + trimedoxim).

U ostatnich skupin neni toto zvyseni tak vyrazné a neni statisticky signifikantni.
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0,05 - T {

0,04 - T

0,03 A —
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0,02 \

1

0,01

0 T T T T T T T 1
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Obr. €. 3: Hladiny antioxidant v plazmé méiené metodou FRAP. V grafu jsou zaznamenany
pramérné hodnoty, chybové tsecky vyjadiuji smérodatnou odchylku (n=6). VSechna data byla analyzovana

uzitim systému ANOVA s Tukey testem. Statistickd vyznamnost je 0,05 (*) oproti kontrole.
V erytrocytech bylo zaznamenano snizeni hladiny antioxidantd u skupin ¢. 6 a 7,

v jatrech u skupin €. 5 a 6 (viz Obr. €. 4). Nejvyraznéjsi narQst jaternich antioxidantil je patrny

u skupiny ¢. 7 (HI-6 + K203). Data z jater a erytrocytti v§ak nejsou signifikantni.
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Obr. ¢. 4: Hladiny antioxidanta v erytrocytech a jatrech mérené metodou FRAP. V grafu

jsou uvedeny primérné hodnoty, smérodatné odchylky (n=6) jsou znazornény jako chybové usecky. Statisticky

vyznamné rozdily nebyly zaznamenany (ANOVA, Tukey test).

5.4. KONCENTRACE PROTEINU V PLAZME

Na obrazku ¢. 5 jsou uvedeny hladiny plazmatickych proteinii naméfené v naSem
experimentu. Je patrné, Ze u vSech skupin bylo zaznamenano mirné snizeni oproti kontrolni

skuping, nejvyraznéji ve skupiné €. 4 (1écba trimedoximem).
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Obr. ¢. 5: Koncentrace proteini v plazmé. Graf piedstavuje primémé hodnoty + smérodatné

odchylky (n=6), které jsou zakresleny jako chybové usecky. Statisticky vyznamné rozdily nebyly zaznamenany
(ANOVA, Tukey test).

5.5. STANOVENIi AKTIVITY ACETYLCHOLINESTERASY

Experimentalné¢ ziskana data z meéfeni aktivity AChE Ellmannovou metodou
v erytrocytech jsou uvedena na obrazku €. 6. Dle pfedpokladu je aktivita AChE u prvni
skupiny intoxikované pouze atropinem srovnatelnd s kontrolni skupinou, 1 kdyz tento idaj
neni statisticky signifikantni. Naopak zbyla data byla signifikantni na hladin¢ vyznamnosti
v inhibici AChE. Nejvyssi u€innost reaktivacni terapie byla zaznamenana u skupiny €. 6, tedy
kombinaéni 1écby HI-6 a trimedoxim. Ze samostatnych pouzitych oximil nejlépe reaktivuje

AChE HI-6 (skupina ¢. 3).
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Obr. ¢. 6: Aktivita AChE v erytrocytech. V grafu jsou zaznamenany naméfené hodnoty jako primér,

smérodatné odchylky (n=6) jsou znazornény jako chybové usecky. Data byla analyzovana technikou ANOVA
s Tukey testem. Statisticky zaznamenané rozdily oproti kontrolni skupiné se pohybuji na hladin¢ vyznamnosti

0,01 a jsou v grafu oznaceny hvézdickami (**).
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6. DISKUSE

Organofosforové slouceniny patii mezi stale intenzivné zkoumané latky. Divodem je
nejen jejich hrozici zneuziti jako vojenskych chemickych latek naptiklad pii teroristickych
utocich, ale i Casté otravy objevujici se v souvislosti s pouzivanim organofosforovych
insekticidi. V ramci sledovdni jejich chronické, subchronické i1 akutni toxicity byly
pozorovany v organismu zmény charakteristické pro oxidacni stres. I kdyz vyznam tohoto
jevu neni dosud objasnén (Vidyasagar et al., 2004), je studium volnych radikalt a jejich
ucinkl na intoxikovany organismus jednim ze sméru, kterym se ubird vyzkum v této oblasti.
Ukazuje se rovnéz, ze intoxikace je provdzena zménou v hladinidch nizkomolekuldrnich
antioxidantl a pomérem dostupnych antioxidanti a riznych forem reaktivniho kysliku
(Pohanka et al., 2009). Tato prace se zabyvala sledovanim parametrii oxidacniho stresu
v piipad¢ akutni otravy somanem a 1écb€ atropinem a oximovymi reaktivatory. Podafilo se
zde prokézat vyznam 1éCby intoxikace organofosforovymi slou¢eninami pomoci oximovych
reaktivatora.

K hodnoceni miry lipoperoxidace byla pouzita metoda TBARS. I kdyzZ je tato metoda
povazovana za malo citlivou (Karatas et al.,, 2002; Tug et al., 2005), je jeji pouziti stale
obecné nejrozsifengjsi. Vyhodou je pak dlouhodoba perzistence sledovaného markeru, MDA,
v biologickych vzorcich. Principem je reakce MDA jako kone¢ného produktu oxida¢niho
poskozeni biomembran s thiobarbiturovou kyselinou za vzniku barevného produktu, ktery je
mozné kvantifikovat spektrofotometricky (Stipek et al., 2000). Vyrazny narast koncentrace
MDA v plazmé byl zjistén po podani atropinu samotného, i po nasledné intoxikaci somanem.
Naopak snizeni hladin tohoto parametru bylo zaznamenano po 1é¢bé oximovymi reaktivatory
témé&f u vSech skupin ve srovnani s kontrolni skupinou. Z uvedeného lze usuzovat, ze systém
antioxida¢ni ochrany byl aktivovan v dostatecné miie, aby bylo zabranéno nezadouci
lipoperoxidaci. Data tedy ukazuji na pozitivni vliv 1é¢by na redoxni rovnovéhu organismu.
K podobnym zavérim dosel napiiklad Pohanka et al., 2009.

Experimentalni hodnoty TBARS koreluji s hodnotami aktivit glutathionreduktasy.
Glutathionreduktasa katalyzuje pfeménu oxidovaného glutathionu (GSSG) zpét na jeho
redukovanou formu (GSH), za soucasné oxidace NADPH na NADP". Nami pouzita metoda,
upravend dle postupu popsanym Carlbergem a Mannervikem, 1975, detekuje zmény
absorbance spojené¢ s touto oxidac¢ni reakci. GSH je intracelularni antioxidant, jeden

vvvvvv

z nejdalezitéjSich v obrané organismu vici oxidacnimu stresu. Narast hodnot
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glutathionreduktasy je tedy obranny mechanismus, kterym je zajiSténa dostupnost GSH
(Lukaszewicz-Hussain a Moniuszko-Jakoniuk, 2004). Zaznamenané zvyseni aktivity tohoto
enzymu v erytrocytech mize byt povazovano za doklad zvysSené pohotovosti organismu viici
oxidacni zatézi. Srovnanim s hodnotami TBARS lze usuzovat, ze obrana prob¢&hla tspésné.
V jaternich vzorcich se vSak aktivita snizila. Systém antioxidacni ochrany tvoii vysoce
propracovany a navzajem propojeny celek a je ziejmé, Ze léCba do n¢ho prokazatelné
zasahuje. Nicmén€ molekularni —mechanismus, ktery by vysvétloval chovani
glutathionreduktasy pfi oxidacni zatézi, neni jeste zcela pochopen.

Zatimco aktivita glutathionreduktasy poukazuje na ochranu organismu pied oxidacnim
stresem, hladina nizkomolekularnich antioxidant reprezentovana hodnotou FRAP vypovida
o tom, zda byl oxidaéni stres organismem zvladnut. Ukolem jednotlivych antioxidantii jako
obranného mechanismu je nicit potencidlni oxidanty, pfedchazet vzniku a vychytavat volné
radikdly a tim minimalizovat jejich poSkozujici vliv na biomolekuly. Zména hladiny
antioxidantli vyvola zménu v redoxnim potencidlu. Tyto zmény se daji vizualizovat pfidanim
komplexu Fe"-tripyridyltriazin, ktery v kyselém prostiedi redukci piechazi na modry
komplex. Intenzita zbarveni je pfimo timérna hladin¢ nizkomolekularnich antioxidanti a je
detekovana spektrofotometricky (Benzie a Strain, 1996). Ranjbar et al., 2002 zjistil, Ze jim
zaznamenand zvySend lipoperoxidace odpovidd snizeni hladin nizkomolekularnich
antioxidantll. V ndmi naméfenych vysledcich je patrnd korelace mezi nartistem hodnot FRAP
a poklesem hodnot TBARS oproti kontrolni skuping. Lze tedy dedukovat, Ze sniZeni
lipoperoxidace je disledkem zvySeni hladin nizkomolekularnich antioxidantt.

Plazmatické proteiny byly stanovovany pomoci barviva briliantové modii metodou
popsanou M. Bradfordovou, 1976. Briliantovd modf méni vazbou na proteiny barvu z ¢ervené
na modrou. Zména barvy je linedrn¢ zavisla na mnozstvi proteinu piitomném ve vzorku a je
stanovovana pomoci spektrofotometru. Proteiny krevni plazmy zastdvaji vyznamnou roli
v fadé¢ telesnych funkci (udrzeni onkotického tlaku, transport latek, hemokoagulace a
fibrinolyza, enzymatické funkce, ochrana pfed volnymi radikaly). VétSina z nich je
syntetizovana v jatrech. Nami zaznamenany mirny pokles oproti kontrolni skupiné miize byt
dokladem jaterniho poskozeni v dasledku otravy.

Za hlavni mechanismus toxicity organofosfati je povazovéna inhibice AChE.
Stanoveni aktivity tohoto enzymu je tedy dileZitym parametrem nejen pro diagnostiku, ale i
zhodnoceni ucinnosti reaktivacni terapie (Karasova et al., 2010). Ke stanoveni aktivity AChE
v tomto experimentu byla vybrdna bézné pouzivand Ellmanova metoda. Jako substrat pro

AChE vyuziva thiolovy analog acetylcholinu acetylthiocholin. Jeho hydrolyzou vznika
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thiocholin, ktery reaguje s 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoovou) kyselinou (DTNB, tzv. Ellmanovo
¢inidlo) za vzniku 5-merkapto-2-nitrobenzoového aniontu. Zluté zbarveni tohoto aniontu
umoznuje spektrofotometrickou detekci (Karasova et al., 2010).

Data ziskand meétfenim aktivity AChE jsou v souladu s dal§imi studiemi. Za
v soucasnosti nejucinngjsi oxim v 1€cbé intoxikace somanem je povazovan HI-6. Nové
syntetizovany oxim K203 vykazuje srovnatelnou aktivitu s trimedoximem i HI-6 (Kassa et
al., 2010). Kombinac¢ni 1écba neni vyrazné efektivnéjsi nez 1é€ba samotnymi oximy (Kassa et
al., 2009).

Souvislost mezi aktivitou AChE a oxidacni zatézi nebyla v tomto experimentu
zjisténa. V nekterych pracich tykajicich se sledovani toxicity organofosforovych insekticidi
byla mezi témito dvéma jevy pozorovana korelace (Ranjbar et al., 2002, Akhgari et al.,
2003). Nicméné zvySeni aktivity AChE po 1é¢bé oximovymi reaktivatory se zménami
v parametrech oxidac¢niho stresu nekoresponduje (Pohanka et al., 2009, Vidyasagar et al.,
2004).

Oximy byly objeveny jako potencidlni antidota pifi otravach organofosfaty jiz
v poloviné minulého stoleti. I pfes intenzivné probihajici vyzkum a stovky nové
nasyntetizovanych molekul se v klinické praxi uplatiuji jen pralidoxim, obidoxim,
trimedoxim a HI-6 (Reiner et al, 2007). Trimedoxim je z vySe uvedenych oximovych
(Stojilkovic a Jokanovic, 2006). V tomto experimentu bylo vSak podani HI-6 at’ jiz samotného
nebo v kombinaci spojeno se signifikantnim vzestupem hladiny antioxidantl, coZz
dokumentuji plazmatické FRAP hodnoty. HI-6 tedy zatizil organismus vy$§im oxida¢nim
stresem ve srovnani s ostatnimi oximy. K obdobnému zévéru dosel i Pohanka et al., 2009.

Lécba oximovymi reaktivatory neni idealni. Hlavnimi problémy jsou nedostatecnd
ucinnost oximu a jejich toxicita (Peter et al., 2008). Tyto nevyhody soucasné standardni
terapie stimuluji k hledani alternativni 1é¢by. Jednim z novych pfistupti je vyuziti antioxidantt
jako adjuvantnich prostiedk (Balali-Mood et al., 2006). 1de4dlnim feSenim by byla 1écba
oximem, ktery je schopny nejen reaktivovat AChE, ale i vychytavat volné radikély (Puntel et
al., 2008).

Nazory na antioxidacni vlastnosti soucasn¢ znamych a pouzivanych oximi jsou
nejednoznacné. Koleckar et al., 2007 testovali antioxida¢ni aktivitu vybranych oximovych
reaktivatorii 1 atropinu screeningovym testem. V jejich studii nevykazoval ani jeden z nich
schopnost pohlcovat volné radikaly. Vidyasagar et al., 2004 nepozoroval in vivo zmény

oxidacnich parametrli po 1é€bé pralidoximem a atropinem. V nékterych dalSich experimentech
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bylo zjisténo zvySeni oxidacni zatéze po podani nékterych reaktivatort (Pokanka et al.,
2009).

V tomto experimentu se podafilo prokazat, ze intoxikace organofosforovymi
inhibitory cholinesteras i naslednd 1éba jsou provazeny vyraznou zménou v redoxnich
vlastnostech. Tyto jevy je vSak tfeba do budoucna bliZze prozkoumat. Pozornost by méla byt
vénovana naptiklad analyze vztahi mezi riznymi NPL 1 jednotlivymi oximy a generaci
oxida¢niho stresu. Objasnéni téchto vztahi by pfispélo klepSimu pochopeni dé&ji

probihajicich v organismu po intoxikaci i 1écbé a uréeni jejich vyznamu.
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7. ZAVER

V préaci byly sledovany parametry oxida¢niho stresu v biologickych vzorcich potkant,
kterym byl aplikovan soman, atropin a vybrané oximové reaktivatory cholinesteras. K tomuto
ucelu bylo vyuzito n€kolik metodik vypovidajicich o mife poSkozeni lipidi v disledku
oxidani zatéze (TBARS) a o urovni enzymatické (aktivita glutathionreduktasy) 1
neenzymatické (FRAP) antioxidac¢ni ochrany. Tato méfeni byla doplnéna o stanoveni celkové
hladiny plazmatickych proteint a o stanoveni aktivity AChE.

Mezi hodnotami TBARS, FRAP a aktivitou glutathionreduktasy je patrna korelace.
Data ukazuji zvySenou aktivitu obrannych mechanismi organismu vici oxida¢ni zatézi i jeho
aktivni snahu se s ni vyrovnat. V rdmci experimentu se tedy podaftilo prokazat, ze intoxikace i
1é¢ba vyrazné ovliviiuji redoxni rovnovahu organismu. Podani reaktivatora se jevi ucelné pro
potlaceni oxida¢niho stresu. SniZené hladiny plazmatickych proteinli naznacuji negativni vliv
intoxikace na funkci jater. Souvislost mezi aktivitou AChE a oxidacni zatéZi nebyla
zaznamenana. Ne vzdy jednoznacéné vysledky vSak svédci o slozitosti a komplexnosti
probihajicich déja. Pro jejich porozuméni je tfeba tuto problematiku do budoucna lépe

prozkoumat.
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Nazev diplomové prace: Sledovani markerti oxida¢niho stresu po intoxikacich nervove

paralytickou latkou a podani reaktivatoru acetylcholinesterasy

V této praci byl sledovan vliv otravy somanem a lécby atropinem a vybranymi
oximovymi reaktivatory na redoxni rovnovahu v potkanich erytrocytech, jatrech a plazmé.
Samci potkanli kmene Wistar byli rozd€leni do osmi skupin po Sesti zviratech. Zviratim
v prvni skupiné byl podan pouze atropin, ve druhé skupiné soman v mnozstvi odpovidajicim
1 x LDsp a atropin. Zvifatim ve skupinach 3-7 byl poddn soman, atropin a oximy bud’
samostatné (HI-6, trimedoxim, K203), nebo v kombinaci (HI-6 + trimedoxim, HI-6 + K203).
Kontrolni (osma) skupina byla vystavena pouze fyziologickému roztoku.

Ke studiu markeri oxidacniho stresu byly vybrany metoda TBARS (thiobarbituric
acid reactive substances), aktivita glutathionreduktasy a metoda FRAP (ferric reducing
antioxidant power). Dale pak byly stanoveny i hladiny plazmatickych proteinii a aktivita
acetylcholinesterasy.

Experimentalni data ukézala signifikantni zmény v téchto parametrech. Pfitomnost
oxidac¢niho stresu je kompenzovana zvySenim aktivity obrannych antioxida¢nich mechanismit
a koreluje se snizenim oxida¢niho poskozeni lipidi. Byl rovnéz zaznamenéan pokles aktivity
acetylcholinesterasy, ale korelace mezi aktivitou acetylcholinesterasy a velikosti oxida¢niho
stresu nebyla pozorovéna.

Podafilo se prokézat, ze intoxikace somanem a lécba vySe uvedenymi oximy je
spojena se zménami v redoxnich vlastnostech. Na zakladé uvedeného lze dedukovat, ze 1écba

oximy ma pozitivni vliv na potlac¢eni oxida¢niho stresu.

(Klicova slova: oxidaéni stres, organofosfaty, oximové reaktivatory)
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Title of Thesis: Evaluation of oxidative stress markers after intoxication with nerve agents and

treatment with acetylcholinesterase reactivators

In this study, the influence of soman poisoning and treatment with atropine and some
oximes on redox status in rat erythrocytes, liver and plasma were investigated. Male Wistar
rats were divided into eight groups, each of six animals. The first group was exposed to
atropine only, the second group to one LDsy of soman and atropine. The groups 3-7 were
treated with soman, atropine and one of named oximes (HI-6, trimedoxime, K203) or with
their combinations (HI-6 + trimedoxime, HI-6 + K203). The control (eighth) group was
treated with saline solution only.

To study the markers of oxidative stress the TBARS method (thiobarbituric acid
reactive substances), glutathion reductase activity and the FRAP (ferric reducing antioxidant
power) method were chosen. There was plasma protein content and acetylcholinesterase
activity assessed, too.

The experimental data showed significant alterations in followed parameters. The
presence of oxidative stress is offset by enhanced activity of defense antioxidative
mechanisms and it corresponds with the decreased of oxidative damage of lipids. Reduced
acetylcholinesterase activity was registered, but there is not significant correlation between
acetylcholinesterase activity and oxidative stress.

It was demonstrated that the poisoning by soman and treatment by above listed oximes
is associated with changes in redox status. It could be inferred that the treatment by oximes

has a positive influence on suppression of oxidative stress.

(Key words: oxidative stress, organophosphates, oxime reactivators)
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