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ANOTACE

Bakalatska prace je vénovana neurotoxickym Slozkam jedid ziskanych z riznych druht zvifat
I jejich télesnych casti. Na tivod byla popsana struktura a funkce nervové soustavy a pienos
nervového vzruchu, nasledné je zminéno rozd€leni neurotoxickych latek podle zptisobu,
jakym pusobi na nervovou soustavu. Nakonec jsou zpracovany nékteré neurotoxické latky
pochazejici z jedl zvitat, rozdélené podle toho, z které skupiny zvitat byly ziskdny, dale byl
popsan jejich ucinek na nervovy systém a Cast byla také vénovana analyze samotnych jeda

¢i jejich analyze z riznych biologickych materialu.
KLICOVA SLOVA

Neurotoxické latky, zvifeci jedy, nervova soustava, neuron, analyza, kapalinova

chromatografie, hmotnostni spektrometrie
TITLE

Analysis of neurotoxic substances from animal venoms

ANNOTATION

The bachelor thesis is devoted to neurotoxic components of poisons obtained from different
species of animals and their body parts. At the beginning the structure and function
of the nervous system and the transmission of nervous excitement are described, then
the classification of neurotoxic substances according to the way they act on the nervous
system is mentioned. Finally, some neurotoxic substances derived from animal venoms are
treated, divided according to the group of animals from which they were obtained, their effect
on the nervous system was further described, and a section was also devoted to their analysis

from the venoms themselves or their analysis from various biological materials.
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0 UVOD

Kazdé zvife se musi néjak chranit pied okolim a predatory. Ne&ktera zvirata, naptiklad
pavouci, hadi nebo stiti, si vzhledem ke své mensi velikosti vytvaii na obranu jedy. Ty se
po utoku zvifete dostanou do organismu, za¢nou negativné pusobit na rtzné organové
soustavy anarusovat metabolismy Vorganismu. Jina zvifata, napiiklad z Celedi
¢tverzubcovitych nebo néktefi mekkysi, zase obsahuji jedy produkované bakteriemi. Tyto
jedy pfijimaji v potravé aneslouzi jako hlavni obranny mechanismus. Otrava je pak
zpusobena tim, ze dojde k nespravné upravé pokrmu ze zvifete a Clovek tyto otravené

organismy nasledné zkonzumuije.

7w

Tato bakalaiska prace bude zejména zamétfena na slozky zvitecich jedt narusujici ¢innost
nervové soustavy a prenos nervového vzruchu, které nazyvame neurotoxické. Neurotoxickeé
jedy nemusi byt vzdy smrtici, ve vétSin¢ piipadi zalezi na mnozstvi jedu, které se

do organismu dostane.

Mirna otrava témito latkami se projevuje lehkym mravencenim, snizenou citlivosti, svalovou
slabosti ¢i kie¢emi, tfesem nebo ztratou motoriky. Pokud se do organismu dostane vétsi davka

toxint, muze zpusobit selhani dychacich svalt ¢i zastavu srdce a naslednou smirt.

Tyto latky lze pak stanovit riznymi analytickymi metodami z jedd zvifat ¢i z biologickych

materiali odebranych od otravenych pacientd.
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1 NEUROTOXICITA

Toxikologie

Toxikologie je obecné znama jako véda zabyvajici se jedy. Jed je latka, ktera ¢lovéka muze
zabit nebo alespon néjakym zptisobem poskodit. Velmi dilezité je v tomto piipadé¢ mnozstvi
jedu, které se do téla dostane. Velikost davky casto rozhoduje mezi zivotem a smrti
otraveného c¢loveéka. Jako toxin nazyvame jed, ktery je zivoci$ného, rostlinného nebo

mikrobidlniho ptivodu.
Organova toxicita

Jednotlivé toxické latky pusobi riznymi zplsoby na organy lidského téla. Nékdy mohou
ovlivilovat organy v celém téle, ale ¢asto pusobi pouze na jeden konkrétni organ. Na zakladé

toho, na jaky organ latka primarné pasobi, rozliSujeme rizné druhy toxicity, napf.:

e hepatotoxicita — cilovy organ jsou jatra,

nefrotoxicita — cilovy organ jsou ledviny,

pneumotoxicita — cilovy organ jsou plice a dychaci ustroji,

imunotoxicita — cilem je naruseni funkce imunitniho systému,

neurotoxicita — cilem je naruseni funkce nervového systému.

Neurotoxicita je druhem organové toxicity, pii pusobeni neurotoxické latky je cilovy organ
nervovy systém. Na rozdil od ostatnich organti, nervovy systém v organismu nelze konkrétné
lokalizovat, je rozmistén po celém tele. Je ale velmi dilezity, protoze ma na starost funkci

regulacni a zaroven ovliviwje ¢innost vSech ostatnich organt v téle [1].
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2 NERVOVA SOUSTAVA

Nervova soustava ma Vv lidském téle dilezitou funkci a postaveni. Jejim prostiednictvim télo
vnima veskeré signaly z okolniho svéta, které nasledné zpracovava a vyhodnocuje, a podle
toho pak reaguje na zmény okolniho prostiedi. Jak jiz bylo zminéno, nervova soustava také
zasadné ovliviuje ¢innost dalSich organu v téle. Umoziuje télu naptiklad upravit pratok krve
cévami (rozSifovanim nebo zuzovanim cév) atim také ovlivnit pfisun kysliku a zivin
do riiznych ¢asti téla. Dale ovlada vznik kontrakce svalu a jeho nasledné uvolnéni, mimo jiné
cast — mozek, ktery tidi celé télo a zaroven umoznuje mysleni | vnimani emoci, je proto pro

nas zivot nezbytny [1;2].

Hlavni funkci nervové soustavy je, Ze piijima podrazdéni prichazejici z receptort, nasledné
ho zpracovava aposila do téla odpoveéd, ktera zplsobi Ccinnost vykonnych organi

Vv organismu. Zaroven slouzi ke koordinaci vSech ¢asti organismu [3].

Nervova soustava se deli na dvé zakladni ¢asti: centralni nervovy systém (CNS), kam patii

predevsim mozek a micha, a na periferni nervy (PN) [1;3].

2.1 Neuron
Zakladni jednotka umoznujici nervové ftizeni je neuron (obr. 1). Jedna se o velmi
specializovanou buiku, slouzici k pfenosu nervového vzruchu. Od ostatnich bunék se 1isi tim,

Ze se vetsinou neni schopna delit a rozmnozovat, a zaroven ma také odlisny tvar [4].

Dendrit

Synapse

Ranvierovy zafezy

Obrazek 1 — Neuron (ptfevzato a upraveno z [5])
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2.2 Priibéh vzniku a prenosu nervového vzruchu

Abychom ziskali vzruch, musi nejprve dojit ke vzniku vnéjsiho podnétu. Tento podnét je
nasledné zaznamenany specialnimi buitkami zvanymi receptory. Receptory podnét pievedou
na vzruch, ktery je poté pfevadén do nervového centra a z n¢ho na dané vykonné organy
tzv. efektory. Proces, ktery je zde popsan, tedy pienos vzruchu z receptoru na efektor, se

oznacuje jako reflex [4].

2.3 Zakladni stavba neuronu
Hlavni ¢ast bunky tvoii télo, ze kterého vybiha velké mnozstvi rizné¢ dlouhych vybézki. Télo
obsahuje stejné jako Klasické bunky velké mnozstvi organel, velké napadné jadro a velky

pocet mitochondrii [2;4;6].

Krats$i vybézky vychazejici z té€la se nazyvaji dendrity, jsou to vstupni ¢asti neuronu,

primarn¢ slouzi K piijmu signali z okoli a jejich naslednému zpracovani [2;4;6].

Kazdy neuron ma pak minimalné jeden del§i vybézek, ktery se nazyva axon (jinak také
neurit), ten pouze vede signal k dalsimu pfenosu. Rozlisujeme dva rtizné typy axont, prvni

z nich nejsou obalené pochvou, jsou tzv. nahé, ty se oznacuji jako Seda nervova vlakna.

Casto je ale axon chranén dvoji pochvou: prvni je Myelinova pochva, vnitini, nesouvisla,
tvofena prevazné tukem, prerusovana Ranvierovymi zatezy. Druhd je Schwanova pochva,
ta je vn&jsi a je tvofena Schwanovymi bunkami, jeji funkci je ochrana ptedtim, aby se vzruch
§itil mezi sousednimi vlakny neuronti. Cim silngj§i tedy pochva je, tim rychleji dokaze vlakno

vést vzruch. Mluvime o0 nich jako o bilych nervovych vlaknech [2;4;6].

Dalsi dulezitou soucasti neuronu je inicialni segment. Ten spojuje télo neuronu S axonem

a jedna se 0 misto vzniku akéniho potencialu [2;4;6].
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2.4 Rozdéleni neuronii

Neurony lze také rozdélit podle toho, jakym smérem vedou nervovy vzruch. Prvnim typem
jsou aferentni neboli pfivodni neurony, ty vedou signal od receptort do nervového centra.
Druhym typem jsou eferentni, jinak nazyvané odvodni neurony, které vedou signal

z nervového centra k efektorim [6].

Dale lze neurony také rozliSovat podle funkce na motorické, senzitivni, autonomni

a interneurony [2].

Motorické nervy slouzi hlavné k vedeni informaci z nervového centra ke kosternim svaliim,
senzitivni neurony maji za ukol pievadét smyslové vijemy z mista podnétu zaznamenaného
receptorem do nervového centra, autonomni neurony nebo také vegetativni neurony vedou
K vnitinim organim a tkanim a jejich ¢innost nelze ovladat vili. Poslednim druhem jsou
interneurony, ty se nachazi v celém nervovém centru: v mozku, hibetni mise i nervovych

uzlinach, a jejich funkci je, Ze pouze propojuji jednotlivé neurony navzajem [2].

2.5 Smrt neuronit

Spousta bunék béhem zivota cilené zanika. Existuji dva rizné zpusoby smrti, prvni je fizen
aktivaci urcitych gend, jedna se o fyziologicky proces programované smrti
buniky — naplanovana a realizovana autodestrukce buiiky, tento proces nazyvame apoptéza.
Timto zpsobem ¢asto umiraji buiiky tzv. statim [2].

vrwe

nepiiznivého prostiedi, plisobenim napiiklad chemickych, tepelnych ¢i mechanickych vlivi.
V dusledku toho dojde k rozvratu vnitiniho prostiedi bunky, narusi se plazmatickd membrana

a dojde k vyliti lyzosomalnich enzymu a nasledné ke smrti bunky [2].

18



2.6 Propojeni nervovych bunék mezi sebou

Pienos nervového signalu probiha tak, ze dojde ke kontaktu mezi dvéma neurony nebo jednim
neuronem sbéznou bunkou. Tento pifenos probihd prostfednictvim specidlnich
zapoji — Synapsi (obr. 2). Proces zprostfedkovany pomoci synapsi se nazyva neurotransmise,
je aktivni, Casové omezeny anevratny. Zaroven ma V lidském mozku naprosto
nepostradatelnou ulohu, naruseni synaptické neurotransmise mize zpasobovat fadu

psychiatrickych ¢i neurologickych poruch [2;6].

Q Synapticka vezikula

Receptory

(&

Synapticka stérbina

Neurotransmitery\

Obrazek 2 — Synapse (pievzato a upraveno z [5])
2.6.1 Rozdéleni synapse podle druhu zapojenych bunék

1. Synapse interneuronové — nejcastejsi typ, synapse mezi dvéma neurony.

Ty Ize dale délit podle druhu zapojenych bunék na [2;6]:

e synapse axo-dendritické (nejcastéjsi, dochazi u nich k pfenosu vzruchu z axonu
na dendrit),

e synapse axo-somatické (propojeni mezi axonem a télem neuronu),

e synapse axo-axonalni (pouze velmi vzacné, spojeni mezi axonem a axonem),

e synapse dendro-dendritické (ziidka pozorovany v hlubokych vrstvach motorické
kiry, spojeni mezi dvéma dendrity),

e synapse Vpribéhu (axon vytvofi synapticky kontakt anasledné pokracuje

a vytvari na stejném vlakn¢ dalsi kontakty s jinymi bunikami).
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2. Synapse neuroreceptorové — zprostitedkovavaji prenos mezi dendritem a senzorickou
buiikou, nejcasteji se nachazi pravé ve smyslovych organech.

3. Synapse neuroefektorové — synapse mezi axonem a efektorovou burkou.

2.6.2 Rozdéleni synapse podle druhu pfenosu signalu
Synapse dale muzeme d¢lit podle toho, jakym zpisobem se na nich pienasi signal:

rozliSujeme synapse elektrické, chemické a smiSené.

1. Elektrické synapse
Nejsou tak Casté jako synapse chemické, cytoplazmy neurond jsou propojeny prosttednictvim
tzv. ,,0ap junctions®, které pfimo umoziuji piestup iontd a tim také pienos elektrickych zmén
na membrané z jednoho neuronu na druhy. Vyskytuji se nejcastéji Vv interkalarnich discich
kardiomyocytd a umoziuji synchronni kontrakci srde¢niho svalu. Tato synapse je mozna
obéma sméry, jedna se v podstaté pouze o kanal, kterym prochazeji ionty. Obvykle je tento

typ synapse excitacni [3;7].

2. Chemické synapse
Jsou to téméf vsSechny zbylé synapse v CNS c¢lovéka. Funguji na principu, Ze prvni
(presynapticky) neuron sekretuje do synaptické s$térbiny chemicky pusobek nazyvany
neurotransmiter. Tento neurotransmiter je poté zachycen na pfislusném receptoru, ktery se
nachazi na druhém (postsynaptickém) neuronu. Tato synapse je pouze jednosmérna a muze

byt excitacni i inhibi¢ni, podle typu uvoliovaného mediatoru [3;6].
3. SmiSené synapse

Jedna se o kombinaci elektrické a chemické synapse. V ptipad¢ smisené synapse se na jedné
a téze synapsi uskutecni zaroven chemicky i elektricky pfenos vzruchu. Tento druh synapse se

vyskytuje spiSe u nizsich obratlovcu. [3].
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2.6.3 Popis synapse
1. Presynapticky tdtvar (terminal) — nejcastéji knoflikovité rozsifena koncova
Cast axonu, muze to byt i specializovana ¢ast senzorické bunky, uvniti jsou
¢etné synaptické vezikuly (vacky) s neurotransmiterem a na povrchu
membrany se nachazi presynaptické receptory, které fidi uvolnovani

mediatori do synaptické stérbiny.

Existuji dva zakladni druhy synaptickych vackii:

o velké synaptické vacky (jinak granularni — denzni) — obsahuji
pfedev§im neuropeptidové mediatory, jsou syntetizovany V téle
neuronu a nasledné transportovany do synaptickych zakonceni,

e malé synaptické vacky — v nich jsou pfedevsim ,klasické* mediatory
nepeptidové povahy, ty mohou vznikat v téle neuronu, ale také pfimo

v synaptickych zakoncenich.

2. Synapticka Stérbina — prostor mezi presynaptickym a postsynaptickym
utvarem, je Siroka piiblizn¢ 20-50 nm.
3. Postsynapticky utvar (terminal) — obsahuje v plazmatické membrané

predevsim receptory, tyto mista poté reaguji S molekulami pienasece [2;3].

2.7 Déje v synapsich
Hlavnimi mediatory synapse jsou neurotransmitery.
2.7.1 Neurotransmitery
Neurotransmitery jsou nizkomolekularni latky, které zajist'uji ptenos vzruchu z jedné nervové

buriky na druhou. Tyto neurotransmitery lze dale délit podle jejich chemické podstaty nebo

podle zplisobu jakym piisobi na membranu.

Déleni neurotransmitera podle jejich chemické povahy [2;3;6;7]:
e aminokyseliny (pf. glutamat, aspartat, glycin nebo GABA (kyselina

y-aminomaselna)),
e monoaminy (noradrenalin, dopamin, serotonin) a acetylcholin,

e peptidy (vasopresin, somatostatin, neurotensin).
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Déleni neurotransmitera podle zpisobu, jakym puasobi na membranu [3]:
e ionotropni — pfimo méni propustnost membrany a iontovych kanala:
¢ inhibi¢ni (GABA, glycin),
e excitacni (acetylcholin, glutamat),
e metabotropni — navazanim na postsynaptickou membranu moduluji jeji reakci

na rychlé mediatory, samy vzruch nevyvolaji.

2.7.2 Proces uvoliiovani neurotransmiteru
V membrané presynaptického ttvaru se nachazi velké mnozstvi Ca?* kanalkd, vznik akéniho
potencialu a jeho nasledna depolarizace zptisobi otevieni téchto kanalka a vyliti Ca®* iontd
do cytoplazmy. Poté dojde k vyliti vezikul s neurotransmiterem do synaptické S$térbiny,

neurotransmitery se navazi na receptory pritomné na postsynaptickém tutvaru [2;3;6;7].

2.8 Klidovy membranovy potencial

Jedna se o stav bunky, kdy dochazi ke vzniku napéti na semipermeabilni bunééné membrané.
Mluvime 0 rozdilu elektrickych potencialtt mezi vnitikem buiky a jejim okolim. Hodnoty
tohoto napéti se pohybuji vV rozmezi -40 az -90 mV (obecné se ale uvadi hodnota -70 mV).
Uvniti butiky se nachazi pievazné vétsi koncentrace K* ionti, zatimco vné buiiky je vys$si
koncentrace Na* a Cl iontl. Toto nerovnomérné rozloZeni iontl uvnité i vné neuronu je
zajisténo cCinnosti vysoce aktivnich transmembranovych pump, napiiklad sodno-draslikové
pumpy (Na*/K* pumpy). Tato pumpa precerpava Na® ionty ven z neuronu a naopak K* ionty
dovniti do cytoplazmy. Tento stav zpuasobuje pravé ty koncentracni gradienty mezi vnitikem
nervové bunky a jejim okolim. Nejvétsi vliv na klidového membranového potencialu maji
predevsim K* ionty, pro né je totiz za béznych podminek membrana propustna a mohou skrz
ni tedy snadno prochazet. Zatimco pro Na* ionty je propustnost membrany téméf nulova
[3:6;7].

2.9 Mistni potencialy a akéni potencial

Pasobenim mechanického, elektrického nebo chemického podnétu 1ze vyvolat zménu klidové
rovnovahy (tzv. polarizace) na membrané. Vznikaji dva typy potencialt. Prvni je tzv. mistni,
muze to byt naptiklad potencial generatorovy nebo receptorovy. K jeho vzniku dochazi
pii ptsobeni podnétu svelmi malou intenzitou, ten zplsobi snizeni zaporného potencialu
0 10-15 mV, tento potencial se nikam nesiti a zistava prostorové ohranic¢en. Druhym typem

je akeni potencial, ten lze vyvolat pouze pusobenim dostatecné velkého podnétu minimalné
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prahové trovng, nezlstava prostorové ohraniCen, ale z mista svého vzniku se Sifi dal

po membrané neuronu [3;6;7].
2.9.1 Akéni potencial

Vznika zménou klidového potencialu na membrang, tuto zménu zpusobi $itici se napéti, které
nasledn¢ také méni aktivitu napétové fizenych iontovych kanalki. Akéni potencial se fidi
zakonem vSechno nebo nic. Pokud dojde kpusobeni dostatecné silného podnétu

tzv. prahového podnétu, vznika vzruch [3;6;7].
2.9.1.1 Faze ak¢éniho potencialu

Jakmile je vzruch jiz jednou vyvolan a dojde ke vzniku ak¢éniho potencialu, ma vzdy totozny
pribeh, ten znazoriiuje graf pribéhu akéniho potencialu (obr. 3). Muzeme proto popsat

jednotlivé faze akéniho potencialu:
1. Klidovy membranovy potencial (KMP).

2. Prichazi depolariza¢ni impulz, dochazi pii ném ke snizovani zaporné hodnoty

membranového potencialu.

3. Hodnota membranového potencialu dosahuje prahové hodnoty. Dochazi k otevieni

napét'ové Fizenych kanalkti Na* ionty, ty nasledné zac¢inaji vtékat do burky.

4. V disledku naristu koncentrace Na* iontG uvnité buiiky dochazi k depolarizaci
membrany. Stale nam klesa zaporna hodnota membranového potencialu, za¢iname se

dostavat do kladnych hodnot.

5. Vznika akéni potencial. Je dosazeno na nejvyssi moznou hodnotu membranového

potencialu (az 30 mV), dochazi k pienosu vzruchu.

6. Nasledné dochazi k uzavieni Na" kanalki a k otevieni K* kanalkd, K* ionty vytékaji
ven z bunky, dochazi k repolarizaci membrany a membranovy potencial se vraci

ke klidové Grovni.

7. Napétové kanalky pro K ionty zlstavaji oteviené i po dosazeni hodnoty klidového
membranového potencialu, to zpusobi hyperpolarizaci membrany a pokles
membranového potencialu na nizsi hodnotu, nez je hodnota klidového membranového

potencialu.
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8. Napétové fizené kanalky pro K' ionty jsou uzavieny, K* ionty se vraci zpatky

do buiky otevienymi (tzv. ,,leak*) kanalky. Potencial se vraci na hodnotu klidového

membranového potencialu [3;6;7].

+30 mV

-50 mV

-70 mV

DEPOLARIZACE

REPOLARIZACE

]

\ KMP

PRAH

HYPERPOLARIZACE

Obrazek 3 — Graf prabehu akéniho potencialu (prevzato a upraveno z [8])
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2.10 Vazba na receptory
Po probéhnuti akéniho potencialu dojde Kk navazani neurotransmiterd na receptory
na postsynaptické membran¢. Mize dojit bud’ ke zvySeni aktivity postsynaptického neuronu

tzv. excitaci nebo ke snizeni aktivity tzv. inhibici [2;3;6;7].

2.10.1 Excitac¢ni postsynapticky potencial
Aby vznikl excita¢ni postsynapticky potencial (EPSP), tak nejprve dochazi k excitaci.
Ta zplsobi otevieni Na* kanalkid, Na® ionty se pfesouvaji do cytoplazmy buiiky a zplsobi

depolarizaci postsynaptické membrany, poté dochazi ke vzniku EPSP [2;3;6;7].

2.10.2 Inhibi¢ni postsynapticky potencial
Inhibi¢ni postsynapticky potencial (IPSP) je nej¢astéji zpusoben otevienim CI° kanalkd,
vzacnéji i K™ kanalka. CI ionty pronikaji do cytoplazmy buiky, K™ ionty vytékaji ven
z buniky. To zpusobi hyperpolarizaci postsynaptické membrany a IPSP, dojde k oddaleni

od prahu a zastaveni signalu [2;3;6;7].

Jeden EPSP obvykle nestaci, aby bylo dosazeno prahové hodnoty pro vznik akéniho
potencialu a aby mohly byt otevieny kanalky. Excita¢ni potencialy se proto s¢itaji, musi jich
probéhnout hned nékolik, aby vznikl akéni potencial. Pokud naopak probiha IPSP, dochazi
Kk souctu signalti a inhibi¢ni signal snizuje excita¢ni, oddaluje se hodnota prahu a nedochazi

ke vzniku akéniho potencialu [2;3;6;7].

2.11 Odstranéni mediatoru

Existuji dvé nejcastéjsi moznosti odstranéni mediatoru ze synaptické $térbiny, prvnim je
pfimy (enzymaticky) rozklad, kdy je mediator rozlozen pfislusnymi enzymy.
Druhou moznosti je potom zpétné vychytavani, mediator se vraci zpét do presynaptického

zakonceni a je mozné ho znovu vyuzit [2].
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3 NEUROTOXICKE LATKY

Existuje mnozstvi neurotoxickych latek, které se vzajemné lisi predevsim tim, na jaké urovni

Vv téle pusobi [1;9;10].

3.1 Neurotoxické latky primo poSkozujici neurony

Nékteré neurotoxické latky vstupuji do téla s cilem poskodit ¢asti neuronu ¢i neuron piimo
zabit. Poskozeni, byt jen axonu ¢i myelinové tkané, mize mit za nasledek naruseni celé
schopnosti neuronu pfenaset nervovy vzruch. Neurony se béhem lidského zivota nedéli
a ani nedochazi k jejich uplné regeneraci, ¢im je tedy ¢lovék starsi, tim jeho pocet neuront
Klesa. Tento deficit télo vynahrazuje vzristajicim poc¢tem nervovych spojeni, jednotlivé ¢asti
neuronu, naptiklad dendrity, maji schopnost rust a vétvit se, a to nasledné prispiva ke zvyseni
poctu spojeni. Funkce nervového systému neni tedy na mnozstvi zivych neurona kriticky
zavisla [1;9;10].

Mezi latky piimo poskozujici neurony fadime [1;9;10]:

e Kkovy (napt. arsen, lithium, olovo, rtut),

e organicka rozpoustédla (napt. hexan, 2-hexanon, sirouhlik, methanol),

e organokovové slouceniny cinu a rtuti,

e [éciva (chloramfenikol, streptomycin, aminoglykosidova antibiotika, nitrofurantoin),

e pesticidy (napt. pyrethroidy).

Pro spravnou funkci nervové soustavy a pienos nervového vzruchu je také dulezité dostatecné
mnozstvi zivin a Kysliku. Aby pfisun zivin akysliku do celého téla nemohl byt narusen,
chrani se mozek pted toxickymi latkami hematoencefalickou bariérou. Tato bariéra ale tvoti

pouze uréitou ochrannou piepazku a existuji toxické latky, které ji dokazi narusit [1;9;10].

3.2 Neurotoxické latky ovlivitujici pfenos nervovych vzruchi
V tomto piipadé vstupuji do téla neurotoxické latky za ticelem naruseni spravného pienosu
nervového vzruchu. Ten mohou ovlivnit n¢kolika zpsoby, jednim z nich je naptiklad, ze se

dokazi navazat na stejny receptor jako neurotransmiter a pak mohou nastat dva ptipady:

e antagonisté — latka blokuje receptor, ten nemtze byt aktivovan neurotransmiterem
a zabrani tim pfenosu nervového vzruchu,
e agonisté — latka receptor aktivuje a dojde k pienosu vzruchu, stejn¢ jako by to ud¢lal

neurotransmiter, tento stav ale nemusi byt vzdy zadouci.
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Aby mohla latka n¢jakym zplisobem interagovat S receptorem pro prislusny
neurotransmiter, musi S nim mit urcitou strukturni podobnost, ta je zde u jednotlivych

slouc¢enin zvyraznéna modrou elipsou [1;9;10].

Jako priklad je uveden v téle nejrozsifenéjsi neurotransmiter — acetylcholin (strukturni

vzorec znazornén na obr. 4).
Agonisté acetylcholinu — muskarin, nikotin (strukturni vzorce znazornény na obr. 5 a 6).

Antagonista acetylcholinu — tubokurarin (strukturni vzorec znazornén na obr. 7).

[
o~ cH,

Obrazek 4 — Strukturni vzorec acetylcholinu (ptevzato a upraveno z [1])
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HO

Obrazek 5 — Strukturni vzorec muskarinu (pfevzato a upraveno z [1])
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Obrazek 6 — Strukturni vzorec nikotinu (ptevzato a upraveno z [1])
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Obrazek 7 — Strukturni vzorec tubokurarinu (ptevzato a upraveno z [1])
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Podle téchto agonisti rozliSujeme dva druhy cholinergnich receptori: muskarinové

a nikotinové.

Dalsimi zpusoby, kterymi toxické latky naruSuji vznik nervového vzruchu, mize byt
naptiklad ovlivnéni transportu ionti membranami neurond, inhibice rozkladu
neurotransmiterd nebo naopak jejich ptfed¢asny rozpad, ¢i ovlivnéni jejich uvolnovani
z vesikultl v nervovych zakonéenich nebo vychytavani ze synaptické stérbiny. Dale 1ze také

¢innost neuront ovlivnit i zménami koncentraci iontd Na* a K* v krvi [1;9;10].
Mezi latky ovliviiujici pfenos nervového vzruchu iadime [1;9;10]:

e latky inhibujici  uvolfiovani  neurotransmiteru do  synaptické  Stérbiny
(napf. botulotoxin),

e latky inhibujici zpétné vychytavani neurotransmiteru (napt. antidepresiva, kokain),

e latky inhibujici enzym acetylcholinesterazu (karbamaty (napf. fysostigmin)
a organofosfaty, coz jsou nejcastéj$i neurotoxické paralytické bojové latky
(napt. sarin, soman, VX nebo tabun),

e latky narusujici transport iontit membranami (napf. tetrodotoxin, akonitin),

e latky pusobici jako antagonisté neurotransmiterd na postsynaptickych receptorech

(napf. atropin, hyoscin, hyoscyamin, strychnin).

3.3 Neurotoxické latky navykové
Jedna se 0 latky omamné a psychoaktivni, které pii opakovaném puisobeni vyvolavaji navyk
a zavislost. Nekteré navykové latky ptsobi tlumivé a narkoticky a nékteré naopak zpusobuji

pocity radosti a euforie.

Mezi latky navykové patii [1;9;10]:

e ethanol,
e nikotin,
e kofein,

e oOpiaty (napt. morfin, heroin, kodein),
e kanabinoidy (napt. hasis, marihuana),

¢ halucinogeny (napt. LSD).
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4 NEUROTOXICKE LATKY POCHAZEJICI Z ZIVOCICHU
4.1 PAVOUCI JEDY

Pavouci jedy obecné obsahuji velké mnozstvi peptidovych toxint, které se zaméfuji
na ovlivnéni aktivity riznych napét'ové fizenych iontovych kanalkti neuront. Nékteré z nich,
jako naptiklad jingzhaotoxin (JZTx), mohou blokovat napétové fizené sodikové kanaly
uzavienim p6rt kanalu a blokovanim toku iontt, jiné, napiiklad hanatoxin (HaTx), funguji
na principu modifikace hradlovani. Stanoveni struktur, funkce atoxinové specifity téchto
toxina je zasadni pro vyvoj 1é¢iv zamétenych proti nemocem souvisejicim s iontovymi kanaly
[11;12].

4.1.1 Hanatoxin
Hanatoxin (HaTx) je protein pochazejici z jedi pavoukut, pro védecké tucely se ziskava
napiiklad ze sklipkana ruzového (Grammostola spatulata), kterému se prezdiva také
Tarantola rosa cilena, v prekladu tedy Chilska ruzova tarantule. Tento neurotoxin zpusobuje
silnou inhibici K" kanalki naruSenim normalni &innosti napétové zavislého hradlového

mechanismu [11;13].

4.1.2 Omega-grammotoxin SIA
Dalsim neurotoxickym proteinem pochazejicim z jedu sklipkana rizového je w-grammotoxin
SIA. Tento toxin piisobi jako blokator napétové fizenych kandlkdi pro Ca®". Stejné jako
u HaTx toxin inhibuje své piislusné kanaly tim, Ze narusuje ¢innost napétové zavislého

hradlového mechanismu [11;14].

4.1.3 SGTx1
Jedna se o prvni toxin ziskany z jedu pavouka Scodra griseipes. SGTx1 protein je svym

chovanim i strukturou podobny jiz zmifiovanému HaTx [15].

4.1.4 Jingzhaotoxin
Z jedu ¢inského sklipkana Chilobrachys jingzhao byl ziskan toxin nazyvany jingzhaotoxin
(JZTx), stejné jako u ostatnich pavoucich toxint se jedna 0 protein kodovany sekvenci AMK.
Tento toxin funguje na principu, ze inhibuje proud azpomaluje inaktivaci Na* kanali
posunutim hranice napétové aktivace na depolarizovanéjsi potencialy na neuronech, a tim se
zasadné lisi od klasickych toxind, které posouvaji hranici napétové aktivace opacnym

smérem [16].
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4.1.5 Hainantoxin
Hainantoxin (HNTX) je toxin izolovany zjedu ¢inského ptac¢iho pavouka Seleconosmia
hainana. Tyto neurotoxické peptidy pusobi podobnym zptsobem jako JZTX, ato snizenim

rychlosti obnovy inaktivace Na* kanalkt [17].

4.1.6 Analyza a izolace pavoudich toxini
Vétsina téchto neurotoxint byla izolovana z jedti odebranych piimo z pavouki. Nejcastéji se
pro izolaci proteinu pouzivala riznymi zpisoby upravena metoda vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie (HPLC), naptiklad u w-grammotoxinu byl jed z pavouka izolovan pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie sreverzni fazi (RP-HPLC). SGTx1 toxin byl
izolovan s vyuzitim gelové filtrace a jiz zminéné RP-HPLC. Jed pavouka obsahujiciho JZTXx
byl zase nejprve frakcionovan pomoci iontové vyménné HPLC anasledné purifikovana

pomoci stejné metody RP-HPLC jako u ptedchozich toxint [12;14;15].
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4.2 STIRI JEDY

Stifi jsou jednou z nejstarsich skupin suchozemskych zvitat, vyvinuli si sviij jedovy systém
jako primarni zbran pro zachyceni kofisti ataké ochranu pied predatory. Obsahuji Sirokou
skupinu toxint, ktefi plsobi nejcastéji jako modulatoii Na* a blokatofi K* kanalkd. Stejné

jako u pavouk, vétSinu toxint tvori proteiny [18].

4.2.1 Kurtoxin

Toxin izolovany z jedu Parabuthus granulatus, ktery zptsobuje inhibici Na* kanalku [19].

4.2.2 Birtoxin a ikitoxin
Oba tyto toxiny byly izolovany ze §tira transvaalského (Parabuthus transvaalicus), pisobi
na Na* napétové kanalky, ato tim zplsobem, Ze posunuji napé&tové zavislosti aktivace

na zapornéj$i membranové potencialy [19].

4.2.3 Charybdotoxin
Charybdotoxin (CHTX) je toxin, ktery byl izolovan z jedu stira nejjedovatéjsiho (Leiurus
quinquestriatus var. Hebraeus). Je prvnim identifikovanym peptidovym inhibitorem

pro vysokovodivy Ca?* a napétové zavisly K* kanal [20;21].

4.2.4 Kaliotoxin a agitoxin
Oba tyto S§tifi jedy, kaliotoxin (KTx) aagitoxin (AGTXx), jsou specifickymi blokatory
K* kanalu aktivovanym Ca?*, KTx toxin byl izolovéan z jedu stira tlustorepého (Androctonus
australis) [22].

4.2.5 Analyza a izolace $tifich jedu
Purifikace a charakterizovani téchto jedt c¢asto probiha velmi obdobné jako u pavouki,

nejcastéji se vyuziva analyza RP-HPLC ve spojeni s -elektrosprejovou hmotnostni

spektrometrii (ESI-MS) [22].
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4.3 JEDY HADU

Existuje velké mnozstvi hadich toxind, vétSina z nich jsou stejné jako u piedchozich skupin
neurotoxické proteiny. Lisi se zplsoby, jakymi ovliviiuji funkci nervového systému. V této
skupiné jedd se nachazi itoxiny safinitou k muskarinovym ¢i nikotinovym receptorim

nebo jedy zpusobujici inhibici acetylcholinesterazy [23].

4.3.1 Dendrotoxin
Dendrotoxin (DTX) je toxin pochazejici z jedu mamby ¢erné (Dendroaspis polylepis), tento

protein se vaze na K™ nap&tové kanalky a nasledné je blokuje [24;25].

4.3.2 Kobrotoxin
Je to jeden znejsmrtelnéjSich neurotoxint, tento toxin byl izolovany z kobry c¢inské
(Naja naja atra), prezdivané také jako taiwanska kobra. Vaze se na nikotinové

acetylcholinové receptory na postsynaptické membrané a blokuje tak pienos nervového

vzruchu [26].

4.3.3 Fasciculin
Jedna se 0 skupinu toxind izolovanych z jedd mamby cerné (Dendroaspis polylepis) nebo
mamby zelené (Dendroaspis viridis). Tyto peptidy maji velmi silnou inhibi¢ni aktivitu vici

acetylcholinesteraze [27].

4.3.4 Analyza hadich jeda
Toxiny hadich jedu se purifikuji velmi podobné jako pfedchozi toxiny, pti analyze DTX se
Casto vyuziva naptiklad metody vysokoucinné kapalinové chromatografie a kapilarni zonové

elektroforézy. Kobrotoxin Ize analyzovat metodou HPLC a gelovou elektroforézou [24;28].
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4.4 JEDY MORSKYCH ZIVOCICHU
4.4.1 Tetrodotoxin

Tetrodotoxin (TTX) je neurotoxin, ktery se vyskytuje primarné¢ u ¢tverzubci a u dalSich
moiskych Zzivo¢icht. Strukturni vzorec TTX je znazornén na obrazku 8. Tento toxin je
pievazné izolovan zkuze, utrob, vajeCnikd a jater c¢tverzubcovitych, anglicky znamych
pod nazvem ,,Puffer fish®, ¢esky piekladanym jako ryba fugu. Piezdiva se jim takto proto,
7ze Vpiipadé, kdy jim hrozi nebezpeci, se umi nafouknout jako mi¢. Tetrodotoxin je
produkovan riznymi druhy bakterii, zvifata nesouci TTX ho mohou absorbovat a nasledné
dale sifit prostiednictvim potravniho fetézce. Zaroven je ale TTX Siroce pouzivan v mnoha
laboratofich jako dilezité farmakologické ¢inidlo, kvuli své schopnosti selektivné blokovat
sodikové kanaly na nervové membrané. TTX funguje jako velmi silny jed, momentaln¢ ale
pro néj neexistuje zadny protijed, pasobi postupné ochrnuti svalstva, ob&t’ otravy se Casto
udusi pii plném védomi. Zakladem 1é¢by je tedy peclivé pozorovani a sériové neurologické
vysetfeni za Ucelem sledovani progrese klinickych ucinki, aby bylo mozné adekvatné 1é€it

respira¢ni selhani nebo nebezpecné ucinky na srdce.

Poprvé byl TTX izolovan z toxické ryby fugu v roce 1950 ve formé krystalického hranolu.
Jeho struktura byla poté objasnéna 0 nékolik let pozdéji nékolika skupinami védcu [29;30].

OH

HO OH

HO OH

HO

HN

Obrazek 8 — Strukturni vzorec tetrodotoxinu (ptevzato a upraveno z [31])
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Smrtelna davka je 5000 az 6 000 MU/mg [1 MU (mysi jednotka), je definovana jako
mnozstvi toxinu potfebné Kusmrceni 20g mySiho samce béhem 30 minut
po intraperitonealnim podani] a minimalni letalni davka (MLD) u lidi se odhaduje ptiblizné
na 10 000 MU (coz odpovida cca 2 mg TTX). Mimo samotny TTX se v rybé fugu ¢i jinych

organismech nesoucich TTX c¢asto nachazi i nékteré jeho derivaty [30].

Uz pied mnoha lety se véd¢lo, ze TTX se vyskytuje vyhradné v rybé fugu, ale nevédélo se,
zdali je TTX v rybach endogenni (tzn. produkovany samotnou rybou) nebo exogenni (pfijaty
zvenci a akumulovany). Nasledné bylo provedeno nékolik vyzkumii a bylo zjisténo, Ze ryby
fugu se stavaji netoxické, pokud jsou uméle chovany a krmeny netoxickou stravou. Tyto
netoxické ryby se tedy stavaji toxickymi, kdyZ jsou krmeny stravou obsahujici prave TTX.
Takto bylo objasnéno, ze hlavnim mechanismem akumulace v rybé fugu je pravé potravni
fetézec, ten se sklada z neékolika krokd, ale primarnim zdrojem TTX v ném jsou moiské
bakterie [30].

4.4.1.1 Distribuce a akumulace TTX v Pufferfish
V soucasné dob¢ je uvedeno piiblizn¢ 22 druht jako ryb nesoucich TTX, vSechny tyto ryby
patii do celedi ¢tverzubcoviti (Tetraodontidae), ale jejich distribuce TTX v téle je velmi
specificka. U moiskych druhli maji obecné nejvyssi toxicitu jatra a vajeéniky, nasledné také
stteva a kiize. Svaly avarlata jsou netoxické nebo jen velmi slabé toxické, jsou pak

povazovany za jedlé, ato i umnoha toxickych druhd. U druhd, které nejradéji obyvaji

vvvvvv

4.4.1.2 Analytické metody detekce otravy tetrodotoxinem
Pro zjisténi otravy clovéka anasledné stanoveni mnozstvi TTX jsou vyuzivany ruzné
moznosti odbéru vzorku. Je mozné odebirat vzorek ptimo z kontaminované ryby, ktera byla
otravenym ¢lovékem pozita, nebo provést odbér biologického materialu pfimo z otraveného

pacienta, nasledn¢ je nutné pro kazdy vzorek vybrat vhodny druh analyzy [32;33;34].
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Analyza otravenych ryb svyuzitim Kkapalinové chromatografie standemovou

hmotnostni detekci

Byly odebrany vzorky ryb goby, které byly piedtim konzumovany naSimi pacienty.
Ti se touto rybou otravili a nasledné u nich byla detekovana hladina TTX pomoci metody
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS).

Odebrané vzorky pochazely ze svalti a vnitinosti ryb goby, pro naslednou analyzu byl
odebran pouze 19 zkazdého druhu Kontaminované ryby. Tento vzorek byl nasledné
homogenizovan, smichan s 1% roztokem Kkyseliny octové v methanolu, vytfepan a smichan
s dal$im mnozstvim 1% kyseliny octové. Po nasledné extrakci ultrazvukem byl extrahovany

roztok smichan s acetonitrilem a centrifugovan. Odebrany supernatant byl pouzit pro analyzu.

Vysledkem analyzy byla potvrzena piitomnost TTX a pomoci LC-MS/MS bylo zjisténo,
ze V rybach zustalo jest¢ 2090,12 pg/kg TTX.

Ackoliv v krvi pacienti se jiz nenachdzelo zadné mnozstvi TTX, na zakladné symptomu
(zavraté, nevolnosti, zvraceni, znecitlivéni jazyka a slabosti koncetin) a také analyze vzorku
pozitych ryb goby, Ize potvrdit, Ze se jednalo o otravu TTX. Pacienti nezkonzumovali

dostatecné velké mnozstvi otravenych ryb, aby pro n¢ otrava TTX byla ohrozujici na Zivoté
[32].
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Analyza vzorku lidského séra a krve s vyuzitim kapalinové chromatografie

Byla vyvinuta také citliva analyticka metoda pro stanoveni TTX v lidské posmrtné krvi.
Vyuzivalo se zde hydrofilni interak¢ni kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni

spektroskopii [33].

Ve vzorcich byly nejprve vysrazeny proteiny methanolem, nasledné vycistény S vyuzitim
katexu metodou extrakce tuhou fazi (SPE) anasledovala separace na kolon¢ s vazanym
fosforylcholinem pro separaci kapalinovou chromatografii hydrofilnich interakci (PC-HILIC)
s vyuzitim izokratické eluce (1% kyselina octova a acetonitril). Pro identifikaci TTX byla

pouzita hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci [33].

Byly odebrany vzorky dvou pacientl a jedné obéti, ktefi konzumovali rybi polévku a nasledné
byli v nemocnici piijati aléceni s ptiznaky podobnymi otravé TTX. Tyto vzorky byly
zpracovany vySe popsanou metodou a byla v nich detekovana ptitomnost TTX v nasledujicim

mnozstvi — viz tabulka ¢. 1. Pacient ¢. 1 zemfel jesté pied piijezdem do nemocnice [33].

Tabulka 1 — Vysledky analyzy vzorki Krve a séra tfi pacienta [33]:

) Zjisténa hladina (ng/ml)
Pacient Pohlavi/vék

Srde¢ni krev | Periferni krev | Sérum
1 muz/47 27,2 30,0 29,7
2 muz/48 - 12,1 12,8
3 muz/46 - 3,1 3,9

Analyza vzorkid TTX v lidské plazmé metodou plynové chromatografie

V tomto méteni byla vyuzita metoda plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
S monitorovanim vybranych ionti (GC/MS-SIM). Vzorky plazmy musely byt nejprve
ptipraveny K analyze pomoci extrakce tuhou fazi. Nadobky pro filtraci byly nejprve naplnény
methanolem a destilovanou vodou, k plazmé byla piidana smés kyseliny octové a methanolu
vpoméru (3:97). Smés byla nejprve 15 minut zahfivana ve vodni lazni a nasledné
centrifugovana po dobu 15 minut. Smés byla nasledné promyta na koloné aeluat byl
zachycen do zkumavky. Nasledn¢ byl tento roztok odpafen za snizeného tlaku, opét rozpustén
v kyselin¢ octové smisené S chloroformem pro odstranéni lipidd apoté opét 15 minut

centrifugovan. Tento proces se znovu opakoval pro ziskani veskerého TTX do eluatu.
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Pro GC analyzu bylo nutné provést konverzi TTX na C9-bazi-TMS (Trimethylsilyl derivat
2-Amino-6-hydroxymethyl-8-hydroxychinazolinu). Tato reakce probéhla podle schématu

uvedeného na obrazku 9 [34].

OH
HO OH NT N ’ COOH
3M KOH )|\ +
—_— =
HO OH  100°C  HN N COOH
HN ’7/\N HO 30 minut | ml
HN H 2-amino-6hydroxymethyl-8-
Tetrodotoxin(TTX) hydroxyquinazolin (C9-baze)

BSTFA, | 100 °C
TMCS 5 minut

CH,0Si(CHa)s
N O

)I\ Z
(H:C)SIHN N

OSi(CH,)s
C9-baze-TMS

Obrazek 9 — Schéma konverze TTX na C9-bazi-TMS (pievzato a upraveno z [34])

Ziskany plazmaticky extrakt byl nasledné rozpustén v KOH a zahiivan, po ochlazeni muselo
byt jesté upraveno pH pomoci HCI na hodnotu 9. Roztok byl nasledné aplikovan na zasobnik
a promyt methanolem a destilovanou vodou. Poté co byla C9-baze eluovana smési kyselina
octova-methanol, byla odpafena za snizeného tlaku. Vysuseny zbytek byl rozpustén ve smési
kyselina octova-methanol asmichan Smalym mnozstvim n-oktakosanu rozpusténém
v pyridinu. Smés byla opét odpafena do sucha, rozpusténa v TMCS v BSTFA a zahtata.
Po ochlazeni smés mohla byt analyzovana na GC/MS-SIM. Tato metoda je doporucena
pro vyuziti v klinické a forenzni toxikologii kvuli své vysoké citlivosti a spolehlivosti.
Obecné¢ je ale méné vhodna pro vyuziti z divodu slozitého extrakéniho postupu a casové

naro¢nosti ptipravy vzorku [33;34].
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Analyza vzorka TTX v modi otravenych pacienti pomoci imunoafinitni chromatografie

V imunoafinitni chromatografii se vyuziva monoklonalni protilatka (TI-1), ktera je specificka
pro TTX abyla specialn¢ vyvinuta pro izolaci TTX z moci. Kombinaci této vyvinuté
imunoafinitni chromatografie s naslednou Vvysokoucinnou kapalinovou chromatografii
s fluorescencni detekcei, je mozné stanovit TTX ve vzorcich moc¢i. Pomoci téchto metod byl
ve vSech vzorcich moci, které byly odebrany otravenym pacientim b&hem tydne po pozZiti
otravenych ryb, detekovan TTX, mez detekce TTX vmoci byla 2 ng/ml. Tento zpasob
analyzy TTX je vSak velmi drahy vzhledem k cené¢ monoklonalni protilatky proti TTX
[33;35].

39



4.4.2 Saxitoxin

Saxitoxin (STX) je neurotoxin, ktery se vyskytuje primarné umékkysa, a je spojen
s paralytickou otravou po konzumaci mekkysa. Strukturni vzorec STX je znazornén
na obrazku 10. Existuje asi 57 jeho analogi aspolecné patii do skupiny paralytickych
korySovitych toxin (PST). Puvodci téchto toxini jsou nejcastéji moiské obrnénky
a sladkovodni sinice, ty tvofi rozsahlé kvéty po celém svété a zpusobuji paralytické otravy
mékkyst (PSP). Toto onemocnéni je zpuisobeno navazanim PST na napétové ftizené

Na* kanalky. V souéasné dobé neexistuje zadny protijed zabranujici této otravé [36;37].

Saxitoxin je jednim z nejaéinngjSich znamych piirodnich toxint, smrtelna davka pro ¢lovéka
je cca 1 mg tohoto toxinu zkonzumovaného z jedné porce kontaminovanych mékkysa. STX
byl poprvé v Cisté forme izolovan z aljasské skeble maslové (Saxidomus gigangteus) v roce
1957, je zaroven také prvnim identifikovanym PST. Vzhledem Kk jeho vysoce polarni
charakteristice ho ale bylo velmi obtizné krystalizovat, proto byla jeho samotna struktura
objasnéna az v roce 1975 [36;37].
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Obrazek 10 — Strukturni vzorec saxitoxinu (pfevzato a upraveno z [38])
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4.4.2.1 Analogy STX
Vsechny analogy STX patii pod PST a sdileji tetrahydropurinovy kruh, ktery muze byt
substituovan v raznych polohach. Strukturni vzorec riznych moznosti analogi STX je

Znazornén na obrazku 11.

Obrazek 11 — Obecny strukturni vzorec analogu saxitoxinu (pfevzato a upraveno z [39])

Analogy STX jsou klasifikovany podle postranniho fetéze R4, ktery tvofi hlavni toxinové
skupiny. Mezi ty nejvice toxické patii karbamoyl, dekarbamoyl a N-sulfokarbamoyl. Existuji
jeste dalsi substituenty PST, ale toxicita byla stanovena pouze u ¢asti z nich [37,38,39].

e Karbamoyl (strukturni vzorec znazornén na obr. 12),

do této skupiny patii saxitoxin (STX), neosaxitoxin (NeoSTX) a gonyautoxiny (GTX1-4).
e N-sulfokarbamoyl (strukturni vzorec znazornén na obr. 13),

do této skupiny zafazujeme zbylé gonyautoxiny (GTX 5-6) a také C1-4 analogy.
e Dekarbamoyl (strukturni vzorec znazornén na obr. 14),

do této skupiny spadaji dekarbomoylsaxitoxin (dc-STX), dekarbomoylneosaxitoxin
(dc-NeoSTX) a dekarbomoylgonyautoxin (dc-GTX1-4).
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Obrazek 12 — Strukturni vzorec karbamoylu (pievzato a upraveno z [39])
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Obrazek 13 — Strukturni vzorec N-sulfokarbamoylu (pievzato a upraveno z [39])
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Obrazek 14 — Strukturni vzorec dekarbamoylu (ptevzato a upraveno z [39])

42



Strukturni vzorce vSech nejcastéjsich analogti STX a GTX najdeme na obrazku 15.

GTX1/4-Gluc

R; R3

GTX1/4

A

NH*

NeoSTX deSTX

Obrazek 15 — Strukturni vzorce analogt saxitoxinu a gonyautoxinu

(ptevzato a upraveno z [36])

kyselina 11-saxitoxinethanova (SEA), karbamoyl-N-methylsaxitoxin (STX-uk),
gonyautoxin(1-4)-glukuronid (GTX(1-4)-Gluc)
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4.4.2.2 Metody detekce otravy saxitoxinem

Pro analyzu STX ajeho analogi se nejcastéji vyuziva metody biotestu na mysi (MBA)
Alternativni moznosti je detekce STX svyuzitim metody vysokou¢inné kapalinové

chromatografie s fluorescen¢ni detekci (HPLC-FLD) nebo imunoanalyz [40;41;42;43].
Detekce biotestem na mysi (mouse bioassay)

Nejprve se homogenizovana tkan mekkysu povaii v 0,1 M HCI, poté se upravi pH na hodnotu
3 avzorky se odstfedi nebo prefiltruji pies papirovy filtr. Tento kysely extrakt se naockuje
do pobii$nice mysi, u které se nasledné snazime zjistit davku, ktera u mysi vyvola smrt jiz

po 1 hoding od podani této injekce z extraktu mekkysa [40;41].
HPLC analyza vzorki mékkysi

Vzorky meékkysa byly nejprve homogenizovany anasledné extrahovany 1% kyselinou
octovou. Tyto extrakty byly poté vycistény na SPE kolonce. Piecisténé extrakty byly
derivatizovany periodatovymi a peroxidovymi oxidanty atakto ptipravené vzorky byly

analyzovany pomoci HPLC-FLD [40].
Imunoanalyza STX

Pro analyzu STX a dc-STX ve vzorcich mékkysu se da také vyuzit relativné jednoduchého
a citlivého imunotestu (1A) na zakladé vyuziti kapilarni elektroforézy s elektrochemickou
detek¢ni metodou (CEIA-EC). Tato metoda je zaloZena na kompetitivnich reakcich mezi
antigenem zna¢enym kienovou peroxidazou (HRP) (Ag*) avolnym antigenem (AgQ)
s omezenym mnozstvim protilatky. Po inkubaci vznika navazany komplex znaceny enzymem
(Ag*—Ab) a nenavazany Ag*. Tyto dvé slozky se nasledn¢ oddéli pomoci CE a komplex se
analyzuje metodou CEIA s EC detekci [42].

ELISA

STX bylo méteno v pIné a syntetické krvi. Pro ucely méteni musely byt nejprve ptipraveny
kalibrace. Do kazdé jamky desticky ELISA byly vlozeny roztoky enzymového konjugatu,
polyklonalni krali¢i protilatky. Nasledné¢ se desticka Vv ur¢itych intervalech pravidelné
protiepavala, poté byl obsah desticky odstranén, jamky byly promyty pufrem a do jamek bylo
napipetovano definované mnozstvi substratu. Thned poté byla provedena spektrofotometrie,
kde byla zméfena absorbance pii vinové délce 450 nm. Timto byly ziskany hodnoty
koncentraci STX a jeho analoga NEO, GTX a dc-GTX [43].
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4.5 JEDY OBOJZIVELNIKU

4.5.1 Batrachotoxin
Jedovaté Zzaby z ¢eledi pralesnickovitych (Dendrobatidae), piezdivané také jako Sipové zaby,
ze své kuze vylucuji alkaloidni toxiny. Jednim ztéchto toxind je batrachotoxin (BTX).
Strukturni vzorec BTX je znazornén na obrazku 16. Sipové Zaby se jim prezdiva proto,
ze tento jed byl pouzivan domorodci Vv destnych pralesech na $ipy do foukacek urcenych
k lovu zvifat. BTX je silnym modulatorem napét'ové fizenych Na* kanalkd, tim je poté
ovlivnéna funkce nervu a svalu, fibrilace, arytmie a nasledné srde¢ni selhani. Kromé téchto
piiznakd také zpusobuje po doteku s lidskou tkani necitlivost zastavenim funkce
nociceptivnich neuront. V nociceptorech vznika a dale se ptenasi signal o bolesti. Stejné jako
vétsina zvifecich toxinti i BTX drasticky modifikuje hradlovani Na* kanalkt, funguje jako
agonista a posouva prah aktivace Kk vice hyperpolarizovanému napéti. Mimo to také inhibuje
vSechny procesy zpusobujici inaktivaci kanalu a také snizuje selektivitu pro ionty, takze jsou
kanalky poté vice propustné pro NH*, K* and Cs*. Tato latka je mnohem toxi¢t&jsi nez TTX,

sta¢i 5x mensi mnozstvi BTX pro usmrceni stejné obéti [44;45;46].

H

Obrazek 16 — Strukturni vzorec batrachotoxinu (ptevzato a upraveno z [47])
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4.5.2 Epibatidin
Alkaloid nachazejici se v kuizi ekvadorské jedovaté zaby pralesnicky trojbarvé (Epipedobates
tricolor). Strukturni vzorec epibatidinu je znazornén na obrazku 17. Funguje jako agonista
a vaze se na nikotinovy acetylcholinovy receptor, zaroven vykazuje velmi silné analgetické
ucinky. Ve velkych davkach zpisobuje hypertenzi, respiracni paralyzu a nasledné zachvaty
vedouci ke smrti [46].

Cl
R

/N

Obrazek 17 — Strukturni vzorec epibatidinu (ptevzato a upraveno z [48])

4.5.3 Analyza jedu obojzivelniku
Vzorky plazmy obsahujici BTX a epibatidin byly soucasné analyzovany metodou
ultrauc¢inné kapalinové chromatografie shmotnostni spektrometrii (UPLC-MS/MS).
Aby bylo mozné vzorky plazmy analyzovat, musely byt nejprve upraveny extrakci
kapalina-kapalina acetonitrilem a methanolem. Toxiny byly touto metodou separovany
na kolon¢ sreverzni fazi, svyuzitim gradientové eluce kyselina mravenci/acetonitril.
Kvantifikace vzorkll byla nasledné provedena pomoci hmotnostni chromatografie, kde byly
analyzovany vnitini standardy (IS) a oba vzorky. Vysledkem pak byla hmotnostni spektra

batrachotoxinu, epibatidinu a IS, ze kterych byla poté urena koncentrace toxind Vv plazmé
[46].
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4.6 PTACI JEDY
Nékteré druhy ptak obsahuji mezi kGzi a pefim jako ochranu také urcité druhy toxina

[49;50;51].

4.6.1 Homobatrachotoxin
Prikladem téchto toxint je naptiklad homobatrachotoxin, jedna se o steroidni alkaloid
nachazejici se unékterych druht pévct rodu Pitohui aptaka kosovec Soupalci (Ifrita
kowaldi). Jedna se 0 endemicky druh ptaka nachazejici se v oblasti Nové Guinei. S nejvétsi
pravdépodobnosti si ptaci tyto toxiny izoluji z potravinovych zdroji, nejspiSe konzumaci
broukd rodu Choresine, kteti obsahuji velké mnozstvi toxind. To, ze ptaci tyto brouky
opravdu konzumuji, bylo také dokazano naslednou analyzou obsahu zaludku ptakt. Strukturni

vzorec homobatrachotoxinu je zndzornén na obrazku 18 [49;50;51].

Obrazek 18 — Strukturni vzorec homobatrachotoxinu (pfevzato a upraveno z [52])

47



4.6.2 Analyza ptaciho jedu
Pomoci metody HPLC s hmotnostni spektrometrii byl alkaloid homobatrachotoxin stanoven
Vv pefi U n¢kolika druht ptaka Pitohui, ale taka u ptaka kosovec Soupal¢i (Ifrita kowaldi).
Mimo homobatrachotoxinu byly v pefi stanovené dalsi toxiny spadajici do skupiny

batrachotoxina.

Pro analyzu ptacich toxint je nutné nejprve izolovat toxiny z tkani a pefi ptakt. Po odebrani
vzorkt tkani se z téchto vzorka pfipravuji surové ethanolové nebo methanolové extrakty.
Ty jsou nasledné¢ zkoncentrovany pod proudem dusiku a nadavkovany na kolonu
kapalinového chromatografu s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie. Vysledky potvrzuji
ptitomnost batrachotoxinu a homobatrachotoxinu nachazejicich se pievazné v pefi

zkoumanych ptaku [50].
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo zaméfit se na neurotoxické latky purifikované z jeda rtznych zvifat.
Nejprve byla popsana struktura a funkce nervové soustavy, dale také vznik a pienos vzruchu
na synapsi, protoze tyto pochody Vv lidském téle neurotoxické latky narusuji. Nasledné byly
tyto latky rozdéleny do nékolika skupin podle zpusobu, jakym narusuji nervovy systém.
Na zavér bylo popsano pusobeni konkrétnich neurotoxickych latek na lidsky organismus

a jejich stanoveni pomoci riznych analytickych metod.

V bakalaiské praci jsou popsané zvifeci neurotoxiny, které pievazné naruSuji pienos
nervového vzruchu mezi neurony. Nejcastéji ovliviuji aktivitu iontovych kanalkt, naptiklad
tim, Ze se uzaviou jejich pory a blokuji pak tok iontti nebo Casto také modifikaci hradlovani.

Nekteré toxiny jsou afinitni K receptorim ¢i ovliviiuji metabolismy neurotransmiterd.

Vétsina neurotoxickych latek purifikovanych ze zvifecich jedi (s vyjimkou TTX, STX
a BTX) jsou peptidové povahy, pro jejich analyzu jsou nejcastéji vyuzivany metody HPLC
nebo RP-HPLC v kombinaci sdalsimi stanovovacimi metodami. Pro ostatni toxiny
nebilkovinné povahy jsou vyuzivany krom¢ HPLC metod, také UPLC, GC nebo rtizné dalsi

imunoanalytické metody v kombinaci s dal§imi analytickymi metodami a detektory.
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