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VYLUCOVANI 3-METOXY-4-HYDROXYMANDLOVE KYSELINY MOCI PRI DLOUHODOBEM
POBYTU V PROSTREDCICH PROTICHEMICKE OCHRANY JEDNOTLIVCE

Podplukovnik inZ. Josef JAS, podplukovnik MUDr. Vladimir HAVLIGEK
Katedra vojenské hygieny VLVDU JEP v Hradci Krdlové (n4&elnik plukovnik doc. MUDr, Oldfich Vincent, CSc.)

Charakteristickou odpovédi sympatoadrenél-
niho systému na zatéZ je vyplaveni adrenalinu
a noradrenalinu do cévniho FreciSté. Jednim
z hlavnich metabolickych produktdl téchto ka-
techolovych aminti je 3-metoxy-4-hydroxyman-
dlovd kyselina (MHMK), zndmé téZ pod na-
zvem vanilmandlovai kyselina, kterd je vyluco-
vdna moc¢i v mnohondsobné vétSim mnoZstvi
neZ samotné aminy (Kirschner, Goodall a Ro-
sen 1958, Sandler a Ruthven 1961). ProtoZe do-
savadni metody stanoveni adrenalinu a nor-
adrenalinu jsou obtiZné a vyZaduji prili§ na-
kladné zafizeni, bylo ndmi pro sledovani
aktivace sympatoadrendlniho systému p¥i dlou-
hodobém pobytu v prostifedcich protichemické
ochrany (PPCHO) jednotlivce pouZito stanoveni
MHMK v moci.

Pokusné podminky a metodika

Pokusné osoby. K pokusu bylo vybrano
10 zdravych vojaka zakladni sluZby, ktefi byli
metodou ndhodného vybéru rozdéleni do dvou

skupin po 5 osobdch. Osoby obou skupin pro-

Sly pred pokusem vstupni 1ékafskou prohlid-
kou doplnénou o kombinovanou funkéni zkous-
ku (Letunov a Motyljanskd, 1953) a Flackovu
zkouSku dychani proti odporu rtutového sloup-
ce (cit. Kral a spol., 1956). Cilem tohoto vy-
Setfeni bylo ziskat pfehled o fyzické zdatnosti
vybrané skupiny vojdkl. VySetfeni ukézalo
primérné hodnoty sledovanych funkci.

Vlastni pokus spocival ve ¢&tyfdennim tak-
tickoporadovém vycviku, v jehoZ pribéhu byl
uskute¢nén mimo jiné péSi presun, ndcvik
ato¢ného boje se zakopdvadnim a dal$imi dru-
hy bojové c¢innosti, které jsou ve svém pri-
méru typické pro vojenské zameéstnani. Z hle-
diska energetického je moZno charakterizovat
préci, kterou pokusné osoby v této dobé& vyko-
navaly, jako t&Zkou (Voplatek, 1961). Doba
spanku byla v obdobi pokusu pouze 4 hodiny
denné.

V 19 hodin tfetiho dne pokusu nasadili vo-
jaci pokusné skupiny PPCHO, v nichZ setrvali
do 18 hodin né&sledujiciho dne. Jako PPCHO
pouZivaly pokusné osoby ochrannou masku
BSS s filtrem OF-11 a protichemické rukavice
a prezlivky z pogumovaného textilu. Cistd doba

pobytu v PPCHO (po odefteni doby strdvené
bez masek v dobé& vySetfovdni a stravovéani)
Cinila témé&r 22 hodin. Vojaci kontrolni skupiny
cvic¢ili s PPCHO v pochodové poloze. Pro stan-
dardizaci zevnich podminek byl zajistdn tyZ
charakter zaméstndni pro vSechny cvidici a
vSem byla vyddvadna jednotna strava.

Biochemické vySetieni. Moc¢ byla sbirdna do
polyetylénovych lahvi v 12hodinovych interva-
lech mezi 6,00—18,00 hod. a 18,00—6,00 hod.
Se sbérem moci bylo zapodato u obou skupin
v prvni den pokusu, to jest 36 hodin pied nasa-
zenim PPCHO, aby bylo moZno posoudit kolisani
vylu€ovaného mnoZstvi MHMK v priibéhu dne.
Vysledky z tohoto -pocCatecniho obdobi u po-
kusné skupiny nejsou v praci hodnoceny.

Vysledky jsme hodnotili statisticky na 5pro-
centni hladin& vyznamnosti. Srovndvali jsme
hodnoty MHMK v porcich moc¢i pokusné a
kontrolni skupiny ze stejného obdobi, v denni
a nocni moci vZdy u jedné skupiny a prirdstky
v denni porci mo¢i u obou skupin navzijem.
K hodnoceni jsme pouZili t-testu (Roth a spol.,
1962).

MHMK v moci jsme stanovovali metodou niz-
kovoltové papirové elektroforézy podle Kleina
a Chernaika (1961) s vlastni modifikaci. Méfeni
extinkce barevného roztoku jsme provadéli na
spektrofotometru PREMA 58. Provérka meto-
diky ukazuje jeji dostatecnou pfesnost; hodnota
varia¢niho koeficientu byla 3,7 % (tabulka 1).

Cislo MHMK
vzorku vmg %
1 0,685
2 0,734
3 0,718
4 0,742
5 0,726
6 0,766
s 0,027
VK 3,7

Tab. 1. Provérka presnosti metodiky
s = smérodatnd odchylka, VK = variaéni koeficient v %
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Roztoky: -
1. éter p. a. (prosty peroxidi)
2. absolutni etylalkohol

3. elektroforeticky roztok pH 3,6 (pyridin — kyselina
octovd ledovd — voda v poméru 1 : 10 : 189)

4. roztok p-nitranilinu (0,5 g p-nitranilinu se rozpusti
ve 490 ml destilované vody, pfidda se 10 ml koncentro-
vané HCI)

5. 0,2% roztok dusitanu sodného

6. 10% roztok uhli¢itanu draselného (bylo pouZito bez-
vodého uhli¢itanu draselného)

7. diazotaéni ¢inidlo (10 ml roztoku €. 4 + 10 ml roz-
toku & 5. + 20 ml roztoku &. 6; &inidlo se pfFipravuje
tésné pred pouZitim a b&hem prédce se uchovava v ledové
14zni)

8. 10N roztok kyseliny solné
9. bezvody metanol

10. 2% roztok uhli¢itanu sodného (pouZivd se bezvody
uhli¢itan sodny)

11. Alkalicky metanol (20 ml roztoku €& 10 4 50 ml
bezvodého metanolu; roztok se pripravuje pfed pouZitim)

12. standardni roztok MHMK (0,5 mg% roztok MHMK
v 0,IN kyseliné& solné)

13. nasyceny vodni roztok chloridu sodného.

Postup: 10 ml moci se okyseli 10N kyselinou
solnou pribliZzné na pH 1 a 0,5 ml okyselené
moci se odpipetuje do zkumavky se zdbrusem.
K moci se prida 1 ml nasyceného roztoku chlo-
ridu sodného a 4 ml éteru p. a. Smés se diklad-
né protfepe. Po rozdé&leni kapalin se horni éte-
rova vrstva odsaje do SirSi zkumavky se zéa-
brusem. V pripadé, Ze se nad spodni vrstvou
vytvoii suspenze, vzorek se odstfedi. Extrakce
se opakuje jeSté jednou a horni éterova vrstva
se odsaje k prvnimu podilu extrahovadla. Shro-
méazdény éterovy extrakt se odpaii do sucha
pri 30°—40° C za vakua. Po odpareni extraho-
vadla se stény zkumavky oplachnou 1 ml éteru
a éter se opét odpari. Odparek se rozpusti
v 0,3 ml absolutniho etanolu. Etanolovy roztok
se nanéaSi jemnou kapildrou v malych ddvkach
na prouZek chromatografického papiru (pouZi-
vali jsme chromatografického papiru What-
man 1 s prouZky o rozmérech 31 X' 4 cm]). Eta-
nol se odpafuje b&hem nanéSeni elektrickym
osuSovacem. Elektroforetické déleni se provadi
po dobu 17 aZ 18 hodin pf¥i priichodu proudu
1 mA kaZdym prouZkem a pfi napéti 200 V. Po
ukonceni elektroforézy se prouzky susi v suS4r-
né pri 80° C po dobu 1 hodiny. VysuSené prouz-

MHMK

ky se posttikaji Cerstvé pFipravenym diazotad-
nim ¢inidlem po obou strandch. Purpurové
zbarvené skvrny néleZejici MHMK se vystiihaji
jeSté za vlhka, ust¥iZky se rozst¥ihaji na malé
kousky a vhodi do k&dinky obsahujici 4 ml
alkalického metanolu, ve kterém se za obc&as-
ného protrepani vyluhuji po dobu jedné hodi-
ny. Barevny roztok se zfiltruje a méri na spek-
trofotometru pri 520 nm.

Kalibraéni kfivka: Do zkumavky se zibrusem se odpi-
petuje 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 ml standardniho roztoku,
to je 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 a 2,5 ug, doplni se destilovanou
vodou na 0,5 ml a dale se pokraduje jako pi#i zpracovani
vzorku.

Vysledky

Rozdily mezi mnoZstvim MHMK v denni” a
noéni porei moéi. U kontrolni skupiny jsou
patrny vyrazné rozdily mezi dennim a noc¢nim
vyluCovanim MHMK (tabulka 2). Hladiny
MHMK v mo¢i z denniho obdobi jsou vyssi.
Nejvétsi rozdil (3,56 mg) je patrny na zadatku
pokusu. V dalSim pribé&hu dochéazi k jeho po-
stupnému zmensSovani, takZe nejmenS$i rozdil
(0,96 mg) byl zaznamenédn v konecné fazi po-
kusu. Toto sbliZovdni hodnot denni a nocni
exkrece MHMK nejlépe vynikd na grafu 1.
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Graf 1. Exkrece MHMK modi v dennim a noénim obdobi
u kontrolni skupiny

Exkrece MHMK mot¢i p¥i pobytu v PPCHO.
Hodnoty MHMK vylou€ené moci jsou uvedeny
v tabulce 2 a na grafu 2. Koncentrace MHMK
v moc¢i vojédkid cviéicich v PPCHO byla v noc-
nim obdobi niZ8i a v dennim vy38i neZ u kon-

trolni skupiny ve stejném obdobi. U obou sku-

Pofadi 1. den 2. den 3. den 4. den
osoby 6—18 | 18—6 | 6—18 18—6 6—18 18—6
yedkuping K K K K P K P K P

1 5,52 0,67 4,16 2,34 1,46 3,48 6,15 6,44 5,24
2 4,63 1,22 6,17 1,58 1,33 3,61 5,15 2,74 2,34
3 3,36 0,68 1,84 3,27 2,99 4,31 3,67 1,93 0,33
4 6,28 1,60 4,30 1,96 0,52 3,66 6,81 2,44 3,16
5 4,08 1,89 3,86 0,62 1,48 3,67 2,91 0,35 1,22
- 4,77 1,21 4,07 1,95 1,55 3,74 4,94 2,78 2,46
" 1,15 0,54 1,54 0,97 0,89 0,32 1,64 2,24 1,89

Tab. 2. MnoZstvi MHMK v mo&i u prislusntkid

kontrolnt a pokusné skupiny (v mg/12 hod.)

K = kontrolni skupina, P = pokusnd skupina, x = primérnd hodnota u skupiny, s = smérodatnd odchylka
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pin bylo mnoZstvi MHMK v denni porci moci
vyznamné vyS3i neZ v porci noc¢ni. PFirtistek
MHMK v denni moc€i u skupiny cvi¢ici v PPCHO
¢inil 3,39 mg/12 hod. a u kontrolni skupiny
1,79 mg/12 hod.; odchylka pfiristkd je sta-
tisticky vyznamna.

Po sejmuti PPCHO vyludovaly ob& skupiny
pribliZné stejné mnoZstvi MHMK; toto mnoZ-
stvi bylo u obou skupin nevyznamné vys$si ve
srovndni s mnoZstvim MHMK v no¢ni moci
z obdobi pobytu v PPCHO.
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Graf 2. Exkrece MHMK moéi u kontrolni a pokusné
Skupiny béhem C&innosti v PPCHO a po jejich sejmuti

Diskuse

Stanoveni MHMK m4 fadu vyhod. MnoZstvi
MHMK vyluCované moci je znacné vyS$$i neZ
mnoZstvi vyloucCenych katecholaminii (Kirsch-
ner, Goodall a Rosen, 1958). MHMK v mo¢i je
stdla, katecholaminy naopak labilni (Studnitz,
1960); tato stadlost umoZiiuje pouZzit zdlouha-
v&jSich postupt pfi jejim oddéleni od ostatnich
fenolovych kyselin a zvySit tak piresnost me-
todiky. MnoZstvi MHMK v moc¢i se stanovujz
riznymi metodami. Armstrong, Shaw a Wal-
lovd (1956), Borschel a spol. (1964) a dalsi
pouZivali dvourozmérné papirové chromato-
grafie, Dubovsky a PetrdSek (1963) stanovo-
vali MHMK jednorozmérovou papirovou chro-
matografii. Studnitz (1960) dbkladné popsal
metodu vysokonapétové elektroforézy; tato me-
toda se zdd byt nejpresné&jsi, vyZaduje vSak
specialni zarizeni, které vétSiné laboratofi chy-
bi. Klein a Chernaik (1961), MenSikov a BolSa-
kovova (1963) a néktefi jini autofi pouZili
nizkovoltové papirové elektroforézy. V posled-
ni dobé se Casto pouZivid metody kolorimetric-
ké bez pfedchoziho déleni fenolovych kyselin
(Gitlow a spol. 1960, Young a spol. 1963 a Con-
nelian a Godfreyova 1964), kterd se vSak vy-
znaCuje menSi presnosti.

Néami modifikovand elektroforetickd metoda
se nadm dobfe osvédcila. Modifikace plivodni
metody spocCivd ve zméné mnoZstvi moci po-
uZité pro extrakci a ve zméné roztokd. Po ex-
trakci 1 ml moc€i jsme nedosahovali dobrého
oddéleni skvrny néaleZejici MHMK. Proto jsme
pouZili pouze 0,5 ml moci, ¢imZ se ndm poda-
rilo MHMK dobFe oddé&lit. Extrakci jsme pro-
vadeéli éterem. Elektroforeticky roztok pouZi-
vany Kleinem a Chernaikem ndm nevyhovoval
a po prezkouSeni se ndm nejlépe osvédcila

smés Kkyseliny octové, pyridinu a vody (pH
3,6). Pro déleni jsme pouZili komory zhotovené
podle vlastniho ndvrhu. Takto modifikovana
metoda umoZiiuje zpracovat denné az 20 vzor-
ki moci. Nedostatkem metody je moZnost
ruSeni interferenci fenolovych kyselin, které
se dostdvaji do moc€i po poZiti nékterych dru-
hit potravin (Dirscherl a Wirtzfeld, 1964).
Vlastni provérkou jsme zjistili, Ze v moci osob,
které poZily vétsi mnoZstvi ovoce, vylucuji se
neznamé fenolové kyseliny, které davaji po
diazotaci Cervené skvrny umisténé t&sné vedle
purpurové skvrny MHMK a ztéZuji jeji oddé-
leni. Proto se doporuéuje dodrZovat béhem po-
kusii u pokusnych osob dietu. V naSem pokuse
nebylo moZno tuto podminku z technickych di-
vodl zajistit. P¥i stanoveni se vSak vyskytlo
pouze malo pfipadii, kdy stanoveni bylo ruseno;
v téchto pripadech jsme vzorek nehodnotili.

Vylu€ovdni MHMK moc¢i u zdravych osob ne-
vystavenych zatéZi kolisd v priibéhu dne. Stud-
nitz (1960) nalezl nejniZ3i koncentraci MHMK
v no¢ni moci; béhem dne koncentrace narts-
tala a dosahovala nejvy3Sich hodnot v odpoled-
nich a vecCernich hodindch. V naSem pokuse
jsme zaznamenali vyraznéjSi rozdily mezi
mnoZstvim MHMK v denni a no¢ni moc¢i pouze
na zacCatku sledovani. V dalSim prabéhu do-
chézelo k postupnému zmenSovani rozdild na-
ristdnim hodnot MHMK v noc¢ni a sniZovadnim
v denni modi. Na zvySovdni mnoZstvi MHMK
v nocni moc¢i se s nejvétsi pravdépodobnostl
podilel nedostatek spanku, ktery ve sledova-
ném obdobi ¢&inil pouze 4 hodiny denné. Po-
stupné zmenSovani mnoZstvi MHMK v denni
mod¢i je moZno pti¢ist zejména vlivu adaptace
organismu na emoc¢ni podnéty predstavované
novymi podminkami, které s sebou nutné nese
uspofadani kazdého pokusu. Emotné podming-
né zvySeni MHMK dokéazali Goodall a Berman
(1960). Sledovali vliv gravita¢niho pretiZeni a
vliv anticipace na vylu€ovani adrenalinu, nor-
adrenalinu a MHMK mo¢i a zjistili, Ze jiZ pfed
vlastnim pokusem dochédzelo ke zvySeni obsa-
hu MHMK v moc¢i. Na zdkladé svych pokusi
dospéli k nézoru, Ze toto emocCné podminéné
zvySeni MHMK je diisledkem zvySeného vypla-
veni adrenalinu. Dal§im faktorem uplatfiujicim
se pri postupném sniZovdni koncentrace
MHMK v denni mo¢i by mohla byt adaptace na
fyzickou ndmahu (Klepping a spol., 1964). Do-
mnivdme se vSak, Ze tento faktor v naSem
uspofddani pokusu nesehrdl podstatnéjsi ulo-
hu, jelikoZ se jednalo o b&Zné vojenské zamést-
nani, na které sledované osoby byly jiZ adap-
tovany.

Rozdily mezi mnoZstvim MHMK v denni a
no¢ni moc¢i jsme pozorovali téZ u skupiny osob
cviéicich v PPCHO. Srovnédni vySe prirdstkl
MHMK v denni moc¢i u obou skupin ve stejném
obdobi vSak ukazuje, Ze prirtistky u skupiny
pokusné jsou vyznamné vyS$Si neZ u osob kon-
trolnich. VyS$8i hodnoty prFirastki u pokusné
skupiny pric¢itdme Gcinku PPCHO na aktivaci
sympatoadrendlniho systému.
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V pokuse jsme si vSimali téZ subjektivnich
potiZi sledovanych osob. Zatimco prisludnici
kontrolni skupiny neuddvali b&hem pokusu
7a4dné potiZe, stéZovali si prisluSnici pokusné
skupiny ke konci pokusu na bolesti hlavy, pal-
¢ivy pocit v obliceji a néktefi udavali téZ sni-
Zenou schopnost psychické koncentrace. Tyto
potiZe byly vesmés zavin&ny ochrannou mas-
kou. Objektivné byla po sejmuti PPCHO u vSech
piislusnikii pokusné skupiny zjiSténa akutni
dermatitida v obliceji.

Souhrn

Byl sledovan vliv dlouhodobého pobytu (té-
méi 22 hodiny) v prostfedcich protichemické
ochrany jednotlivce na vylu€ovani 3-metoxy-
4-hydroxymandlové Kkyseliny (MHMK] moci
u 5 vojakt zdkladni sluzby pf¥i vykonu b&Zného
vojenského zaméstnéni. Vysledky byly srovnéa-
ny s kontrolni skupinou 5 vojadkd zdkladni sluz-
by od téZe jednotky, ktefi vykonédvali stejné
zameéstnani. U této skupiny byl sledovan téz
rozdil mezi mnoZstvim MHMK v denni a no¢ni
porci moci. V denni mod&i byly zjiStény vySsi
hodnoty MHMK. Skupina osob cvi€icich v pro-
stfedcich protichemické ochrany vykazovala
b&hem pokusu vyss$i pFiristek MHMK v denni
moc¢i neZ skupina kontrolni (p <<0,05). Je po-
psdna modifikace elektroforetického stanoveni
MHMK v maoci a provedeno jejl hodnoceni.
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