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ÚČINKY SUBLETĂLNÍCH DĂVEK YPERITU NA FUNKCI RES

Marie KOUPILOVÄ
Vojenský lékařský výzkumný a doškolovací ústav jana Ev. Purkyně, Hradec Králové '

Cílem tohoto příspěvku bylo ověřit Si, do
jaké míry Subletální dávky Subkutánně a pero-
rálně podaného r8, flüdi [chlordietyl] Sulfidu
působí Změny ve funkci RES, Zdali Íagocytózu
Stimulují nebo deprimují. Hlediskem pro vy-
jádření Stimulace a deprese je Íagocytární in-
dex K. jsou mnohdy uváděna protichůdná Sdě-
lení o těchže látkách jednou v roli Stimulátorů,
podruhé depresorů. Zvrat Stimulačního účinku

v depresorický bývá u těchže látek funkcí dáv-
ky a času [8].

Metody měření funkční aktivity RES Způso-
bily velice významný kvalitativní obrat v expe-
rimentálním přístupu k problematice buněčné
obrany organismu a umožňují vymezení látek
jak Se Stimulačním, tak depresivním účinkem
na RES. -

Tato metodika byla Zvolena pro Sledování
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vztahu mezi dávkou a biologickým účinkem
yperitu. Zkoumaná noxa patří do Skupiny zpu-
chýřujicích otravných látek, které pronikají
do organismu všemi branami vstupu. Vyvolá-
vají hrubé morfologické Změny na místě kon-
taktu s organismem a místní Změny jsou velmi
brzy překryty celkovými příznaky otravy. Prog-
nóza otravy yperitem je velmi vážná. Nedo-
jde-li ke Smrti v akutním Stadiu, vyvíjí Se vlek-
lý stav, který postupně vede k enormní ka-
chektizaci, snížené odolnosti vůči banálním
infekcím a častým komplikacím, které pak
v dalším průběhu zkracují život. Velmi pestrý
je nález v bílé krevní Složce. Po počáteční
krátké leukocytóze nastupuje rychle déle trva-
jící leukopenie až agranulocytóza. Počet lym-
focytů, Stejně tak i monocytů, Se po počáteč-
ním poklesu relativně a u Středních otrav
i absolutně Zvyšuje.

Velmi rychle a těžce je podle Needhamové
et al. [3] poškozena dřeň. Makroskopicky je
dřeň tuková, edematózní; mikroskopicky Se
nachází degenerace, pyknóza a vakuolizace
zárodečných buněk granulocytů. V červené
krevní Složce Se změny objevují až značně
později. Jde o anémii, která vzhledem k p0-
škození dřeně dlouho vzdoruje léčebnému úsilí.

Odolnost k sekundární infekci je Snížená
u všech forem zasažení yperitem. To Se proje-
vuje v komplikovaném průběhu lokálních
změn, a to i po jejich zhojení. Například na
kůži vidíme opakující Se hnisavé záněty a po-
dobně. Teplota je v celém průběhu otravy jen
lehce zvýšena. její náhlé zvýšení nad 38,5 °C
znamená ve většině případů nástup Sekundární
infekce.

K úvahám o vlivu yperitu na retikuloendo-
telové buňky jsme došli na podkladě Skuteč-
nosti, že toxické účinky yperitu jsou centro-
vány do jádra buňky a spočívají v brzdění až
narušování Syntézy nukleových kyselin, které
může probíhat trojí formou změn:

1. zabrzděním replikace DNK,
2. roztržením molekuly DNK,
3. zastavením replikace DNK nebo chybným

párováním při replikaci [6], [7].
Zvláště Silný vliv yperitu na buněčné dělení,

na regeneraci, odhalil hlavni bod zásahu a
vv I

sice biochemismus bunecneho dělení.
Lze předpokládat, že u tkání s rychlou ob-

měnou buněk, jako je RES, bude mít tento
mechanismus odezvu.

Materiál a metodika

Sledování bylo prováděno na bílých krysích
Samcích o váze v rozmezí 110-160 g. Pro
adaptaci na podmínky chovu v ústavním vivá-
riu Se nechávala zvířatům doba 24 hod..před
započetím pokusu a byla chována o vodě ad
libitum.

Fagocytární schopnost intoxikovaného orga-
nismu byla Studována metodikou Spočívající
ve sledování rychlosti vylučování koloidních

částic uhlíku z krve, zavedenou již v roce 1951
Halpernem et al.

V prvé části pokusu byl jedné polovině Zvířat
s. c. aplikován yperit v olivovém oleji. Dávky
podávané jednotlivým Skupinám byly 0,5; 1,0;
1,5; 2,0 a 2,5 mg/kg váhy [LD50 pro S. c. podání
yperitu je 3,0 mg/kg. Polovině zvířat byl S. c.
aplikován olivový olej; tato Zvířata tvořila
kontrolní Skupinu.

Vlastní Sledování fagocytární schopnosti
bylo prováděno po i. v. podání odměřeného
množství tuše Pelikán [Günther Wagner, Ha-
nover, C 11/1431 a]. Pro odběry byly stanove-
ny dny po předcházejících orientačních poku-
sech tak, aby bylo možno zachytit změny ve
funkci RES. Pozorování tedy bylo prováděno
4., 7., 10., 14., 18., 21., 28. a 32. den od podání
yperitu. Vždy pěti pokusným a pěti kontrol-
nim zvířatům byla i. v. aplikována ředěná tuš
ve fyziologickém roztoku [16 mg uhlíku/100 g
váhy). Klírens uhlíku byla Sledována v časo-
vých intervalech 5, 10, 15, 25, 35 a 45 minut.
Krev byla odebírána z retroorbitálního venóz-
ního plexu v množství 0,025 ml do 3 ml 0,1%
roztoku Na2C03. Vzorky byly měřeny na Spek-
trofotometru Coleman při vlnové délce 650 JI,
červeném filtru. Pokus při s. c. podání byl pro-
veden s jednim opakováním.

Obdobným způsobem bylo prováděno sledo-
vání funkce RES buněk po p. o. podání ype-
ritu. Byly zvoleny dávky 0,1; 0,3; 0,5; 1,0 a 2,0
mg/kg váhy [LD50 pro p. o. podání yperitu se
pohybuje mezi 7,0-8,0 mg/kg]. Také byl zvo-
len Stejný počet Zvířat do Skupiny. Pokus byl
proveden v 0., 4., 7., 10., 14., 18., 21., 28. a 32.
den od podání yperitu. Klírens uhlíku byla
sledována v časových intervalech 1, 5, 10, 15,
25, 35 a 45 minut.

Statistické vyhodnocení bylo provedeno po-
mocí Srovnávání granulopektických indexů K,
počítaných ze vztahu

log A —— log B
K: b—a 3

kde hodnota A představuje koncentraci uhlíku
v krvi v čase a, tj. bližším vlastnímu injikování,
a hodnota B je koncentrace uhlíku v pozděj-
ším čase b. -

Vlastní Statistické hodnocení bylo provede-
no dvoufaktorovou analýzou variance. Grafy
u pokusu při s. c. podání s ohledem na větší
variabilitu hodnot byly upraveny metodou
klouzavých průměrů.

Výsledky pokusů
f

Podle postupu, uvedeného v metodické čás-
ti, byla sledována .klírens uhlíku v krvi po
s. c. a p. o. otravách yperitem.

Na prvém grafu je vyjádřena Závislost fa-
gocytárního indexu K v procentech kontrol na
čase v odběrových dnech při s. c. podání
u prvého a druhého pokusu.
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- Graf 1
Účinek s. c. podaného yperítu v dávkách 0,5; 1,0; 1,5;
2,0 a 2,5 mg/kg na Íagocyta'rnž aktivitu RES u krys.
[Na ose x jsou uvedeny dny odběrů, na -ose y Íagocy-
tărní indexy K v procentech kontrol prvého a druheho

pokusu]

A—A I. POKUS
Il. POKUS

Je Zřejmě, že u nižších dávek [0,5 a 1,0 mg/
kg] je vylučování uhlíku Z krve V prvých
dnech po podání noxy pomalejší, Zatímco
v Období latence Se fagocytární Schopnost re-
tikuloendotelových buněk Zvyšuje. Při půso-
bení dávky 1,5 mg/kg dochází k opačněmu
projevu. V prvých dnech je aktivita RES bu-
něk Zvýšena a S narůstajícím časem po podá-
ní yperitu se snižuje. Tato Závislost je obdob-
ná u vyšších dvou dávek [2,0 a 2,5 mg/kg].

Průběh časových závislosti u obou pokusů
se Zásadně nelišil. Pouze maxima působení
látky na RES nebyla u všech dávek ve sle-
dovaně dny úplně shodná.

Výsledky dvoufaktorově analýzy rozptylu
jsou uvedeny v tabulce l a 2.

Tabulka 1

F
vy- P
počt

P d’1variability SV O 1

22 846,004 4

18 125,682 7

157 865,708 28

119 727,833 160

318 565,227 199

5 711,501

2 589,383

5 638,061

748,299

7,633

3,460

7,535

Dávky 0,005

0,005

0,005
Dny

Interakce

Reziduální

Celkový

Tabulka 2

Zdroj
variability

v

SC 'SV Podíl
F

vy-
počt

Dávky

Dny

Interakce

Reziduální

Celkový

11 138,434

34 551,538

202 996,105

162 756,208

411 442,285

4

7

28

154

193

2 748,608

4 935,934

7 249,861

1 056,858

2,635

4,670

6,360

0,05

0,005

0,005

Analýza rozptylu stanovující změny v akti-
Vitě buněk RES Způsobeně yperitem při s. c.
podání u I. pokusu

Analýza rozptylu stanovující změny v akti-
vitě buněk RES způsobené yperitem po s. c.
podání u II. pokusu

Statisticky vysoce významně rozdíly Se pro-
jevily mezi dávkami, dny a vzájemným půso-
bením těchto faktorů v prvěm pokusu a ve
dnech a vzájemném působení dávka —— den
ve druhém pokusu. Rozdíl mezi dávkami dru-
hěho pokusu byl zjištěn pouze na nižší hladi-
ně významnosti.

Graf 2 vyjadřuje závislost na čase během od-
běrů v procentech kontrol Zachycených Střed-
nimi hodnotami fagocytárního indexu K při p.
o. podání.

Graf Z
Účinek p. o. podaného yperżtu v dávkách 0,1; 0,3; 0,5;
1,0 a 2,0 mg/Icg na Íagocytărnž aktivitu RES u krys.
{Na ose x jsou uvedeny dny odběrů, na ose y Íagocytăr‹

ní indexy K v procentech kontrol)

/

U dávky 0,1 mg/kg pozorujeme v prvých
čtrnácti dnech Zrychlenou aktivitu RES buněk,
v dalších dnech pak výrazně Zpomalení. Po
dávce 0,3 mg/kg je zřejmý celkově rychlejší
průběh funkce. U následující dávky 0,5 mg/kg
dochází k opačněmu projevu, než tomu bylo
při podání 0,1 mg/kg. Zprvu je aktivita depri-
mována a později, kolem osmnáctěho dne, Zase
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stimulována. V ostatních pozorovacích dnech
se hodnoty neliší od kontrolních. Časový prů-
běh Sledování při intoxikaci 1,0 mg/kg jedno-
značně ukazuje výrazně Zpomalenou aktivitu
RES buněk. Při podání dávky 2,0 mg/kg může-
me hovořit o Celkově Zrychleném klírens asi
od čtvrtého pozorovacího dne.

Tabulka 3

F
sv Podíl . vy- P

poét

Zdroj
variability SČ

Dávky 47 180,140 4

26 870,739 8

91 712,188 32

147 791 398 177

313 554,465 221

11 795,035 14,126

3 358,842 4,023

2 866,006 3,432

834,980

0,005

0,005

0,005

Dny

Interakce

Reziduální

Celkový

Analýza rozptylu Stanovující Změny v akti-
vitě buněk RES Způsobené yperitem po p. o.
podání

Statisticky významné rozdíly Se projevily
mezi dávkami, dny i vzájemným působením
těchto faktorů, viz tab. 3.

Výsledky pozorování RES funkce byly po-
rovnávány s morfologickými nálezy a na jejich
Základě lze usuzovat, že bezprostředně po
kontaktu noxy s tkání dochází ve sliznici
u vyšších dávek ke Změnám funkčního charak-
teru, vedoucím i k narušení nebo vyřazení
funkcí obranných. Dále leZ předpokládat, že
patomorfologické Změny, rozvíjející se v prů-
běhu otravy, Zvláště u vyšších dávek, právě
tyto obranné funkce Značně ovlivňují [9].

i

Diskuse

je Známo, že yperit je počítán do skupiny
biologických alkylačních činidel, což jsou
Sloučeniny, které se svým biologickým účin-
kem podobají účinkům ionizujícího Záření.
V celosvětovém měřítku je těmto látkám věno-
vána stále velká pozornost, hlavně otázkám
mechanismu jejich účinku. Benacerraf [1]
uvádí, že ionizující záření vyvolává v organis-
mu patofyziologické Změny, které se také jako
po yperitovém Zasažení projevují mimo jiné
poškozením imunitních mechanismů a Zvýše-
ním vnímavosti organismu k infekci. Tato Zvý-
šená vnímavost k infekci je komplexní a Za-
hrnuje řadu faktorů, jako je snížení počtu leu-
kocytů a lymfocytů v periférii, útlum tvorby
protilátek, poškození funkce fagocytů, Zhor-
šenou Schopnost sleziny a lymfatických uzlin
Zachycovat infekci.

Fagocytární schopnost RES se mění podle
imunobiologického stavu organismu. Zhoršuje
se při tělesné únavě, nedostatečné výživě a
vlivem některých jedovatých látek. .

V řadě literárních pramenů Se uvádí, že vý-
sledky pokusů jsou ovlivňovány volbou po-
hlaví pokusných zvířat. Na příklad Nicol et al.
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[4] pozorovali, že RES aktivita se mění na
Základě fyziologické různosti v eStrogenech.
Estrogeny měly prokazatelně podněcující úči-
nek, preparát od preparátu Se lišící, jenž byl
Zvyšován gonadektomií. Zjistili, že již mini-
mální dávka estrogenu, která vyvolá Zvýšení
klírens, je asi 100krát větší, než dávka posta-
čující k vyvolání estru. Sledovali také vliv
estrogenního cyklu na aktivitu RES, vliv těho-
tenství a vliv stavu po implantaci vaječníků.
Vyšetřování pokusných Zvířat a lidí potvrdila,
že fyziologické kolísání hladiny estrogenů bě-
hem estrálního cyklu a gravidity Se odráží ve
Změně klírens RES. Tato Zjištění vysvětlují ne-
vhodnost použití samic pro tento druh pokusu.
Ze stejných důvodů to nedoporučuje Per-
lík [5]. -

Průběh pokusu a jeho výsledky v obou opa-
kováních při s. c. podání nebyly úplně Shodné.
Příčinou této skutečnosti je ovlivnění pokusu
celou řadou faktorů. Pokusy byly dlouhodobé,
probíhaly ve všech ročních obdobích. Působily
Zde vlivy Zimy a naopak Zase vyššího tepla.
Mohla se Zde projevit i neprokazatelná infek-
ce, která nepříznivě ovlivní RES až po intoxi-
kaci Zvířete. Nelze vyloučit ani to, že Se Zde
promítl vliv heterogenity pokusných Zvířat.

Protože výsledky obou pokusů po S. c. podá-
ní byly homogenní, nejevilo Se účelné opako-
vání pokusu po p. o. podání.

I u nejnižších Zvolených dávek se ještě pro-
jevila kolísavá odpověď ve smyslu deprese
i stimulace. Podle histologických nálezů v ga-
strointestinálním traktu [9] je to Způsobeno
ložiskovým poškozením Sliznice, která se vy-
Skytuje při velmi nízkých dávkách, v tomto
případě u dávky 0,1 mg/kg.

Závěr

Touto prací bylo studováno ovlivnění aktivi-
ty RES buněk odstupňovanými dávkami ype-
ritu Subkutánně a perorálně podanými.

1. Po S. c. aplikovaných dávkách Se stupeň
aktivity měnil v Závislosti na čase. Dávky ype-
ritu 0,5 mg/kg a 1,0 mg/kg vykazovaly inhi-
biční vliv na Začátku pokusu a stimulační
v období latence. U dávky 1,5, 2,0 a 2,5 mg/kg
byla zjištěna opačná Závislost. V prvých dnech
po podání noxy je RES stimulovaný a postupně
dochází k inhibici.

2. Po p. o. podání se stupeň aktivity měnil
v Závislosti na čase obdobně jako u s. c. po-
dání. Nízké dávky yperitu 0,1 a 0,3 mg/kg
zrychlují aktivitu RES buněk, dávkou 0,5 mg/
/kg je aktivita částečně deprimována a později,
kolem 18. dne, Zase stimulována. V ostatních
pozorovacích dnech se hodnoty neliší od kon-
trol. Časový průběh sledování při intoxikaci
1,0 mg/kg jednoznačně ukazuje výrazně Zpo-
malenou aktivitu RES buněk. Při podání dáv-
ky 2,0 mg/kg dochází opět k obratu, tedy k cel-
kovému Zrychlení klírens.

3. Malé dávky yperitu Způsobují harmonič-
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V 'VIte]Sı odezvu organismu. Iednak aktivují fago-
cytární Schopnost, neboli Stimulují buňky
k vyšší činnosti, a jednak, po delším působení,
tyto funkce deprimují. Ovšem Vyšší dávky nám
některé fyziologické funkce organismu úplně
naruší a na základě toho dochází ke značně
neurovnané odpovědi.

Souhrn

Tušovou klírensí byla Sledována granulopek-
tická aktivita retikuloendotelových buněk po
Subkutánním a perorálním podání Subletál-
ních dávek yperitu.

Byla Studována závislost účinku na dávce.
Výsledky ukázaly, že všechny zvolené dávky
byly účinné na RES v různých časových 0b—
dobïch S různou intenzitou. Nízké dávky akti-
vitu retikuloendotelových buněk Stimulují a
v období latence deprimují. Vyšší dávky dá-
vají neurovnané odpovědi.
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