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CHRoNICKÝ STRESoGENIyÍ EFEKT NÍZKÝçH DÁVEK SARINU U POTKANA
Po JEDNORAZOVE ČI oPAKoVANE INHALAČNI EXPOZICI

Jiří KASSA, Marcela BIELAVSKÁ, Josef VACHEK
Katedra toxikologie Vojenské lékařské akademie J. E. Purkyně, Hradec Králové

Souhrn
Vpokusech na samcích potkana byl studován stresogenní efekt vysoce toxického organofosfátu sarinu po

jednorázové či Opakované inhalační expozici nízkým dávkám této noxy cestou monitorování hladin kortí-
kosteronu v plazmě, aktivity tyrozin aminotransferázy v játrech a hladin katecholaminů či jejich metabolitů
v mozku.

Zatímco ve třech a dvanácti měsících po jednorázové či opakované expozici potkana nízkým dávkám
sarinu bylo zjištěno statisticky významné zvýšení hladin některých markerů stresu ve srovnání s kontrolními
potkany nejen po expozici klinicky manifestní, nadprahové dávce sarinu, ale také po expozici klinicky
latentní, podprahové dávce Sarinu, v šesti měsících po expozici potkanů stejným dávkám sarinu signifikantni
zvýšení ukazatelů stresu nebylo pozorováno.

Výše uvedené výsledky prokazují možnost dlouhodobého stresogenního efektu sarinu u laboratorního
potkana i po expozici nízkým, asymptomatickým dávkám této vysoce toxické noxy, i když se tento stresogenní
efekt neprojevil ve všech sledovaných časových intervalech po expozici.

Klíčová slova: Sarin; Inhalační expozice; Kortikosteron; Tyrozin aminotransferáza; Katecholaminy.

Chronic Stressogenic Effect of Low Doses of Sarin in a Rat
after a Single or Repeated Inhalation Exposure

Summary
The stressogenic effect of highly toxic organophosphate Sarin following single or repeated inhalation

exposure to low doses ofsarin by monitoring the corticosterone level in plasma, the tyroSine aminotransferase
activity in liver as well as the level ofcatecholamines and their metabolites in the brain was studied in rats.

While the statistically significant increase in the level ofSome stress markers at three and twelve months
following the inhalation exposure not only to symptomatic but also to asymptomatic doses of sarin was
observed in comparison with the control values, no changes in Stress markers at six months following the
inhalation exposure were demonstrated in Sarin exposed rats in comparison with the control values.

Therefore, our results confirm the possibility oflong-term stressogenic eflects ofsarin following low-level
exposure in rats, although these effects were not observed at all time intervals studied.

Key words: Sarin; Inhalation exposure; Corticosterone; Tyrosine aminotransferase; Catecholamines.
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Úvod

Komplexní mechanismus účinku organofosforo-
vých (OF) Sloučenin zahrnuje vedle hyperstimulace
centrálního i periferního cholinergního nervového
Systému v důsledku ireverzibilní inhibice acetylcho-
linesterázy (AChE, EC 3.1.1.7) a následné akumu-
lace acetylcholinu na cholinergních Synapsích (15)
i celou řadu nespecifických, necholinergních účin-
ků včetně účinku Stresogenního, vyvolaného pravdě-
podobně poruchou homeostázy a zhroucením ener-
getického metabolismu (3, 14). Reakce teplokrev-
ného organismu na Stresogenní podnět je obecně
charakterizována především zvýšením aktivity hypo-
thalamo-hypofyzeo-adrenální osy a Sympatoadre-
nálního Systému. Hlavní známkou aktivace hypo-
thalamo-hypofyzeo-adrenální osy je zvýšení hladi-
ny glukokortikoidů v plazmě, aktivace Sympato-
adrenálního Systému je charakterizována Zvýšením
hladiny katecholaminů a jejich metabolitů v plazmě
a mozkové tkání (19).

Statisticky významný Stresogenní efekt vysoce
toxických OF Sloučenín nazývaných nervově pa-
ralytické látky (NPL), které mohou být zneužíty k
válečným či teroristickým účelům, byl popsán pře-
devším v průběhu akutní intoxikace experimen-
tálních zvířat letálními, Subletálními nebo alespoň
klinicky manifestními dávkami těchto nox (11, 13),
avšak nebyl dosud Sledován po expozicí nízkým,
klinicky asymptomatickým dávkám. V důsledku
zjištění různorodých dlouhodobých Zdravotních po-
tíží veteránů války v Perském Zálivu, jejichž původ
dosud nebyl vysvětlen, byla nastolena otázka mož-
ného spojení těchto obtíží S expozicí bud' nízkým
dávkám NPL nebo organofosforovým insektici-
dům, či S dlouhodobým užíváním reverzibilního in-
hibitoru cholinesteráz pyridostigmin bromidu jako
profylaxe akutních otrav NPL (7, 8, 9). Z tohoto
důvodu bylo v několika výzkumných centrech za-
hájeno zkoumání možných dlouhodobých účinků
nízkých dávek NPL, které Samy o Sobě nevyvo-
lávají klinicky zjevnou hyperstimulaci cholinergní-
ho nervového Systému při jednorázové či opako-
vané expozici.

Cílem této práce bylo zjistit možný dlouhodobý
Stresogenní efekt nízkých dávek NPL. Jako před-
Stavitel NPL byl zvolen sarin (O-izopropyl methyl-
fluorofosfonát) a jako způsob intoxikace inhalační
expozice, neboť právě o inhalační expozici nízkým
dávkám Sarinu uvolněnému do ovzduší během de-
Strukce iráckých Skladů chemické munice Se uva-
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žovalo u veteránů války v Perském zálivu. Streso-
genní účinky sarinu byly Sledovány prostřednic-
tvím hladiny kortikosteronu (KS) v plazmě, akti-
vity tyrozin aminotransferázy (TAT, EC 2.6.1.5),
jednoho z enzymů realizujících metabolický úči-
nek KS (2, 17) v játrech a hladin katecholaminů a
jejich metabolitů v mozku.

Materiál a metody

Jako pokusná zvířata byli použití samci bílých
potkanů SPF chovu Konárovice o hmotností 180 až
200 g. Potkani byli ustájení v bariérovém chovu v
Těchoníně a krmení předem Sterilizovanou dietou a
vodou ad libitum.

Potkani rozdělení do Skupin po 10 kusech byli
exponováni nízkým dávkám Sarinu v inhalační ko-
moře po dobu 60 minut. Dávky Sarinu byly voleny
tak, aby při 60minutové inhalační expozici způso-
bovaly pouze mírnou inhibici AChE, která ještě
nevede ke klinické manifestací intoxikace. Celkem
byly použity 3 dávky Sarinu:
. Podprahavá dávka způsobující minimální, statis-
ticky nevýznamnou inhibici erytrocytámí AChE
(pod 20 %) bez klinických projevů otravy (0,8 pg/l).

. Prahovâ dávka Způsobující Statisticky významnou,
ale mírnou inhibici erytrocytámí AChE (20-40 %)
bez klinických projevů otravy (1,25 ug/l). Tato
dávka Sarinu byla použita pro jednorázovou i opa-
kovanou expozicí (3krát během jednoho týdne).

- Nadprahová dávka způsobující již výraznější in-
hibici erytrocytámí AChE (40-50 %) S mírnými
klíníckýmí projevy otravy muskarinového charak-
teru, avšak bez konvulzivního účinku (2,5 ug/l).

Po 3, 6 nebo 12 měsících po expozici Sarinu byli
potkani usmrcení exsanguinací v celkové éterové
narkóze a byly jim odebrány krev, játra a mozek k
laboratorní analýze. Hladina kortikosteronu (KS)
byla stanovována v plazmě fiuorímetrickou meto-
dou podle Mattingliho (16) na fluorímetru firmy
Amínco-Bowman, aktivita TAT v játrech byla mě-
řena Spektrofotometríckou metodou podle Diamond-
stona (4) na Spektrofotometru UVIKON 942 firmy
Kontron Instruments, hladiny katecholaminů byly
Stanovovány v mozkové tkání pomocí HPLC S elek-
trochemickou detekcí při použití detektoru Coulo-
chem II (20, 21, 22).

Z katecholaminů byly Stanovovány dopamin
(DA), Serotonin (5-hydroxytryptamin, 5-HT) a je-
jich metabolity: kyselina 3,4-díhydroxyfenyloctová



16 voJENSKÉ zDRAvoTNICKÉ LISTY

(DOPAC), 3-methoxytyramin (3-MT), kyselina ho-
movanilinová (HVA) a kyselina 5-hydroxyindol-
octová (S-HIAA).

Statistické hodnoceni Získaných údajů bylo
prováděno na počítači ADT 4500 cestou analýzy
rozptylu. Pokud byly rozdíly mezi kontrolními a
experimentálními hodnotami Statisticky významné
na 95% hladině významnosti (p<0,05), byly údaje
dále hodnoceny Scheffeho kontrastem (l). Kon-
trolní údaje byly Získány od potkanů, kteří byli
exponováni v inhalační komoře čistému vzduchu
místo Sarinu.

Vy'sledky

Srovnání Změn Stresogenních ukazatelů vyvo-
laných účinkem Stresoru (v našem případě uvede-
ním do celkové éterové narkózy) u kontrolních
potkanů a potkanů po 3 měsících od expozice níz-
kým dávkám sarinu jsou ZnáZoměny v grafech 1-3.
Zatimco hladina KS v plazmě byla vůči kontrolním
hodnotám signifıkantně (p<0,05) Zvýšena pouze v
případě expozice potkanů nadprahovou dávkou Sa-
rinu vyvolávající mírné Známky intoxikace bez-
prostředně po expozici (graf l), aktivita TAT v
játrech byla statisticky významně (p<0,05) zvýšena
také u prahové dávky Sarinu, ať už byla k expozici
pokusných zvířat použita jednorázově, nebo opa-
kovaně (graf 2). Na rozdíl od KS a TAT Změny
katecholaminů v mozku v případě 3měsíčního in-
tervalu po expozici Se týkaly především podpra-
hové a jednorázově použité prahové dávky Sarinu.
U potkanů takto exponovaných došlo ke Statisticky
významnému (p<0,05) zvýšení 5-HT (serotoninu),
jeho metabolitu 5-HIAA a metabolitu dopaminu
DOPAC. V případě použití nejvyšší, nadprahové
dávky Sarinu docházelo po 3 měsících od expozice
k minimálním Změnám všech Sledovaných katechol-
aminů a jejich metabolitů (graf 3).

Ze Sledování Změn markerů Stresu po 6 měsí-
cích od expozice pokusných Zvířat nízkým dávkám
Sarinu vyplývá, že reakce Sarinem exponovaných
potkanů na Stres Se příliš neliší od reakce na Stres u
potkanů kontrolních, jak je ukázáno v grafech l, 2
a 4. Zatimco hladina KS v plazmě ani aktivita TAT
v játrech Se u experimentálních potkanů od kon-
trolních hodnot Signifikantně neliší bez ohledu na
použitou dávku Sarinu (graf 1, 2), v případě hladin
katecholaminů v mozku dochází Spíše k mímému
poklesu některých metabolitů jak dopaminu, tak
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Serotoninu (graf 4).
U potkanů, kteří byli exponováni nízkým dáv-

kám Sarinu před 12 měsíci, kupodivu dochází k
poměrně významnému ovlivnění Změn markerů
Stresu po uvedení do celkové éterové narkózy, jak
je vidět v grafech 1, 2 a 5. Hladina KS v plazmě je
oproti kontrolním hodnotám Statisticky významně
(p<0,05) Zvýšena u všech Skupin experimentálních
potkanů bez ohledu na výši použité dávky Sarinu či
počet expozic (graf 1). Aktivita TAT v játrech je
proti tomu Signifikantně (p<0,05) zvýšena pouze u
potkanů exponovaných opakovaně prahové dávce
nebo jednorázově nadprahové dávce Sarinu (graf 2).
Také oba Sledované katecholaminy v mozku, do-
pamin a serotonin, jsou Statisticky významně zvý-
šeny (p<0,05) prakticky u všech Sledovaných dávek
Sarinu bez ohledu na počet expozic (graf 5).

Diskuse

Opakovanë bylo prokázáno, že dávky OF Slou-
čenin vyvolávající Závažné klinické Známky into-
xikace vykazují také výrazné Stresogenní působení
projevující Se rychlým a prudkým zvýšením hladi-
ny KS v plaZmě následovaným výrazným zvýše-
ním aktivity TAT v játrech. Statisticky významné
Změny výše uvedených markerů Stresu Se objevují
již po 40% poklesu aktivity krevních cholinesteráz
(3, 11, 14). Tento Stresogenní efekt Se objevuje u
otrav jak vysoce toxickými OF Sloučeninami (12),
tak organofosforovými insekticidy (10). Přitom změ-
ny aktivity enzymu TAT v játrech obvykle násle-
dují po rychleji proběhnuvších Změnám hladiny
KS v plazmě Z důvodu podílu TAT na realizaci
metabolických účinků KS (2, 17).

Také Statisticky významné zvýšení námi Sledo-
vaných katecholaminů či jejich metabolitů v mozku
bylo v případě Subletálních, klinicky Závažných in-
toxikací OF Sloučeninami opakovaně prokázáno.
Vysoce toxické OF Sloučeniny, konkrétně Soman,
vyvolávají v konvulzivní dávce Statisticky význam-
né zvýšení jak dopaminu (DA) a Serotoninu (5-HT),
tak jejich hlavních metabolitů (DOPAC, HVA,
5-HIAA). Předpokládá se, že by Se tyto Změny mohly
v případě Závažnějších intoxikací OF Sloučeninami
podílet na konvulzivním účinku těchto nox (5, 6, 18).

Na rozdíl od klinicky manifestních intoxikací
OF Sloučeninami je velmi málo známo o možných
Stresogenních účincích nízkých, klinicky asympto-
matických dávek těchto nox. Naše výsledky proka-
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Vliv sarinu na hladinu kortikosteronu v plazmě
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Vliv sarinu na hladiny katecholaminů a jejich metabolitů v CNS
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Vliv sarinu na hladiny katecholaminů a jejich metabolitů v CNS
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Graf 5: Změny hladin katecholaminů a jejich metabolitů v mozku po 12 měsících 0d inhalační expozice nízkým dávkám Sarinu.
Symboly - viz graf3. Statistická významnost: *p<0, 05

Zují, že nejen velmi citlivé periferní markery Stresu,
jako jsou KS v plazmě a TAT V játrech, ale také
katecholaminy v mozku, konkrétně dopamin a Sero-
tonin, jsou Statisticky významným způsobem ovliv-
něny nejen po dávce Sarinu vyvolávající mírné mu-
Skarinové příznaky otravy, ale i po klinicky asym-
ptomatické dávce Sarinu. Pozoruhodný je přede-
vším fakt, že Zvýšená citlivost ke Stresu projevu-
jící Se aktivaci hypothalamo-hypofyZeo-adrenální
osy i Sympatoadrenálního Systému je Statisticky vý-
Znamným Způsobem prokazatelná i po 12 měsících
po expozici nízkým, klinicky asymptomatickým
dávkám Sarinu. Navíc byly prokázány Statisticky
významné Změny hladin dopaminu a Serotoninu v
CNS, přestože cholinergní nervový Systém není
prakticky Ovlivněn (aktivita AChE v CNS u Sari-
nem exponovaných potkanů Se Signifikantně neli-
šila od kontrolních hodnot).

Ačkoli je velmi obtížné přímo extrapolovat tyto
nálezy na člověka, je nespomé, že je třeba vzít v
úvahu možnou vyšší citlivost ke Stresogenním pod-
nětům u člověka exponovaného nízkým dávkám jak

OF insekticidů, tak vysoce toxickým OF Sloučení-
nám, zneužívaným jako NPL k válečným či tero-
ristickým účelům, a to i po dlouhé době po expozici.
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