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PO JEDNORAZOVE CI OPAKOVANE INHALACNI EXPOZICI
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Souhrn

V pokusech na samcich potkana byl studovan stresogenni efekt vysoce toxického organofosfatu sarinu po
jednorazové ¢&i opakované inhalacni expozici nizkym davkam této noxy cestou monitorovani hladin korti-
kosteronu v plazmé, aktivity tyrozin aminotransferazy v jatrech a hladin katecholaminu ¢i jejich metaboliti
v mozku.

Zatimco ve tfech a dvandcti mésicich po jednordzové Ci opakované expozici potkana nizkym davkam
sarinu bylo zjisténo statisticky vyznamné zvyseni hladin nékterych markeru stresu ve srovnani s kontrolnimi
potkany nejen po expozici klinicky manifestni, nadprahové ddvce sarinu, ale také po expozici klinicky
latentni, podprahové ddvce sarinu, v Sesti mésicich po expozici potkanii stejnym davkam sarinu signifikantni
zvySeni ukazatelii stresu nebylo pozorovano.

Vy§e uvedené vysledky prokazuji moznost dlouhodobého stresogenniho efektu sarinu u laboratorniho
potkana i po expozici nizkym, asymptomatickym ddavkam této vysoce toxické noxy, i kdyZ se tento stresogenni
efekt neprojevil ve vsech sledovanych ¢asovych intervalech po expozici.

Kliova slova: Sarin; Inhalaéni expozice; Kortikosteron; Tyrozin aminotransferaza; 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 of sarin by monitoring the corticosterone level in plasma, the tyrosine aminotransferase
activity in liver as well as the level of catecholamines and their metabolites in the brain was studied in rats.

While the statistically significant increase in the level of some stress markers at three and twelve months
Sfollowing 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 of long-term stressogenic effects of sarin 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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Uvod

Komplexni mechanismus u¢inku organofosforo-
vych (OF) slou¢enin zahrnuje vedle hyperstimulace
centrilniho i periferniho cholinergniho nervového
systému v disledku ireverzibilni inhibice acetylcho-
linesterazy (AChE, EC 3.1.1.7) a nasledné akumu-
lace acetylcholinu na cholinergnich synapsich (15)
i celou fadu nespecifickych, necholinergnich uéin-
kil véetné u¢inku stresogenniho, vyvolaného pravdé-
podobné poruchou homeostazy a zhroucenim ener-
getického metabolismu (3, 14). Reakce teplokrev-
ného organismu na stresogenni podnét je obecné
charakterizovana pfedev§im zvySenim aktivity hypo-
thalamo-hypofyzeo-adrenalni osy a sympatoadre-
nalniho systému. Hlavni zndmkou aktivace hypo-
thalamo-hypofyzeo-adrenélni osy je zvy3eni hladi-
ny glukokortikoiddi v plazmé, aktivace sympato-
adrenalniho systému je charakterizovana zvy$enim
hladiny katecholaminti a jejich metabolit v plazmé
a mozkové tkani (19).

Statisticky vyznamny stresogenni efekt vysoce
toxickych OF sloudenin nazyvanych nervové pa-
ralytické latky (NPL), které mohou byt zneuzZity k
vale¢nym ¢&i teroristickym Géeliim, byl popsan pre-
deviim v prub&hu akutni intoxikace experimen-
talnich zvifat letdlnimi, subletdlnimi nebo alespori
klinicky manifestnimi ddvkami téchto nox (11, 13),
aviak nebyl dosud sledovan po expozici nizkym,
klinicky asymptomatickym davkam. V disledku
zjisténi riznorodych dlouhodobych zdravotnich po-
tizi veteranti valky v Perském zalivu, jejichZ ptivod
dosud nebyl vysvétlen, byla nastolena otazka moz-
ného spojeni téchto obtiZi s expozici bud’ nizkym
davkam NPL nebo organofosforovym insektici-
dim, ¢i s dlouhodobym uZivanim reverzibilniho in-
hibitoru cholinesteraz pyridostigmin bromidu jako
profylaxe akutnich otrav NPL (7, 8, 9). Z tohoto
divodu bylo v n&€kolika vyzkumnych centrech za-
hajeno zkoumani moZnych dlouhodobych uéinki
nizkych davek NPL, které samy o sob& nevyvo-
lavaji klinicky zjevnou hyperstimulaci cholinergni-
ho nervového systému pfi jednorazové &i opako-
vané expozici.

Cilem této prace bylo zjistit mozny dlouhodoby
stresogenni efekt nizkych davek NPL. Jako pfed-
stavitel NPL byl zvolen sarin (O-izopropyl methyl-
fluorofosfonat) a jako zptlisob intoxikace inhalaéni
expozice, nebot’ pravé o inhalaéni expozici nizkym
davkam sarinu uvolnénému do ovzdudi béhem de-
strukce irdckych skladl chemické munice se uva-

Zovalo u veteranti valky v Perském zalivu. Streso-
genni u¢inky sarinu byly sledovany prostfednic-
tvim hladiny kortikosteronu (KS) v plazmé, akti-
vity tyrozin aminotransferazy (TAT, EC 2.6.1.5),
jednoho z enzymi realizujicich metabolicky uéi-
nek KS (2, 17) v jatrech a hladin katecholaminil a
jejich metabolit v mozku.

Materiil a metody

Jako pokusna zvifata byli pouZiti samci bilych
potkanti SPF chovu Kondrovice o hmotnosti 180 az
200 g. Potkani byli ustijeni v bariérovém chovu v
Téchoniné a krmeni pfedem sterilizovanou dietou a
vodou ad libitum.

Potkani rozdéleni do skupin po 10 kusech byli
exponovani nizkym davkam sarinu v inhala¢ni ko-
mofe po dobu 60 minut. Davky sarinu byly voleny
tak, aby pfi 60minutové inhalaéni expozici zpiso-
bovaly pouze mimou inhibici AChE, kterd jesté
nevede ke klinické manifestaci intoxikace. Celkem
byly pouzity 3 davky sarinu:

« Podprahova davka zpisobujici minimélni, statis-
ticky nevyznamnou inhibici erytrocytarni AChE
(pod 20 %) bez klinickych projevii otravy (0,8 pg/1).

+ Prahova davka zpusobujici statisticky vyznamnou,
ale mirnou inhibici erytrocytarni AChE (20-40 %)
bez klinickych projevi otravy (1,25 pg/l). Tato
davka sarinu byla pouZzita pro jednorazovou i opa-
kovanou expozici (3krat béhem jednoho tydne).

+ Nadprahova davka zpisobujici jiz vyraznéjsi in-
hibici erytrocytarni AChE (40-50 %) s mirnymi
klinickymi projevy otravy muskarinového charak-
teru, av3ak bez konvulzivniho u¢inku (2,5 pg/l).

Po 3, 6 nebo 12 mésicich po expozici sarinu byli
potkani usmrceni exsanguinaci v celkové éterové
narkéze a byly jim odebrany krev, jatra a mozek k
laboratorni analyze. Hladina kortikosteronu (KS)
byla stanovovéana v plazmé fluorimetrickou meto-
dou podle Mattingliho (16) na fluorimetru firmy
Aminco-Bowman, aktivita TAT v jatrech byla mé-
fena spektrofotometrickou metodou podle Diamond-
stona (4) na spektrofotometru UVIKON 942 firmy
Kontron Instruments, hladiny katecholamint byly
stanovovany v mozkové tkani pomoci HPLC s elek-
trochemickou detekci pfi pouziti detektoru Coulo-
chem II (20, 21, 22).

Z katecholamini byly stanovovany dopamin
(DA), serotonin (5-hydroxytryptamin, 5-HT) a je-
jich metabolity: kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova
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(DOPAC), 3-methoxytyramin (3-MT), kyselina ho-
movanilinovd (HVA) a kyselina 5-hydroxyindol-
octova (5-HIAA).

Statistické hodnoceni ziskanych udaji bylo
provadéno na poéitai ADT 4500 cestou analyzy
rozptylu. Pokud byly rozdily mezi kontrolnimi a
experimentalnimi hodnotami statisticky vyznamné
na 95% hladin& vyznamnosti (p<0,05), byly udaje
dale hodnoceny Scheffeho kontrastem (1). Kon-
trolni udaje byly ziskdny od potkant, ktefi byli
exponovani v inhalaéni komote &istému vzduchu
misto sarinu.

Vysledky

Srovnani zmén stresogennich ukazateli vyvo-
lanych u¢inkem stresoru (v naSem piipadé uvede-
nim do celkové éterové narkézy) u kontrolnich
potkanii a potkanli po 3 mésicich od expozice niz-
kym davkam sarinu jsou znazornény v grafech 1-3.
Zatimco hladina KS v plazmé byla vii¢i kontrolnim
hodnotdm signifikantné (p<0,05) zvyS$ena pouze v
ptipadé expozice potkanii nadprahovou davkou sa-
rinu vyvoldvajici mimé znamky intoxikace bez-
prostfedné po expozici (graf 1), aktivita TAT v
jatrech byla statisticky vyznamné (p<0,05) zvy3ena
také u prahové davky sarinu, at’ uZ byla k expozici
pokusnych zvifat pouZita jednorazové, nebo opa-
kované (graf 2). Na rozdil od KS a TAT zmény
katecholaminii v mozku v pifipadé 3mési¢niho in-
tervalu po expozici se tykaly predeviim podpra-
hové a jednordzové pouZzité prahové davky sarinu.
U potkani takto exponovanych doslo ke statisticky
vyznamnému (p<0,05) zvySeni 5-HT (serotoninu),
jeho metabolitu 5-HIAA a metabolitu dopaminu
DOPAC. V ptipadé pouziti nejvy3si, nadprahové
davky sarinu dochazelo po 3 mésicich od expozice
k minimalnim zmé&nam v3ech sledovanych katechol-
amint a jejich metabolitti (graf 3).

Ze sledovani zmén markert stresu po 6 mési-
cich od expozice pokusnych zvifat nizkym davkam
sarinu vyplyva, Ze reakce sarinem exponovanych
potkanii na stres se pfili§ nelisi od reakce na stres u
potkani kontrolnich, jak je ukazano v grafech 1, 2
a 4. Zatimco hladina KS v plazmé ani aktivita TAT
v jétrech se u experimentalnich potkani od kon-
trolnich hodnot signifikantné neli$i bez ohledu na
pouzitou davku sarinu (graf 1, 2), v pfipadé hladin
katecholamini v mozku dochazi spiSe k mimému
poklesu nékterych metaboliti jak dopaminu, tak

serotoninu (graf 4).

U potkani, ktefi byli exponovéni nizkym dav-
kam sarinu pfed 12 meésici, kupodivu dochazi k
pomémé vyznamnému ovlivnéni zmén markerd
stresu po uvedeni do celkové éterové narkézy, jak
je vidét v grafech 1, 2 a 5. Hladina KS v plazmé je
oproti kontrolnim hodnotdm statisticky vyznamné
(p<0,05) zvySena u viech skupin experimentalnich
potkanti bez ohledu na vy3i pouzité davky sarinu ¢&i
pocet expozic (graf 1). Aktivita TAT v jatrech je
proti tomu signifikantné (p<0,05) zvy$ena pouze u
potkanii exponovanych opakované prahové davce
nebo jednorazové nadprahové davce sarinu (graf 2).
Také oba sledované katecholaminy v mozku, do-
pamin a serotonin, jsou statisticky vyznamné zvy-
Seny (p<0,05) prakticky u viech sledovanych davek
sarinu bez ohledu na po&et expozic (graf 5).

Diskuse

Opakované bylo prokazano, Zze davky OF slou-
¢enin vyvolavajici zdvazné klinické znamky into-
xikace vykazuji také vyrazné stresogenni pisobeni
projevujici se rychlym a prudkym zvy$enim hladi-
ny KS v plazmé& nasledovanym vyraznym zvyse-
nim aktivity TAT v jatrech. Statisticky vyznamné
zmény vySe uvedenych markertii stresu se objevuji
jiZ po 40% poklesu aktivity krevnich cholinesterdz
(3, 11, 14). Tento stresogenni efekt se objevuje u
otrav jak vysoce toxickymi OF slou¢eninami (12),
tak organofosforovymi insekticidy (10). Pfitom zmé-
ny aktivity enzymu TAT v jatrech obvykle nasle-
duji po rychleji prob&hnuviich zménam hladiny
KS v plazmé z divodu podilu TAT na realizaci
metabolickych G€inki KS (2, 17).

Také statisticky vyznamné zvyseni nami sledo-
vanych katecholaminil ¢&i jejich metaboliti v mozku
bylo v pifipadé subletélnich, klinicky zavaZnych in-
toxikaci OF slou¢eninami opakované prokazino.
Vysoce toxické OF slouCeniny, konkrétné soman,
vyvolavaji v konvulzivni davce statisticky vyznam-
né zvyseni jak dopaminu (DA) a serotoninu (5-HT),
tak jejich hlavnich metaboliti (DOPAC, HVA,
5-HIAA). Piedpoklada se, Ze by se tyto zmény mohly
v ptipad¢ zavazné&jsich intoxikaci OF slou¢eninami
podilet na konvulzivnim u&inku t&chto nox (5, 6, 18).

Na rozdil od klinicky manifestnich intoxikaci
OF slou¢eninami je velmi mélo zndmo o moznych
stresogennich ucincich nizkych, klinicky asympto-
matickych davek téchto nox. Nasde vysledky proka-
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Vliv sarinu na hladinu kortikosteronu v plazmé
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Graf 1: Zmény hladiny kortikosteronu v plazmé po 3, 6 a 12 mésicich od inhalacni expozice potkani nizkym ddvkdm sarinu.

Statisticka vyznamnost: *p<0,05

Vliv sarinu na aktivitu TAT v jatrech
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Graf 2: Zmény aktivity tyrozin aminotransferdzy v jatrech po 3, 6 a 12 mésicich od inhalacni expozice potkanit

sarinu. Statistickd vyznamnost: *p<0,05
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Vliv sarinu na hladiny katecholamini a jejich metabolitii v CNS
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Graf 3: Zmény hladiny katecholaminii a jejich metabolitii v mozku po 3 mésicich od inhalaéni expozice potkanii nizkym ddvkim

sarinu, kde DA - dopamin, DOPAC - kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctovd, 3-MT - 3-methoxytyramin, 5-HT - 5-hydroxytryptamin (sero-

tonin), 5-HIAA - kyselina 5-hydroxyindoloctovd, HVA - kyselina homovanilinovd. Statistickd vyznamnost: *p<0,05
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Graf 4: Zmény hladiny katecholaminit a jejich metaboliti v mozku po 6 mésicich od inhalacni expozice nizkym davkdm sarinu.

Symboly - viz graf 3. Statistickd vyznamnost: *p<0,05
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Vliv sarinu na hladiny katecholamint a jejich metabolitli v CNS
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Graf 5: Zmény hladin katecholaminii a jejich metaboliti v mozku po 12 mésicich od inhalacni expozice nizkym ddavkdm sarinu.

Symboly - viz graf 3. Statisticka vyznamnost: *p<0,05

zuji, Ze nejen velmi citlivé periferni markery stresu,
jako jsou KS v plazmé a TAT v jatrech, ale také
katecholaminy v mozku, konkrétné dopamin a sero-
tonin, jsou statisticky vyznamnym zpisobem ovliv-
nény nejen po davce sarinu vyvolavajici mirné mu-
skarinové ptiznaky otravy, ale i po klinicky asym-
ptomatické davce sarinu. Pozoruhodny je piede-
vsim fakt, Ze zvySena citlivost ke stresu projevu-
jici se aktivaci hypothalamo-hypofyzeo-adrenélni
osy i sympatoadrenalniho systému je statisticky vy-
znamnym zpusobem prokazatelna i po 12 mésicich
po expozici nizkym, klinicky asymptomatickym
davkam sarinu. Navic byly prokazany statisticky
vyznamné zmény hladin dopaminu a serotoninu v
CNS, pfestoze cholinergni nervovy systém neni
prakticky ovlivnén (aktivita AChE v CNS u sari-
nem exponovanych potkani se signifikantné neli-
gila od kontrolnich hodnot).

Ackoli je velmi obtizné pfimo extrapolovat tyto
nalezy na Clovéka, je nesporné, Ze je tfeba vzit v
uvahu moznou vy33i citlivost ke stresogennim pod-
nétim u ¢lovéka exponovaného nizkym davkam jak

OF insekticidi, tak vysoce toxickym OF sloudeni-
nam, zneuZivanym jako NPL k véle¢nym ¢&i tero-
ristickym ucelim, a to i po dlouhé dobé& po expozici.
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