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Nézev diplomové prace: Organové zmeny po perkutdnni expozici sirnému yperitu

Sirny yperit je bojova chemicka latka spadajici do skupiny zpuchytujicich
otravnych latek. Znacna Cast teorie je zamétend piedevsim na popis akutnich toxickych
ucinkl a mechanismu piisobeni a zabyva se také sou¢asnymi moznostmi terapie otrav.
Experimentalni ¢ast je zaméfena na sledovani vlivu perkutdnni otravy sirnym yperitem
na tkang jater, plic a ledvin u mysich samic kmene C57BL/6J. Hlavnim cilem této prace
bylo zhodnoceni markeri oxida¢nitho stresu a vyhodnoceni vzniklych
histopatologickych zmén ve vybranych vnitinich orgénech v intervalu tfi, péti a sedmi
dnt. Ke stanoveni markerii oxida¢niho stresu byly pouzity metody FRAP (ferric
reducing antioxidant power) a TBARS (thiobarbituric acid reactive substances).
Histopatologické zmény byly vyhodnoceny mikroskopicky za pouziti metody barveni
hematoxylin-eozinem. U plic byla hodnocena i vzdusnost plicniho parenchymu pomoci
pocitatové analyzy obrazu. Nejdiive doslo k experimentalnimu stanoveni LDsy (109,2
mg/kg). Poté byly v odebranych orgdnech hodnoceny zmény po podani 25 %, 50 %,
75 %, 100 % a 150 % LDso. Hodnoty TBARS vykazovaly ve vSech sledovanych
organech pokles, ktery byl zavisly na konkrétni ddvce a Case. Hladiny FRAP byly
naopak ve vétSin€ ptipadd zvySené, coz indikuje rozvinutou kompenzacni antioxidacni
reakci organismu. V zavislosti na davce yperitu a Case po expozici byly pozorovany
1 zmény v histopatologickém obraze. Plicni tkan se jevila jako nejvice senzitivni,
zatimco ledviny nejvice rezistentni vici u¢inkim yperitu. Vysledky diplomové prace
prokdzaly, Ze yperit vyvolava davkove a Casove zavislé zmény parametri oxidacniho
stresu a histopatologického obrazu v jaterni, plicni a ledvinné tkani po perkutanni
intoxikaci. Mysi kmene C57BIl/6J se jevi jako model vhodny pro dalsi experimentalni

vyzkum.
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Title of diploma thesis: Changes of internal organs after percutaneous exposure to sulfur

mustard

Sulfur mustard is a chemical warfare agent belonging to the group of blistering
agents. The theoretical section of the thesis is mainly focused on the description of acute
toxic effects, the mechanism of action, and deals with the current possibilities of
poisoning therapy. The experimental section is focused on monitoring the effect of
sulfur mustard poisoning in the liver, lung, and kidney of female C57BL/6J mice after
the percutaneous administration. This work aimed to evaluate markers of oxidative
stress and histopathological changes of the selected organs at 3, 5, and 7 days after the
poisoning. Ferric reducing antioxidant power (FRAP) and thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) methods were used to determine markers of oxidative stress.
Histopathological changes were evaluated microscopically using the hematoxylin-eosin
staining method. The airness of the lung parenchyma was also assessed by computer
image analysis. First, the LDs, of sulfur mustard was experimentally determined (109.2
mg/kg). Organ changes were then assessed after administration of 25%, 50%, 75%,
100%, and 150% LDso. TBARS values showed a decrease in all monitored organs
depending on the specific dose and time. Contratywise, FRAP levels increased in most
cases, which indicates a developed compensatory response of the organism. Depending
on the dose of mustard and time after exposure, we observed changes in the
histopathological picture. The lung tissue appeared to be the most sensitive, while the
kidneys seemed the most resistant to the mustard gas effects. The results of the diploma
thesis show that mustard induces dose- and time-dependent changes in the parameters
of oxidative stress and histopathological picture in the liver, lung and kidney tissue of
mice after percutaneous intoxication. C57B1/6J mice appear to be a suitable model for

further experimental research.
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1 SEZNAM ZKRATEK

APaf-1
ATM
ATP
ATR
BER
BCHL
CEES
DMSO
DNA
DNA-PK
DSBs
FeCl;
FRAP

FVZ UO
GSH
HCl

HR
IGF-1
IQR
JNK
LCso
LDs
MDA
MRN komplex
NAD*
NER
NHEJ
NO

OL
OPCW

apoptotickou proteazu aktivujici faktor 1

proteinova kindza mutovana u onemocnéni ataxia telangiectasia
adenosintrifostat

proteinova kinaza ptibuznd proteinim ATM a Rad3
bazova excizni reparace

bojové chemické latky

2-chlorethylethylsulfid

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

DNA-dependentni proteinova kinaza

dvojité zlomy

chlorid zelezity bezvody

z angl. ferric reducing antioxidant power (ukazatel kapacity
antioxidacnich systému)

Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany
glutathion

chlorovodikova kyselina

homologni rekombinace

insulinu podobny faktor-1

mezikvartilovy rozptyl

c-Jun-N-terminalni kindza

stiedni letalni koncentrace

stiedni letalni davka

malonyldialdehyd

MRE11-Rad50-NBS1
nikotinamidadenindinukleotid

nukleotidové excizni reparace

nehomologni spojovani koncti

oxid dusnaty

otravné latky

organizace pro zakaz chemickych zbrani
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p53
PARP
ROS
SOD
SSA
STH
TBA
TBARS

TCA
TNFa
TPTZ
UV
Yperit

protein o molekulové hmotnosti 53 kD
poly(ADP-rib6za)polymeraza

reaktivni formy kysliku

superoxiddismutéaza

z angl. single-strand annealing (jednovlaknové zihani)
somatotropin

thiobarbiturova kyselina

z angl. thiobarbituric acid reactive substances (ukazatel miry
peroxidace lipidi)

trichloroctova kyselina

tumor nekrotizujici faktor o
2,4,6-tris(2-pyridyl)-S-triazin

ultrafialové

sirny yperit
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2 UVOD DO PROBLEMATIKY

Sirny yperit (yperit), z anglického sulphur (sulfur) mustard nebo mustard gas,

vvvvvv

P %

2011, Patocka et al. 2004, Pitschmann 2005). Za prvni svétové valky se d€lostielecké
granaty obsahujici yperit znacily zlutym kiizem (Balali-Mood a Hefazi 2005). V této
valce zaznamenaly bojové chemické latky (BCHL) nejrozsahlejsi vyuziti, pfi¢emz pravé
valce celkové pouzito 11 tisic tun zpuchytujicich BCHL, které zasahly bezmala pul
milioénu lidi. Za 77 % obéti je zodpovédny yperit. Kromé toho zplsobil spoustu tézkych
zranéni s trvalymi nasledky, coZ rychle vedlo k rozvoji ochrannych prostfedki (Jost et

al. 2018, Pitschmann 2005).

V soucasnosti jsou vyvoj, produkce, skladovani nebo uchovani yperitu (a dalsich
BCHL) dle Umluvy o chemickych zbranich striktné zakazany. Dodrzovéani této
konvence zastituje Organizace pro zakaz chemickych zbrani (OPCW) (OPCW 2020).
Na druhou stranu je ale pravdépodobnost pouziti yperitu stdle pomérné vysoka, a to

z nékolika divodl (Patocka et al. 2004).

Prvnim z nich je jednoduchd syntéza yperitu. Toho mohou vyuzit jak svétové
velmoci, tak méné vyspélé staty, teroristické organizace nebo extrémistické skupiny
(Jilkova 2008). K teroristickému zneuziti zpuchytujicich OL doSlo naptiklad v Syrii
v roce 2016. Ackoliv byly dle OPCW vSechny BCHL ze Syrie v lednu 2016 odstranény,
v tomto mésici byly pouzity zpuchyfujici latky ze strany islamského statu proti
kurdskym vojdkiim. S nejvyssi pravdépodobnosti se jednalo pravé o yperit (Annen

2018, Johnston 2017, Scott 2017).

Dal$im problémem je vySe zminéna existence velkého mnoZstvi skladovych
zasob. Tyto zasoby vznikly béhem svétovych valek a nasledné studené valky a jsou
podle Umluvy uréené ke zni¢eni (Fitzgerald 2008, Patocka et al. 2004). Jedna se vsak
o pomaly proces. Pro ptfedstavu lze zminit sklad v americkém mésté Pueblo. Zde se
nachdzi nejvétsi skladist¢ BCHL, ve kterém bylo v roce 2016 uloZeno vice nez 780 000
projektili, minometnych granati a lahvi naplnénych yperitem. V témze roce byl

zprovoznén zavod na likvidaci téchto zasob, pficemz do roku 2019 bylo napldnovano
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zni¢it pouze asi Y4 (2600 tun) yperitu. Tato skutecnost poukazuje na to, jak je proces

likvidace naro¢ny (Colorado Public Radio Staff a The Associated Press 2019).

Vysoké riziko uniku BCHL (vcetn€ yperitu) do zivotniho prostiedi predstavuji
1 jejich ,,zasoby* nachazejici se v pomalu rezavéjicich bednach, sudech a munici na dné
moii a oceanti nebo v pude. Tyto zdroje jsou odhadovany na tisice tun a jedna se
o pozistatky z prvni a druhé svétové valky. V roce 2018 bylo naptiklad nalezeno 150
kanystrit yperitu zakopanych v zemi v blizkosti Woodhall Spa v Anglii. Rozsahlejsi
skladky lezi ale v moftich. Nejrozlehlejsi z nich se nalézéa v Baltském mofti, kde se v roce
1997 polskym rybaiim podatilo vylovit Srapnel s yperitem. Ve Stiedozemnim mofi
pobliz italského ptistavu Bari doslo od 50. let 20. stoleti ke 230 ptfipadiim tniku yperitu.
Za poslednich 15 let byly zaznamenany tfi Gniky yperitu 1 na vychodnim pobiezi USA.
Tragictéjsi dopad vSak mulze mit mechanické poSkozeni munice s yperitem
béhem stavebnich praci a jeji nasledny vybuch. Takové riziko v soucasné dobé
predstavuje budovani plynovodu Nord Stream 2, jenz vede Baltskym motem. Pokud by
k této situaci doslo, mélo by to obrovské strategické dopady na energetickou sit’ celé EU

(BBC 2018, Kospertova 2017, Overbeek 2011).

S moZnosti zneuziti nebo Uniku yperitu je ale také spojeno riziko vzniku
zdravotnickych ztrat. Vzhledem k omezenym klinickym moZnostem antidotni
a nasledné terapie zlstdvd zkoumani mechanismu U¢inku a rozvoje poSkozeni
zpiisobeného yperitem vyznamnou soucasti vojenského vyzkumu. Tyto znalosti mohou

vyznamnym zpusob pitispét ke zlepSovani moznosti 1€cby.

13



3 TEORETICKA CAST

3.1 Zarazeni sirného yperitu mezi zbrané hromadného niceni

Yperity jsou pomérné heterogenni skupinou, do které kromé yperitu fadime
1 oxolovy yperit, seskviyperit a dusikaté yperity (Patocka et al. 2004). Jedna se
o chemické zbran¢ hromadného niceni spadajici do skupiny zpuchyiujicich OL. Ve
skupiné zpuchytujicich latek mizeme kromé yperiti najit 1 fosgenoxim, ktery
v soucasnosti neni vojensky vyznamny, a latky obsahujici arsen. Mezi né patii lewisit,
lewisit-yperitova smés, fenylarsindichlorid, ethylarsindichlorid a methylarsindichlorid

(Bajgar et al. 1991, Prymula et al. 2002).

Zatimco yperit nalezl uplatnéni jako bojovy plyn a v minulosti se pouzival téz
k 1é¢be psoriazy, dusikaty yperit s oznaCenim HN2 je velmi omezené pouzivan pro
terapii Hodgkinovy choroby a lymfomt pod nazvem Mustargen (LiverTox 2019, Marrs
et al. 2007, Panahi et al. 2015). Alternativni nazvy, zkratky a vzorce yperiti jsou
uvedeny

v tab. 1.

Tab. 1 Trividlni nazvy, zkratky, chemické nazvy a vzorce yperitl

Trivialni
Zkratka Chemicky nazev Vzorec
nazev
Yperit HD bis-(2-chlorethyl)sulfid C1-CH,CH,-S-CH,CH,-Cl
OXOIOV}” . Cl-CHzCHz-S-CHzCHz-O-
yperit T bis-(2-chlorethylmerkaptoethyl)ether _CH,CH,-S-CH,CH,-CI
. . . Cl-CH,CH,-S-CH,.CH, S-
Seskviyperit Q 1,2-bis-(2-chlorethylmerkapto)ethan 2—CP122CH2-C21 :
HN1 bis-(2-chlorethyl)ethylamin CH;-CH,-N-(CH,CH,-Cl),
Dusikgté HN2 bis-(2-chlorethyl)methylamin CH;-N-(CH,CH,-Cl),
yperity
HN3 tris-(2-chlorethyl)amin N-(CH,CH,-Cl),

Modifikovano dle: Ghabiliho et al. (2011) a Patocky et al. (2004).
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3.2 Toxicita a cesty vstupu yperitu do organismu

Toxicita yperitu je zavisld na misté, kudy vstpuje do zivého organismu.
Nejcasteji pronika kizi, a to v kapalném ¢i plynném stavu, nebo mize byt jako plyn
vdechnut (Kassa et al. 1992). U¢inky yperitu nejsou viak pouze mistni, tedy v oblasti
vstupu, ale mohou byt i systémové, napiiklad ve form¢ dienovych, zazivacich nebo
neurologickych poruch (Bajgar et al. 1991, Balali-Mood a Hefazi 2005, Panahi et al.
2018).

V zavislosti na skupenstvi yperitu mohou byt jeho toxické ucinky popsany
ne¢kolika konstantami. Prvni z nich, stfedni letalni koncentrace (LCsy), se pouziva,
pokud mé yperit podobu pary ¢i aerosolu. Nachazi-li se yperit v kapalném skupenstvi,
pouzivame stfedni letdlni davku (LDsg). V obou piipadech se jedna se o koncentraci,
respektive davku, ktera je u 50 % exponovanych po urcité dobé zodpovédna za smrt
(Kassa et al. 1992). V piipad¢ inhala¢niho podéani u ¢lovéka se hodnota LCsy pohybuje

1. -3
1m

vrozmezi 1000 az 1500 mg.min . Pokud dojde k perkutanni otravé, LCsy je
10 000 mg.min".m™. LDs, je pii vstiebani lidskou kiizi okolo 100 mg.kg™, ale k tvorb&
puchytt dochazi jiz p¥i davee 0,03-1,0 mg.kg". Pokud se &lovek otravi peroralni cestou,

hodnota LDs je zhruba 10 mg.kg™ (Jost et al. 2018, Patocka et al. 2004).

3.3 Historie pouziti yperitu

Yperit byl poprvé pouzZit némeckymi vojsky béhem prvni svétové valky.
Konkrétn€ v noci z 12. na 13. ¢ervence 1917 némeckymi vojsky u belgického mésta
Ypry, nedaleko hranic s Francii (Jo$t et al. 2018, Pitschmann 2012). Némci v prub¢hu
10 dni vypalili na spojenecka vojska Velké Britanie a Kanady vice nez jeden milién
délostieleckych granati (Balali-Mood a Hefazi 2005, Jiang a Maibach 2018). Utok si
vyzadal kolem 5000 lidskych Zzivoti (Briggs 2008). Dle mista prvniho pouZiti
pojmenovali Francouzi tuto OL jako ,,yperit” (Pitschmann 1999). Pfedtim nesl yperit
nazev ,,Lost”. Toto oznaceni vychazi z dvou zacatecnich pismen piijmeni némeckych
chemiki W. Lommela a W. Steinkopfa (Pitschmann 2012). Yperit se tak stal
nejpouzivanéjsi a nejefektivngjsi chemickou zbrani pouzitou béhem 1. svétové valky
a svoji efektivitou si vyslouzil pfezdivku ,,kral bojovych plyni* (Balali-Mood a Hefazi
2005). Mimo jiné byl povazovan za symbol chemické valky (Pitschmann 2012).
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Do konce 1. svétové valky byl zodpovédny za 1 milién zranénych a 100 000 mrtvych
vojaku a civilistd (Briggs 2008).

Od konce 1. svétové valky byl yperit pouzit v mnoha dalSich konfliktech. Uzilo
jej naptiklad Spojené kralovstvi proti Rudé armadé (1919), Spanélska vojska proti
rifskym revolucionafim v Maroku (1921-1927), Italové proti etiopskym vojskiim
(1935-1940) nebo Sovétsky svaz proti Japonsku v Xinjiang v 30. letech. Pozd¢ji s nim
naopak Gtoéili Japonci proti Cing v priibéhu 2. svétové valky (Ghabili et al. 2011).
Po druhé svétové valce je mozné k t€émto konfliktiim zafadit obanskou valku v Jemenu
v letech 1963-1967. V ni byl yperit pouzit Egyptem, ktery podporoval republikanské

sily proti stoupenctim staré absolutisticko-teokratické monarchie (Pitschmann 1999).

Jinym ptikladem je irdcko-iransky konflikt v letech 1983—-1988. Béhem ngj
pouzila irdckd vojska yperit a dalsi BCHL proti irdnskym vojakiim i proti vlastni
populaci Kurdi. K nejhrozivéjsi udalosti doslo roku 1988 ve vesnici Halabdza. Bylo zde
zabito na 5000 kurdskych civilisti a dal§ich nejméné¢ 7000 bylo pfiotraveno (Balali-
Mood a Hefazi 2005, Pitschmann 1999). Naposledy byl uzit béhem obcanské valky

v Syrii (Patocka 2016).

Yperit byl v minulosti aplikovan také v experimentech na vojenskych
dobrovolnicich (Ghabili et al. 2011). Tyto experimenty probihaly naptiklad v Anglii
nebo v USA. Uéelem téchto pokusti bylo testovani ochrannych prosttedkii nebo novych
1ékti. V mnoha ptipadech vSak vyustily v zdvazné akutni i dlouhodobé zdravotni

problémy testovanych subjektii (Dean 2014, Dickerson 2015, Patterson 2005).

3.4 Syntéza

Yperit byl poprvé syntetizovan francouzskym chemikem Césarem-Mansuétem
Despretzem roku 1822. Podstatou této syntézy byla reakce mezi anorganickou

slou€eninou — chloridem sirnatym a organickou slou¢eninou — ethenem (obr. 1).

SCl, +2 CH,=CH, —(CI-CH,CH,),S
Obr. 1 Syntéza yperitu. Prevzato z: Ghabili et al. (2011).

Podobna syntéza byla zopakovana o 32 let pozdéji Alfredem Richem, ale zadny

z obou védct nepopsal puchyie jako soucast jeho vlastnosti. Vznik puchyit byl poprvé
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zaznamenan az v roce 1860 Albertem Niemannem a Frederickem Guthrieem. U obou se
toxicita této latky projevila az po nckolika hodinach podrazdénim kiize a tvorbou
puchyit, které se velmi Spatné hojily a zanechavaly jizvy (Ghabili et al. 2011,
Pitschmann 2005).

Prvni syntéza vysoce Cistého yperitu byla provedena az roku 1886 némeckym
chemikem Viktorem Meyerem (Kehe a Szinicz 2005, Pitschmann 2005). Jednalo se
o dvoustupiiovy synteticky proces s velmi vysokym vytézkem (Ghabili et al. 2011).
Pti této syntéze mezi sebou nejdiive reaguji 2-chlorethanol a sulfid draselny za vzniku
2-(2-hydroxyethylsulfanyl)ethanolu a chloridu draselného. 2-(2-
hydroxyethylsulfanyl)ethanol dale reaguje s chloridem fosforitym a vysledkem druhého
stupné je yperit a hydroxid fosfority (obr. 2) (Jost et al. 2018).

2 C1-CH,-CH,-OH + K,S — S(CH,-CH,-OH), + 2 KCl
3 S(CH,-CH,-OH), + 2 PCl, — 3 S(CH,CH,CI), + 2 P(OH),

Obr. 2 Meyerova syntéza yperitu. Prevzato z: Jost et al. (2018).

Pozdé&ji, roku 1913, Hans Thacher Clark a Emil Fischer modifikovali Meyerovu
syntézu. V pivodni reakci doslo k zdméné chloridu fosforitého za chlorovodikovou
kyselinu (HCl), obr. 3. Tato reakce dostala nazev Meyer-Clarkeho reakce (Ghabili et al.
2011, Jost et al. 2018). Clark byl kvili popalenindm, které utrpél béhem vyrobniho
procesu rozbitim bariky, hospitalizovan po dobu 8 tydnl. Fischerova néasledna zprava
o nehodé udajné inspirovala Némeckou chemickou spole¢nost k prvnimu nasazeni

yperitu jakozto chemické zbran¢ (Ghabili et al. 2011).

(HO-CH,CH,),S +

—(CI-CH,CH,),S + 2H,0
2HCI 2 2

Obr. 3 Meyer-Clarkeho reakce. Prevzato z: Ghabili et al. (2011).

3.5 Fyzikalni vlastnosti

Yperit je slabé t€kava a olejovitd kapalina, kterd je ve svém cCistém stavu bez

% 2

a jeho barvy jsou v rozmezi od svétle Zluté az po tmavé hnédou (Balali-Mood a Hefazi
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2005, Kehe et al. 2009). Obvykle je znecistén vodou nebo HCI a v této formé¢ ma

korozivni Gcinek na zelezo a ocel (Malhotra et al. 1999).

Je vysoce rozpustny v tucich, proto se velmi dobie vstiebava do biologickych
tkani (Nourani et al. 2016). Jeho rozpustnost ve vodé je naopak velmi slaba (0,007 %
pti 10 °C). To vsak postacuje k tomu, aby bylo mozné docilit nebezpecnych koncentraci
v pitné ¢i uzitkové vodeé. Také se velmi dobie rozpousti v organickych rozpoustédlech,
palivech, mazivech, kauCuku a sam o sobé je velmi dobrym organickym rozpoustédlem

(Balali-Mood a Hefazi 2005, Kassa et al. 1992, Prymula et al. 2002).

Nizka tékavost spolu s nizkou rozpustnosti ve vod¢ prispiva k dlouhé perzistenci
slouceniny v bojovém poli. V zdvislosti na klimatickych podminkach jsou terén
a vSechny pfitomné predméty vcetné potravin, poréznich materiald, natért a lakt
kontaminovéany yperitem na velmi dlouhou dobu. Zejména ve studeném a vlhkém
podnebi ziistava pida kontaminovana po dobu nékolika tydnt (Balali-Mood a Hefazi
2005). Pod zemi mutize byt yperit ve vhodném klimatu aktivni az 10 let (Ghabili et al.
2011). Toxicita yperitu je vyssi pifi vysSich teplotdch, kdy se rozkldda za vzniku
toxickych slouc€enin, véetn¢ aktivnich lakrimatort (Pant a Lomash 2016). Dojde-li
k prohtati kontaminované pudy, yperit se za¢ne odpafovat. Jeho pary se hromadi
v blizkosti zemé, protoZe jsou asi Skrat t€zs$i neZ vzduch. To zaroven zvysuje riziko
inhala¢ni otravy (JoSt et al. 2018). Nékteré z dalSich fyzikalnich vlastnosti yperitu,

véetné sumarniho vzorce, jsou uvedeny v tab. 2.

Ostatni yperity se liSi teplotou tuhnuti 1 dal$imi fyzikdlnimi vlastnostmi.
Biologické ucinky maji ale zhruba podobné (Ghabili et al., 2011). Kvili vysokému
bodu tuhnuti se vSak spiSe, neZ Cisty yperit vytvaii pro vojenské aplikace smési
napiiklad s oxolovym yperitem, jehoz teplota tuhnuti dosahuje az -30 °C,
nebo s lewisitem, ktery ma teplotu tuhnuti mnohem nizsi (-12 °C). Diky témto piisaddm
se da yperit pouzit 1 pfi nizkych teplotdch. Mezi dalsi ptisady, které modifikuji jeho
fyzikélni vlastnosti, patfi nitrobenzen, tetrachlormethan, CI3CNO; nebo chlorbenzen

(Jost et al. 2018).
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Tab. 2 Sumarni vzorec a fyzikalni vlastnosti yperitu

Sumarni vzorec C4HCl,S
Bod tuhnuti 13 az 14 °C
Bod varu 215az217°C
Vyparovaci tlak 0.72 mmHg (pii 20 °C)
Hustota kapaliny 1.274 g.cm™ (pfi 20 °C)
Relativni molekulova hmotnost 159.08 g.mol
Stabilita béhem skladovani stabilni v ocelovych a hlinikovych nadobach
Korozivni vlastnosti malé ve vysoce Cistém stavu

Modifikovano dle: Balali-Mood and Hefaziho (2005) a Patocky et al. (2004).

3.6 Chemické vlastnosti

Molekula yperitu je symetrickd a z chemického hlediska se soucasné jedna
o dihaloalkan 1 thiother (Jost et al. 2018). Jeji reaktivita je ddna dvéma chlorethylovymi
postrannimi fetézci a centralnim atomem siry s volnymi elektronovymi pary (Malhotra
et al. 1999). Nejvétsi polaritu ma kovalentni vazba mezi uhlikem a chlérem, na jejimz
rozdéleni se podili sira (Jost et al. 2018). Oba postranni fetézce mohou kovalentné
alkylovat rizné molekuly [proteiny, deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) a lipidy]
a tento efekt je povazovan jako hlavni misto destruktivniho G¢inku yperitu (Nourani et
al. 2016). Reakce yperitu stémito molekulami probihd pies cyklické sulfoniové
meziprodukty (Ghabili et al. 2011). V prvnim kroku reakce vznikd troj¢lenny
heterocyklus 1-(2-chlorethyl) thiiranium chlorid, ktery je z divodu masivniho vnitfniho
pnuti malo stabilni a velmi reaktivni. Vystupuje jako elektrofil, jenz utoci a alkyluje
rizné biomolekuly. V druhém kroku dojde k rozevieni heterocyklu a k jeho reakci
s nukleofilem (napftiklad voda nebo alkohol). V ptipadé hydrolyzy dojde v dal§im kroku
k reakci s vodou a vznikne 2-(2-chlorethylsulfanyl)ethanol. Poté se obé reakce zopakuji
na druhém postrannim alkylovém fetézci. Vysledkem této rekce je
2-(2-hydroxyethylsulfanyl)ethanol neboli thiodiglykol, ktery neptedstavuje riziko
pro lidské zdravi ani Zivotni prostiedi (Ghabili et al. 2011, Jost et al. 2018, Reddy et al.
2005). Cely proces hydrolyzy trva ptiblizné¢ 3—5 min. Rychlost hydrolyzy neni zavisla
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na pH a neni ménéna piitomnosti iontd, jako je napt. Ag" nebo Fe’" (Pant a Lomash

2016). Obecné schéma obou reakci je zobrazeno na obr. 4.

+/CH2
(CICH,CH,),S +=CICH,CH,S.| = + CI
CH,
R.OH
H+
CH,
CICH,CH,SCH,CH,0R = [>SCH,CH,OR + CI-
CH,

R.OH
Y

ROCH,CH,SCH,CH,0R

Obr. 4 Obecnd schématicka reakce yperitu s alkoholem a vodou (pokud R = H).
Prevzato z: Ghabili et al. (2011).

Intramolekularni cyklizace yperitu na sulfoniovy meziprodukt je usnadnovana

teplem ve vodném prostiedi (Ghabili et al. 2011).

Thioly reaguji obdobné. Druhy atom chléru mtze reagovat s dal$i molekulou
stejného thiolu nebo s novou molekulou, coz vede k zesiténi, viz obr. 5 (Ghabili et al.
2011). Produkty této reakce jsou pii fyziologickém pH a teplot€ vysoce stabilni
(Malhotra et al. 1999).

R-SH + (CI-CH,CH,),S —R-SCH,CH,SCH,CH, -Cl+
HCI
R-SCH,CH,SCH,CH,-Cl+ R-SCH,CH,SCH,CH,S-R +

-
HS-R HCI

Obr. 5 Obecnd reakce yperitu s thiolem. Prevzato z: Ghabili et al. (2011).

Yperit ma tendenci pfijimat jeden nebo dva atomy kysliku. Oxida¢nimi Cinidly
je proto snadno preveden na odpovidajici sulfoxid nebo sulfon (Malhotra et al. 1999).
Produkty oxidace vyznamné ovliviiuji biologickou aktivitu yperitu. Biotransformace
yperitu na sulfoxid pfedstavuje jeho detoxikaci. Naopak sulfon je citlivy na nukleofilni

atak, coz ho ¢ini toxickym. Stejn¢ jako mateiskd slouenina mé zpuchytujici Gc¢inky.
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Reakce je znazornéna na obr. 6. Dochdzi k vylou¢eni HCI za vzniku divinylsulfonu,

ktery je nachylny ke zminénému nukleofilnimu ataku skupinou X (Ghabili et al. 2011).

(CICH,CH,),S0, — (CH,=CH),SO,+ 2 HCl
H/Hx
(XCH,CH),S0,

Obr. 6 Adicni reakce sulfonového derivatu yperitu. Prevzato z: Ghabili et al. (2011).

Yperit reaguje s nékolika dusikatymi slou¢eninami za vzniku raznych produkti.
Diky tomu miZe chemicky modifikovat proteiny a fosfolipidy. Jedna jeho molekula
muze reagovat bud’ s jednou (obr. 7a) ¢i se dvéma (obr. 7b) molekulami amoniaku,
nebo primarniho aminu. Dale reaguje se dvéma molekulami sekundérniho aminu (obr.
7¢), pticemz jedna z téchto molekul miize byt nasledné eliminovana, nebo se dvéma
molekulami tercidrniho aminu (obr. 7d) za vzniku kvartérni amoniové soli (Ghabili et

al. 2011).

(@) (CICH,CH,),S+RNH, —— S NR +2 HCI
u

(b) (CICH,CH,),S + 2 RNH, ——» (HRNCH,CH,),S + 2 HCI

(€) (CICH,CH,),S +2R,;NH ——  (R,NCH,CHS,),S + 2 HCI

I

R,NCH,CH,SCH=CH, + R,;NH
(d) (CICH,CH),S +2R;N ——»  (RyNCH,CH,),S + CI-
Obr. 7 (a, b, ¢, d) Reakce yperitu s aminy. Prevzato z: Ghabili et al. (2011).

3.7 Mechanismus uc¢inku

3.7.1 Poskozeni DNA

Molekula DNA je velice citlivda na razné chemické modifikace a stejné

jako proteiny, lipidy a RNA je nukleofilnim centrem, ktery se muze stat cilem utoku
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externich genotoxickych elektrofilnich sloucenin, jako je yperit (Batal et al. 2013, Noll
et al. 2006). Ten mlze molekulu DNA ovlivnit pfimo interakci s nukleotidy
nebo nepiimo ovlivnénim replikacnich a transkripcnich procest (Masta et al. 1996,
Panahi et al. 2018). Yperit interaguje s molekulami DNA za vzniku monoadukt nebo

biaduktd, viz obr. 8.

NH,

N CH2-CH2-5-CH2-CH2 Q
=N

(’N W
H N

N

N
NH
4
<N l N/)\NH
CH2-CH2-5-CH2-CH2 H 2

>;/ HETE-N3Ade HETE-N7Gua

CH2-CH2-5-CH2-CH2

I

HA n

Monoadducts

06-ethylthioethylguanine

(o] CH2-CH2-5-CH2-CH2

AN
INGLTE

A :U
Biadducts

/
HiA # N NH
| {1
zHH)\\VI 4 < N/)\NHZ

N
H

e N7Gua-ETE-N7Gua

Obr. 8 Vznik monoaduktii a biaduktii prostiednictvim yperitu a 2-chlorethylethylsulfidu
(CEES). Prevzato z: Panahi et al. (2018).

Monoadukty jsou hlavni pfi¢inou poSkozeni DNA. Za toto poSkozeni je
zodpovédna alkylace, a to hlavné na N v poloze 7 guaninu. Alkylaci vznika
7N-hydroxyethylthioethylguanin (HETE-N7Gua). Mén¢ casto dochézi k alkylaci na N
v poloze 1 adeninu za vzniku 1N-hydroxyethylthioethyladenin (HETE-N1Ade), a na N
v poloze 3 adeninu, kdy vznika 3N-hydroxyethylthioethyladenin (HETE-N3Ade).
Velmi ziidka dojde k poSkozeni alkylaci na O vpoloze 6 guaninu a tvoifi se
O6-ethylthioethylguanin. Enzym O6-alkylguaninalkyltransferaza, ktery je zodpovédny
za opravu, dokdze toto poskozeni opravit jen stézi. Dusledkem jsou vyznamné
mutagenni U¢inky (Fidder et al. 1994, Panahi et al. 2018, Pant a Lomash 2016).
Neopravené monoadukty mohou reagovat s proteiny a s bazemi na stejném nebo
komplementarnim fetézci DNA, coz vede k zesiténi. Vysledkem je zvySeni mutagenity
DNA a zabranéni separace fetézcii. Tato blokace muize zplsobit zastaveni procesu
transkripce a replikace nebo miize vést k bunécné smrti (Noll et al. 2006, Panahi et al.

2018).
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Biadukty jsou zodpovédné téméf za 17 % poSkozeni DNA. Jejich
prosttednictvim dochazi k vnitrofetézcovému a mezifetézcovému zesiténi za vzniku
bis-(7N-guaninethyl)sulfidu (N7Gua-ETE-N7Gua). Snahou buiikky opravit biadukty
Casto také dochazi ke vzniku dvojitych zlomti (DSBs) DNA. Jedna se

wewvr

muze opravit (Panahi et al. 2018).

Vzhledem k alkyla¢nim schopnostem yperitu je velkd pravdépodobnost, ze se
u osob po expozici zvysi riziko vyskytu rakoviny (Rowell et al. 2009). Narust rizika

kancerogeneze byl pozorovan i u zvitat (Panahi et al. 2015).

3.7.2 Reparace genetického poskozeni indukovaného yperitem

V navaznosti na zmény DNA vyvolané yperitem se bunky poSkozeni
genetick¢ého materidlu snazi nejprve reparovat. V této fazi proto rekrutuji kinazy
pfibuzné s fosfatidylinositol-3-kindzami, jako je proteinovd kindza mutovana
u onemocnéni ataxia telangiectasia (ATM) a proteinova kinaza ptibuzna proteinim
ATM a Rad3 (ATR). Obé kinazy reguluji kontrolni body bunééného cyklu, které jsou
aktivovany pfi poskozeni DNA. Cinnost ATM je zahjena pii vzniku DSBs DNA,
zatimco ATR je aktivovdna zejména jednoduchymi zlomy. Signdlni transdukce
indukovana ATM a ATR mize aktivovat kontrolni kinazu 1 (Chk1) a kontrolni kindzu 2
(Chk2). Tyto kinazy pusobi jako mitotické regulatory a jsou schopny zabranit
bunécnému déleni (Panahi et al. 2018, Tewari-Singh et al. 2010).

Zvlaste dulezitym substratem ATM je protein o molekulové hmotnosti 53 kD
(p53), ktery je aktivovan fosforylaci. Jedna se proapopticky mediator, jehoz transkripce
je podporovana tumor nekrotizujicim faktorem o (TNFa) pfes extracelularnim signadlem
regulované kindzy (ERK) a c-Jun-N-termindlni kinazy (JNK) (Ghabili et al. 2011).
Studie prokazaly, Ze existuje jasny vliv davek stresu na hladiny p53, pfi€emz projevem
stresu je poSkozeni DNA (Nishizuka et al. 2008). Fosforylovany p53 je schopen zastavit
bunéény cyklus v interfazi, ¢imz dava bunce pftilezitost opravit poskozenou DNA
a zabranuje tak pfechodu poskozené DNA na dalsi generaci bunék. Normalni bunéény
cyklus bude pokracovat po dokonceni opravy. Nicméné dojde-li k selhani opravy, p53
iniciuje jednu z cest apoptdzy (Ghabili et al. 2011, Nourani et al. 2016, Panahi et al.
2018). Yperit zpusobuje hromadéni a aktivaci p53 v lidskych keratinocytech. Mutace
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tohoto proteinu se vyskytly napfiklad u byvalych zaméstnancti zavodl na jeho vyrobu,

kteti trpéeli rakovinou plic (Ghabili et al. 2011).

3.7.3 Moznosti reparace poskozené DNA

3.7.3.1 Oprava DNA monoadukti

Yperit je schopen produkovat DNA monoadukty majici velmi podobnou
strukturu jako ty, které mohou byt vytvoiené CEES (Jowsey et al. 2009). Do procesu
opravy DNA 1éze vyvolané yperitem jsou zapojeny dvé drahy — badzova excizni reparace
(BER) a nukleotidova excizni reparace (NER) (Jowsey et al. 2012). Stale ale neni jasné,
jestli buniky pfi opravé monoaduktti pouzivaji obé drahy (NER i BER) nebo pouze jednu
z nich (Panahi et al. 2018).

Rozséhlé adukty DNA vyuzivaji k opravé drdhu NER. Mimo yperitu je jejich
vznik mozné pozorovat po pusobeni ultrafialového (UV) zéafeni (fotoprodukty
a cyklobutan-pyrimidinové dimery), po expozici aflatoxinu, benzo[a]pyrenu nebo jinych
genotoxickych latek (Christmann et al. 2003). Tato drdha se sklada z nékolika
sekvenénich procesit a je zahdjena tvorbou heterodimerniho komplexu proteint
xeroderma pigmentosum C a homologni rekombinace 233 B (XPC-HR233B), ktery se
poté vaze na misto poskozeni a rekrutuje transkripéni faktor RNA polymerazy II
(TFIIH) (Panahi et al. 2018). Tento faktor se skldda z 10 podjednotek, mezi néz pafii
také helikazy xeroderma pigmentosum B a D (XPB a XPD). Jejich prostfednictvim
dojde k rozvolnéni struktury DNA v misté poSkozeni (Rimel a Taatjes 2018). Nasleduje
rekrutovani replikac¢niho proteinu A (RPA), proteinti xeroderma pigmentosum A, F a G
(XPA, XPF a XPG) a proteinu excizni opravy kiizové komplementace skupiny 1
(ERCC1). Jejich pomoci tak dochazi k incizi poskozené DNA. Nasleduje syntéza nové
DNA pomoci DNA polymerazy a jeji ligace, ktera je katalyzovana DNA ligdzou I (obr.
Ob) (Panahi et al. 2018).

Na zacatku BER dochazi k rozpoznani 1ézi specifickou DNA glykosylazou.
Hlavnimi 1ézemi, které jsou touto reparacni drahou opravovany, jsou oxidované baze
DNA, které¢ vznikaji spontanné¢ béhem zanétu nebo pii vystaveni exogennim latkam,
ionizujicimu zafeni a UV zafeni. BER je vSak aktivovana také alkylacemi DNA
indukovanymi endogennimi alkyla¢nimi latkami a exogennimi karcinogeny, jako jsou
nitrosaminy nebo ruzné protirakovinné léky, jako je dakarbazin a temozolomid

(Christmann et al. 2003). Po rozpoznani 1ézi narusi apurinové-apyrimidinova
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endonukledza 1 (APEIl) strukturu DNA tak, aby dosSlo ke vzniku jednotetézcového
zlomu, po kterém nasleduje syntéza a ligace DNA (obr. 9a). Pii BER sehrava dulezitou
roli rovnéz poly(ADP-riboza)polymeraza (PARP-1). U PARP-1 deficitnich bun¢k je
opétovné spojovani fetézcovych zloml zpomaleno. V duasledku toho jsou tyto bunky

citlivé na léze, které by mély byt opraveny pomoci BER Panahi et al. (2018).
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Obr. 9 (a, b) Mechanismus opravy DNA monoaduktii pomoci BER a NER. Prevzato z:
Panahi et al. (2018).

3.7.3.2 Oprava zesiténé DNA

Jednd se o slozity proces, kterého se UcCastni také proteiny jinych reparacnich
drah. Jedna se napiiklad o endonukleazy Mus81 a Emel, tumorovy supresor BRCA2
a protein RADS51, které jsou soucasti homologni rekombinace (HR). Odstranéni
mezitetézcovych vazeb je zavislé na po sob¢ jdoucich akcich proteinti drahy NER, které
zpusobuji incizi v jednom z poskozenych fetézcl. Nasledné dojde k odstranéni
fragmentu a vznikly ,,vyfez* se vyplni mechanismy HR (obr. 10). Existuje jen malo
studii, jez popisuji opravu zesitovanych vazeb po expozici yperitem, nebot’ veskera
pozornost byla doposud soustfedéna na opravné drahy HR a NER. V buinikdch na druhou
stranu existuji 1 dal§i opravné cesty, na kterych se podili naptiklad komponenty drahy
Fanconiho anémie nebo mismatch oprav. Protein D2 je klicovym faktorem drahy
Fanconiho anémie (FANCD?2), jenz by ve své ubikvitylované formé¢ podporuje vazbu
endonukledz do mista 1ézi, a to za ucelem incize a uvolnéni mezifetézcovych zesiténi.

Pfipojeny fragment pak miize byt podroben dalSi incizi proteiny NER, coz muze
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zpusobit uvolnéni duplexniho fragmentu obsahujiciho zesiténé adukty. Na opravé
zesitovanych vazeb by se stejné tak mohla podilet translacni syntéza (TLS) (Panahi et

al. 2018).

Obr. 10 Mechanismus opravy zesitéené DNA. Prevzato z: Panahi et al. (20138).

3.7.3.3 Oprava dvojitych zlomi DNA

DSBs vznikaji soufasnym pieruSenim obou komplementarnich fetézct
dvousroubovice DNA (Jackson 2002). DSBs jsou zvlast nebezpecnou hrozbou
pro stabilitu genomu, nebot ndsledkem mohou byt chybéjici genetické informace. K
tomu jsou vSak nachylné i ur¢ité druhy oprav obou zlomenych konci. I pfesto je ale
jejich oprava vhodné&jsi nez ponechani zlomenych konct, nebot’ by doslo k hlubsi

zméné genomu (Wyman a Kanaar 2006).

Existuji dvé hlavni opravné cesty, vySe zminéna HR a nehomologni spojovani
koncti (NHEJ), a jedna vedlejSi opravna cesta oznaCovana jako single-strand annealing
(SSA) (Panahi et al. 2018; Valerie a Povirk 2003). U jednoduchych eukaryot, jako jsou
kvasinky, je HR hlavni opravnou drédhou, naopak u savct dominuje NHEJ. Jejich vybér
zavisi také na fazi bunécného cyklu. NHEJ se vyskytuje hlavné v Gy nebo G, fazi. HR
vyzaduje ptfitomnost komplementarniho fetézce DNA, proto se vyskytuje pouze v S a
G, fazi bunécného cyklu (Christmann et al. 2003). Jowsey a kol. (2012) zjistili, ze HR

hraje vyznamné;jsi roli pfi reparaci bun€k zasazenych yperitem nez draha NHEJ.
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Neschopnost opravit DSBs nebo nespravny zptisob opravy mohou vést k riiznym
chromozomovym aberacim, jako jsou inzerce, delece nebo translokace. To mize zvysit
nachylnost buniky ke vzniku rakoviny nebo naopak indukovat bunéénou smrt. Lze tedy
predpokladat, ze HR, NHEJ a SSA vzijemné spolupracuji na opravé DSBs (Panahi et
al. 2018, Shrivastav et al. 2008). Cely proces zacind fosforylaci histonu gama-H2AX,
ke které dochazi v mist¢ zlomu a vytvaii rozpoznavaci doménu pro dalsi reparacni

proteiny (Panahi et al. 2018).

V opravném systému NHEJ se oba konce zlomu liguji bez homologickych
sekvenci slouzicich jako templat opravy. Prvnim krokem je rozpoznani a navazani
heterodimerniho komplexu, ktery se skldda z proteint Ku70 a Ku80, na poskozenou
DNA. Diky tomu je DNA ochranéna pted aktivitou exonukledz. Nasledn¢ se na tento
komplex navéazou kinazové katalytické podjednotky, ¢imz se vytvafti aktivni holoenzym
DNA dependentni proteinova kindza (DNA-PK). V mist¢ DSBs vykazuje DNA-PK
aktivitu jako serin/threonin kindza a vede k aktivaci proteinu XRCC4. Vysledkem
je vytvoreni stabilnitho komplexu s DNA ligazou IV, ktery spojuje zlomené konce
fetézcl dohromady. Pted jejich spojenim muze dojit k upravé DSBs na jejich koncich
komplexem MREI11-Rad50-NBS1 (MRN komplex), jenz vykazuje exonukledzovou,
enonukleazovou a helikizovou aktivitu. Upravy konct zprostfedkovava také
jednovlaknova specifickd exonukledzova Artemis, jejiz aktivita je rovnéZ regulovana

fosforylaci DNA-PK (obr. 11a) (Christmann et al. 2003).

V ptipadé HR dochézi k vyméné DNA mezi poskozenymi a nepoSkozenymi
chromozomy. Sdilené homologické sekvence tak slouZzi jako Sablona pro opravu. HR
za¢ind nukleolytickou resekci DSBs MRN komplexem. Nasleduje vytvofeni
jednotetézcovych DNA, jez se vazou na kruhovy komplex tvofeny proteiny Rad52,
ktery je chrani pfed exonukleotickym Stépenim. Rad52 interaguje s Rad51, jenz
katalyzuje vyménu fetézce s komplementarnim fetézcem, ve kterém se poskozend
vldkna vazou na neposkozenou DNA. Sestaveni nukleoproteinového vlakna Rad51 je
usnadnéno riznymi paralogy proteinu Rad51, jako jsou Rad51B, Rad51C a Rad51D,
XRCC2 a XRCC3. Syntéza DNA probihd podle neposkozeného fetézce a proces opravy
je dokoncen ligaci (obr. 11c¢) (Christmann et al. 2003).

V opravném procesu DSBs hraje dilezitou roli i vedlejsi draha SSA, a to
zejména u sav¢ich bunck obsahujicich opakujici se DNA. SSA pravdépodobné zacina

produkci ptevistt jednotlivych fetézcii na koncich DNA, ke kterym dochazi vlivem
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exonukleaz nebo helikdz. Nasleduje spojeni homolognich mist v pievislych fetézcich

a ligace poskozeného mista (obr. 11b) (Panahi et al. 2018, Valerie a Povirk 2003).
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Obr. 11 (a, b, ¢c) Mechanismus opravy DSBs DNA. Prevzato z: Panahi et al. (2018).

3.7.4 Oxidacni stres

Dalsim mechanismem, jehoz prostfednictvim vyvolava yperit poskozeni bunék,
je oxidacni stres. Oxidacni stres predstavuje nerovnovahu mezi reaktivnimi formami
kysliku (ROS) a antioxidanty, kterd vede k vaznému selhdni biologickych funkci,
eventudlné smrti bunék. Mezi vysoce reaktivni slouceniny patii zejména superoxidovy
aniont (O”) a hydroxylovy radikil. Ve vysokych koncentracich modifikuji
makromolekuly bunék, jako lipidy, proteiny a DNA (Tahmasbpour et al. 2015). Yperit
ovliviiuje 1 vznik reaktivnich forem dusiku (RNS). ROS i RNS hraji klicovou roli
v rozvoji akutnich 1 chronickych U€inkd po expozici yperitem (Ghabili et al. 2011,
Nourani et al. 2016). K jejich vzniku dochédzi vycerpanim zéasob intraceluldrnich
antioxidanti, poskozenim respiracniho systému vedouciho k mitochondridlnim
dysfunkcim nebo rozvojem zanétu se zvySenou hladinou oxidu dusnatého (NO)

(Tahmasbpour et al. 2015).

NO je silny antioxidant inhibujici degranulaci zirnych bunék a uvoliovani
histaminu béhem zanétu (Paromov et al. 2007). V buiikach je produkovan pomoci NO
syntaz (NOS), které pfeménuji L-arginin na NO a L-citrulin. Tyto syntazy se vyskytuji
ve tiech isoformach: endotelidlni NOS (eNOS), indukovatelné NOS (iNOS)

a neuronalni NOS (nNOS). eNOS spolecn¢ s nNOS jsou exprimovany konstitutivné,
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zatimco iNOS jsou indukovany cytokiny ve stresovych situacich (Nourani et al. 2016,
Pant a Lomash 2016). ZvySend aktivita iNOS vyvolavd nadmérnou produkci NO
v lidskych tracheobronchialnich a epitelidlnich bunkéch dychacich cest po expozici
yperitu (Ghabili et al. 2011). NO zde nésledné podporuje rozvoj zédnctu a apoptdzu
bunék. I kdyz je NO silnym antioxidantem, mize reagovat se superoxidovym aniontem
za vzniku silného a stabilniho oxidantu peroxynitritu (Nourani et al. 2016). Tento
oxidant mtize interagovat s biomolekulami a zpusobit vyCerpani zasob antioxidantd,
peroxidaci lipida a poskozeni DNA (Tahmasbpour et al. 2015). ZvySené intracelularni
hladiny glutathionu (GSH) naopak tlumi apoptdzu zprostiedkovanou NO (Nourani et al.
2016). V lidskych epidermalnich keratinocytech yperit expresi iNOS potlacuje. Timto
ucinkem muize byt vysvétleno zpozdéné hojeni ran vyvolanych touto latkou (Ishida et
al. 2008). Studie obéti iracko-iranského konfliktu na druhou stranu odhalila zvySené
hladiny oxidu dusnatého v séru u pacientli s pozdnimi dermatologickymi komplikacemi

(Ghabili et al. 2011).

Yperit napada i rizné antioxidacni enzymy, jako jsou GSH-reduktaza, GSH-
peroxidaza, GSH-S-transferaza, NADPH-cytochrom P450 reduktaza,
thioredoxinreduktaza, superoxiddismutdza (SOD) a katalazy. Tyto enzymy jsou klicové
pro udrzeni rovnovahy antioxidantt. GSH-reduktaza redukuje oxidovany GSH pomoci
NADPH zpét na GSH. U zasaZenych osob byl tento enzym mnohem méné aktivni.
GSH-peroxidaza vyuzivda GSH k inaktivaci peroxidu vodiku, ¢imZ zabraniuje jeho
oxida¢nimu ucinku. GSH-S-transferdzy naopak detoxikuji rizné endogenni a exogenni
slouCeniny. Chrani biomolekuly ptfed reaktivnimi elektrofily, a tim naptiklad snizuji
pravdépodobnost peroxidace lipidii a apoptozy ve st€nach dychacich cest u pacientil
vystavenych yperitu. NADPH-cytochrom P450 reduktdza chrani plicni epitelidlni buiky
pfed yperitem a jeho metabolity. SOD je zamétfend proti superoxidovému radikalu,
ktery je hlavnim pfedstavitelem ROS tvofenym v mitochondriich. Kataldzy rozklada;ji
peroxid vodiku na kyslik a vodu, ¢imz, podobné jako GSH-peroxidaza, ptispivaji
k ochran¢ bun¢k pred peroxidem vodiku (Tahmasbpour et al. 2015). Jafari (2007)
na modelu potkanl prokézal, Ze plsobeni yperitu v davkach vysSich nez 10 mg/kg
vyznamné snizuje aktivita SOD, GSH-peroxidazy, katalazy a GSH-S-transferazy
v jatrech a mozku. Zaroven klesla 1 aktivita GSH-reduktazy v jatrech, coz bylo spojeno

s vyCerpanim GSH a zvySenim hladiny malonyldialdehydu (MDA) jakozto vedlejsiho
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produktu peroxidace lipidt. Nizsi aktivita SOD byla prokdzana i u pacientd s dusnosti

anebo chronickym kaslem po expozici yperitu (Ghabili et al. 2011).

Mezi ukazatele oxida¢niho stresu fadime jednak samotné antioxidanty
a antioxidani enzymy, ale také biomolekuly, pievazné DNA, lipidy a proteiny,
modifikované interakcemi s ROS a jejich metabolity (Matouskova et al. 2014,
Tahmasbpour et al. 2015). Prevladajicim a stabilnim biomarkerem ze vSech produktt
oxidace DNA je 8-hydroxydeoxyguanosin. Vznika oxidaci guaninu na uhliku v poloze 8
(Tahmasbpour et al. 2015). Vysledkem peroxidace lipidit jsou produkty, jejichz
rozkladem dochdzi k tvorbé mnoha reaktivnich aldehydl, jako je MDA
a 4-hydroxynonenal (Tahmasbpour et al. 2015). ROS zptsobuje i peroxidaci kyseliny
arachidonové za vzniku prostaglandinovych slouc¢enin isoprostant (Niki 2014). V plicni
tkani mysi a v plazmé lidi, ktefi byli vystaveni yperitu, byly naméteny vysoké hodnoty
MDA (Shohrati et al. 2010, Tahmasbpour et al. 2015). U krys exponovanych CEES
byla v plicni tkdni zaznamenédna vysoka koncentrace 4-hydroxynonenalu (O’Neill et al.
po expozici yperitu, je u pacientll s poSkozenim plic protein karbonyl. V plicni tkéni 1ze
méfit 1 dal$i markery oxidacniho stresu, jako je aktivita iNOS, hemoxygenazy 1, SOD,

katalazy, GSH-peroxidazy nebo deplece GSH (Tahmasbpour et al. 2015).

3.7.5 Bunécna smrt

K bunécéné smrti miize dojit béhem akutni faze prostiednictvim apoptozy, kterd
je povaZovana za Casnou reakci na expozici yperitu. Naopak pii vysokych koncentracich

dochazi k nekréze (Nourani et al. 2016).

Kriticky faktor, jenz rozhoduje mezi zahdjenim apoptdzy a nekrozy je PARP.
Vlivem poskozeni DNA dochazi k aktivaci PARP. Mirnd expozice yperitu aktivuje
PARP-1 a stimuluje opravu DNA. Pokud nelze poSkozenou DNA opravit, butika zahaji
apoptézu, a to diky caste€né zachované hladin€é adenosintrifosfatu (ATP). Vysoka
koncentrace a nadmérna stimulace PARP vede k depleci nikotinamidadenindinukleotidu
(NAD"). Nizka hladina NAD" dale inhibuje spotiebu glukézy a resyntéza NAD"
pfispiva k vycCerpavani zasob ATP. Klesajici hladiny ATP mohou vést k nekroze.
Apoptotickd odpovéd miize byt zeslabena chelataci vapenatych kationti. Naopak
inhibice PARP je schopna pfepnout nekrézu na apoptozu (Kehe et al. 2008, Kehe
a Szinicz 2005, Pant a Lomash 2016).
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3.7.5.1 Apoptoza

Apoptdza muze byt vyvolana vnitini (mitochondrialni) cestou nebo vnéjsi cestou
aktivaci receptori bunécné smrti (Ghabili et al. 2011). U pacientti, ktefi byli vystaveni
yperitu, muze byt vyvolana nckolika faktory, vcetné pfimé interakce yperitu s DNA,
signalnimi molekulami, oxidacnim stresem nebo produkci NO. Apoptické bunky
v konecnych stadiich uvolnuji na svém povrchu signaly, jako je fosfatidylserin, jez jsou
identifikovatelné fagocytarnimi bunkami (makrofagy) (Nourani et al. 2016). Nasledné

jsou tyto buiiky odstranény procesem zvanym efferocytoza (Vandivier et al. 2006).

4

Kli¢ovymi enzymy regulujicimi vné&jsi i vnitini cesty apoptdzy jsou kaspazy.
Vnéjsi drahu apoptdzy spoustéji faktory, jako je tumor nekrotizujici faktor vazbou se
svym receptorem. Jejich prostiednictvim je aktivovana kaspaza-8, kterd nasledné
aktivuje dalsi efektorové kaspazy, véetné kaspazy-3. Aktivni kaspaza-3 déale degraduje
bunééné proteiny nezbytné pro udrzeni integrity bunck. Aktivni kaspaza-8 prispiva
1 k uvolilovani cytochromu C z mitochondrii. Na této Urovni a aktivaci efektorovych

kaspaz se ob¢ apoptotické cesty propojuji (Garrido et al. 2006, Nourani et al. 2016).

V ptipad€ vnitini apoptotické drahy nicméné dochazi k uvolnéni cytochromu C
z mitochondrii nezavisle na aktivité kaspazy-8. Silnym reguldtorem tohoto procesu je
napiiklad protein p53. Jeho prostiednictvim dochdzi k aktivaci pro-apoptotickych
signalt nebo naopak k inhibici anti-apoptotickych signall, které v kone¢ném diisledku
oteviraji kandly mitochondrii uvolilujici cytochrom C. Cytochrom C interaguje
s apoptotickou protedzou aktivujici faktor 1 (APaf-1) a ATP. Tento komplex se poté
vaze na prokaspazu-9 a vytvari kvartérni proteinovou strukturu zvanou apoptosom,
v némz se prokaspaza-9 automaticky S$tépi. Aktivovana kaspaza-9 poté aktivuje

kaspazu-3 (Marchenko a Moll 2014, Nourani et al. 2016, Schuler et al. 2000).

Yperit indukuje apoptézu v epitelidlnich a subepitelidlnich vrstvach bunék
a v bazalnich vrstvach epidermis (Nourani et al. 2016). Rosenthal et al. (1998)
pozorovali v keratinocytech ovlivnénych 100-300 uM yperitu indukci p53, redukci
anti-apoptotického Bcl-2 a aktivaci kaspazy-3. V dychacich cestach byla naopak
pozorovana piima aktivace signalni drahy indukujici kaspazu-8 a ubytek epitelovych
bunék bronchi a malych dychacich cest. Dochdzi zde také k nékolikandsobnému
zvySeni hladiny celkového proteinu v bronchoalveolarni lavazi, ktery ptedstavuje
ukazatel poskozeni epitelu (Malaviya et al. 2010). Apoptoza je také odpoveédna

za vznik 1ézi, které se vyskytuji v dychacich cestach v fadech mésicii po expozici,
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a vysvetluje také ucinky vysokych davek yperitu na gastrointestinalni trakt (Ghabili et
al. 2011).

3.7.5.2 Nekroza

Vystaveni epitelidlnich vrstev vysokym dévkédm yperitu zptsobuje rozséhlou
nekrézu a nasledné uvolnéni bunécného obsahu, ktery vyvola zanét (Nourani et al.
2016). Mirnd dermalni a epidermdalni nekroza je spojena s koznimi lézemi.
K epidermalni a folikuldrni nekréze dochazi béhem nékolika hodin po expozici a jsou
doprovazeny intraceluldrnim edémem. K nekroze jsou nachylnéjsi vic melanocyty nez
keratinocyty. Na nekrotické¢ bunééné smrti se po expozici yperitu miize podilet vznik
ROS, protein p53 a indukce katepsinu Q. Takovyto proces pak oznacujeme

»haprogramovanou nekrotickou smrti“ (Ghabili et al. 2011).

3.8 Klinicky obraz pri akutni intoxikaci

Akutni toxické uclinky se obvykle objevuji po rizn€ dlouhych
a bezptiznakovych obdobich latence. Délku latence ovliviiuje davka yperitu, zptsob
expozice, teplota prostfedi, skupenstvi yperitu a pravdépodobné zavisi na samotném

jedinci (Balali-Mood a Hefazi 2005, Jost et al. 2018, Kehe a Szinicz 2005).

Toxicita yperitu se zvySuje s rostouci teplotou a vlhkosti okoli. Akutni toxické
ucinky se proto projevi nejrychleji na vlhkych a teplych mistech Zivého organismu.
Ptikladem jsou sliznice, kiize bohatd na mazové a potni zlazy (napt. podpazi, Sourek,
analni oblast) a kozni mista, kterd jsou €asto mechanicky drazdéna (Jost et al. 2018,

Kassa et al. 1992, Kehe a Szinicz 2005).
Lidé vystaveni nizkym davkam yperitu zfidka trpi okamzitymi piiznaky
a kontaminované casti téla se mohou zdat pomérné dlouho normdlni. Jde vSak

o kumulativni jed, takZe obéti mohou nevédomky dostavat rostouci a nakonec velmi

vysoké davky (Ghabili et al. 2010).

3.8.1 Oci

Vyraznd precitlivélost o¢i vici toxickym ucinkim yperitu souvisi hlavné
s intenzivni metabolickou aktivitou epitelidlnich bunék rohovky a se snadnou penetraci

této latky ptes slizovité-vodni povrch rohovky a spojivky (Etezad-Razavi et al. 2006).
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O tom, jak zavazné bude poskozeni zraku, rozhodne ddvka a doba expozice plynnému

yperitu. Uzdraveni mtize pfitom trvat i nékolik let (Ghasemi et al. 2008).

Otrava nizkymi davkami (12-70 mg.min'.m™) se nejéast&ji projevi akutnim
zanétem spojivek. Pacient pocituje ptfitomnost ciziho télesa v oku, trapi ho bolestivost,
podrézdéni, slzeni a dochézi k lokalni hyperémii. Dojde-li kratce po expozici k pocitu
paleni, mohou za to zpravidla necistoty yperitu nebo prach na bojisti. Tento stav
kompletné vymizi v pribéhu né€kolika dni (Ghabili et al. 2010, Kehe a Szinicz 2005,
Wattana a Bey 2009).

Pii vys§ich davkach, 100-200 mg.min".m>, dochazi k poskozeni oénich videk
a rohovky. Davky nad 200 mg.min".m> se projevuji po§kozenim limbalniho cévniho
zasobeni a hlubsich vrstev rohovky, coz vede k docasné slepoté (Ghabili et al. 2010,
Javadi et al. 2005). Do 2 aZ 6 hodin se u zasaZenych vyskytuje silnd bolesti oci,
fotofobie, nadmérné slzeni, blefarospamus a otok oc¢nich vicek (Balali-Mood a Hefazi
2005). Z patologického hlediska dochazi k poranéni epitelu a endotelu a k edému
substantia propria rohovky (Ghabili et al. 2010).

Davky vyssi nez 400 mg.min™.m™ zpasobuji poskozeni rohovky v plné tloust'ce.
Dochazi k chemické ptedni uveitidé, kterd je doprovézena synechiemi a kataraktou.
Mize dojit 1 k pfechodnému zvySeni nitroocniho tlaku. Na o¢nim vicku se mohou
vyskytnout popaleniny 1. i 2. stupné. VétSina postizenych se uzdravi, ale rohovka
zUstane zakalena. Ve vyjimecnych pfipadech mize dojit az k perforaci rohovky (Ghabili
et al. 2010, Vidan et al. 2002). Masivn¢ poSkozené oko mize vyvolat tézky zanét
rohovky, jenZ mulZe vést k vytvofeni viedu v rohovce nebo kiritidé. V extrémnich
situacich mizZe dojit k panoftalmii, ktera obvykle vede aZ ke ztraté celého ocniho bulbu

(Patocka et al. 2004).

Mirné a stfedné tézké 1éze obvykle konci tiplnym zotavenim (Javadi et al. 2005).
Béhem 48 az 72 hodin dochazi postupné ke spontannimu hojeni, a to 1 bez 1éceni (Vidan
et al. 2002). Epitel rohovky je zhojen do tydne (Ghabili et al. 2010). K uplnému
symptomatickému zotaveni dochazi v pribéhu Sesti tydnl nebo i déle (Balali-Mood
a Hefazi 2005). Ke kompletnimu uzdraveni mtize dojit i u tézkych 1¢ézi, zpravidla vSak

u nich urcité poskozeni pietrvava (Javadi et al. 2005).
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3.8.2 Kiize

Akutni kozni léze mulzeme klasifikovat nasledovné: erytematdézni forma,
pigmentova exfoliace, povrchni vezikuldrni az buldézni forma, buldézni nekrotizace,
hlubokd nekrotizujici nebulézni forma a alergické a toxické kontaktni reakce kiize

(Balali-Mood a Hetfazi 2005).

Pfi expozici klize dochédzi zpravidla béhem 2 az 8 hodin k erytému, jenz je
doprovazen extrémnim svédénim a palenim (Balali-Mood a Hefazi 2005, Ghabili et al.
2010, Wattana a Bey 2009). Zhruba po 18 hodinidch se v oblasti erytému tvofi
subepidermalni puchyfe (malé vezikuly), které byvaji bolestivé jen zfidka. Vyjimkou
jsou ptipady, kdy se tvofi nad klouby a brani tak pohybu. Tfenim puchyii muze byt
vyvolana tvorba puchyiti novych. Tento stav oznafujeme jako pozitivni Nikolskyho
ptiznak, ktery znaci posSkozenou bazalni membranu (Ghabili et al. 2010). Puchyte jsou
obvykle tenkosténné a naplnéné c¢irou zlutou tekutinou, kterd neni toxicka (Kehe et al.
2008, Wattana a Bey 2009). Pozdé&ji se tyto puchyfe mohou spojit a vytvorit vétsi tzv.
,bully* (obr. 12) (Kehe a Szinicz 2005). Cely tento proces trva vétSinou okolo 4 az 6
dni (Kassa et al. 1992).

Obr. 12 Tvorba bull na levé ruce. Prevzato z: Chivers (2014).

Velké puchyie se obvykle roztrhaji, coz vede k uplné ztraté¢ kize a ke vzniku
koznich viedi. Na téchto mistech se mize vytvofit nekroticka vrstva, jez byva
nasledovand tvorbou escharii. Ty se béhem 4 az 6 dnil odloupnou a na stejném misté se

vytvoii jizva, kterd je dlouhodobé doprovdzena zvysenou pigmentaci v okoli
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(Balali-Mood a Hefazi 2005). Vysoké davky yperitu mohou zpiisobit velmi bolestivé
popaleniny (Ghabili et al. 2010).

K zahojeni erytému dochézi v prubéhu par dni, aniz by zptsobil skutecnou vadu
ktze. Celkova doba hojeni vezikuldrni/bul6zni formy po mirné expozici trva 4—6 tydnt.
Dojde-li vsak k téZkym 1ézim, tato doba se mize protdhnout az na nckolik tydnt
(obvykle 6-12 tydnli). Mista zahojenych 1ézi jsou velmi citlivd na mechanické
poskozenim(Balali-Mood a Hefazi 2005, Jost et al. 2018, Patocka et al. 2004, Wattana
a Bey 2009). Ve zhojené Casti dochazi vlivem destrukce melanocytt k hypopigmentaci,
naopak oblast obklopujici pivodni 1ézi se stavd vzhledem ke stimulaci melanocyti
hyperpigmentovanou. Mlze se navic jednat o trvaly stav (Balali-Mood a Hefazi 2005,

Ghabili et al. 2010).

Dalsi vazné poskozenou strukturou kize je kolagen. Neddvné experimenty navic
ukazaly, Ze kolagenaza neni schopna degradovat yperitem modifikovany kolagen,

a to 1 pres jeji zvysenou hladinu (Pohanka 2012b).
3.8.3 Respiracni systém

Symptomy souvisejici s poSkozenim respiracniho systému se obvykle objevuji
po ocnich pfiznacich, ale diive nez kozni 1éze (Balali-Mood a Balali-Mood 2009).
Zasazeny mohou byt rizné casti dychaciho systému pocinaje nosni sliznici
az po terminalni bronchioly (Balali-Mood a Hefazi 2005). Patologickou sekvenci
akutnich G¢inkli miZeme rozdélit do 4 fazi: kataralni staddium, pseudomembrandzni
laryngotracheitida, pseudomembranézni bronchitida a bronchopneumonie a vznik

plicnich abscesti nebo gangrény (Kehe et al. 2008).

Nizké inhalaéni davky yperitu (12-70 mg-min/m’) mohou zpisobit prvni
pfiznaky, jako jsou podrazdéni nosni sliznice, chrapot, kychani, kaSel a bolest v krku.
Nésleduje slzeni, vytok z nosu, ztrita Cichu i chuti, duSnost a pii vysokych
koncentracich dochéazi 1 ke ztrat€ hlasu. S rostoucimi davkami dochézi také k tvorbé
pseudomembran podobajicim se tém, které jsou typické pro zaskrt. Tyto
pseudomembrany se mohou uvolnit z bronchiotrachedlni st€ény a zpiisobit obstrukci
dychacich cest. Nejfatalnéjsim diisledkem obstrukce miize byt zéstava srdce. ZvySujici
se zanét dychacich cest a nekrdza epitelu plisobi hemoptyzu a produkci visk6zniho
hlenu obsahujiciho nekrotické zbytky. Tento stav muze vést k plicni gangréné

nebo k té€zké plicni infekci (Ghabili et al. 2010, Jost et al. 2018, Kehe a Szinicz 2005,
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Kehe et al. 2008, Wattana a Bey 2009). Casto se jedna o pseudomonadové infekce
rozvijejici se 3648 hodin po vystaveni zpisobujici bronchopneumonii, jezZ mé tendenci
tvofit abscesy. Tyto obtize konci fataln¢ (Wattana a Bey 2009). Mezi dalsi akutni
priznaky patii tachypnoe, jez vede k respiracni alkaldze. Pii nadmérném poskozeni
plicnich bunék, ztraté surfaktantu a rozvoji plicniho edému dochdzi naopak k syndromu

akutni dechové tisné a k rozvoji acidozy (Ghabili et al. 2010).

ZlepSeni zdravotniho stavu nastava obvykle 3. az 4. den od expozice, nicméné

uplné vyléceni mize trvat 1-2 mésice (Kassa et al. 1992, Wattana a Bey 2009).

3.8.4 Systémova toxicita

Mezi systémy, které byvaji ¢asto postizeny ptisobenim yperitu, patii kostni dfen,
gastrointestinalni trakt a centrdlni nervova soustava. Vysoké davky maji téz toxické

ucinky na ledviny a kardiovaskularni systém (Patocka et al. 2004, Wattana a Bey 2009).
Kostni dien

Yperit mize siln¢ poskodit organy obsahujici rychle se dé€lici bunky. V ptipadé
kostni dfen¢ dochazi k myelosupresi, jeZ je spojena se zménami v krevnim obraze
a poruchami imunitniho systému (Jost et al. 2018). Na ucinek yperitu jsou velmi
senzitivni granulocyty a megakaryocyty. U zasaZeného se do 3 dnl po expozici miize
objevit leukocytoza, ktera je béhem 7-10 dni nasledovana leukopenii a nékdy
1 pancytopenii. Leukopenie je zavazna, pocet bilych krvinek byva okolo 200/ul,
ale miize jich byt i mén¢ (McManus a Huebner 2005, Pita a Vidal-Asensi 2010).

Gastrointestinalni trakt

Sliznice gastrointestinalniho traktu je velmi citliva na Gc¢inky yperitu. Divodem
neni pouze lokalni ucinek pii perordlni otravé, ale 1 systémova toxicita po inhalaci
nebo po vstiebani kazi (Pita a Vidal-Asensi 2010). Mezi nejbéznéjsi piiznaky patii
nevolnost, zvraceni, anorexie, bolest bficha a prijem. Pfechodnéd nevolnost a zvracenti,
objevujici se v prvnich 24 hodinach po expozici, nicméné neznamenaji nutné poskozeni
gastrointestinalni sliznice. Jeji poskozovani spole¢né s vyluCovanim ¢€asti epitelu zacina
béhem nékolika dni po otravé. Nasledkem je ztrata velkych objemi tekutin
a elektrolytli, zvySend permeabilita stfevni stény pro toxické latky ¢i snizeni lokalniho
obranného mechanismu pted bakteriemi. U zasazenych se vyskytovaly nélezy

jako akutni gastroduodenitida s hemoragickou erozi, akutni deskvamativni enteritida
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a tézkd hemoragickd nekrotickd kolitida (Balali-Mood a Hefazi 2006, Graef a
Karnofsky 1948).

Centralni nervova soustava

Doposud nebyl zcela popsan mechanismus, jakym yperit poSkozuje centralni
nervovou soustavu (Jost et al. 2018). Byly odhaleny mirné¢ a velmi nespecifické
neurologické ptiznaky, jako jsou bolest hlavy, uzkost, strach z budoucnosti, neklid,
zmatenost a letargie (Balali-Mood a Hefazi 2005). Inhalace vysokych koncentraci
yperitu muze vést k zachvatim, po nichz nasleduje depresivni faze, ve které je pacient
apaticky (Pita a Vidal-Asensi 2010). Ve velmi zavaznych piipadech muze dojit
az k excitaci centralni nervové soustavy spojené s tézkymi kie¢emi (Dacre a Goldman

1996).

3.9 Prvni pomoc a terapie

Terapie otravy yperitem zahrnuje 1é¢bu antidoty, odmoteni a specifickou 1é¢bu
tykajici se konkrétnich organd. Daéle lze zminit 1 1écbu antioxidanty, kterda je
momentalné predmétem mnoha vyzkumi. Cinnosti souvisejici s prvni pomoci jsou

uvedeny v nasledujicich bodech.

3.9.1 Zasady prvni pomoci

Zasazeni yperitem musi byt rychle pfesunuti ze zamoteného prostiedi vhodné
chranénymi osobami. Veskeré kontaminované obleceni musi byt svléknuto, aby yperit
nemohl pronikat kiizi do téla. Pokozku je tfeba dikladné¢ omyt vodou a mydlem s pH
kolem 7,0 nebo jinym Setrnym cisticim prostfedkem. Je-li mnoZstvi vody omezené, je
mozné pouzit mouku nebo mastek. Tyto latky jsou schopné na sebe yperit z pokozky
navazat. V dalS$im kroku je nutné je setfit, napiiklad vlhkym ru¢nikem. K myti
postizenych oblasti je mozné také pouzit olej, petrolej nebo benzin. Dojde-1i k zasazeni
o¢i, musi byt okamzit¢ vyplachnuty velkym mnozstvim fyziologického roztoku,
Ringerova roztoku nebo vody. Nasleduje ptedani zasazenych osob do Ié¢kaiské péce.
Lékati u téchto osob musi stanovit zavaznost otravy. TéZce i stiedné téZce intoxikovani
zlstavaji v nemocnici. Lehce zasazeni, ktefi nemaji Zadné ptiznaky, musi byt po dobu
nejméné 24 hodin sledovani, a pokud se béhem této doby objevi znamky otravy, musi
zlstat v péci 1€karti. Naopak asymptomaticti pacienti mohou byt propusténi (Bajgar et

al. 1991, Balali-Mood a Hefazi 2005, Borak a Sidell 1992, Kassa et al. 1992).

37



3.9.2 Antidotalni lé¢ba

Toxickym projeviim yperitu muizeme zabranit podanim infuze thiosiranu
sodného v davce 500 mg/kg. Nicméné k jejimu podani musi dojit bezprostiedné
po expozici nebo nejpozdéji do 30 min, tedy diive, nez dojde k tvorbé ireverzibilnich
vazeb na DNA. Na lokalni poSkozeni toto antidotum uc¢inek nema. Kombinaci s fadou
dalSich latek je mozné ucinnost thiosiranu sodného zlepsit. Do kombinace lze pouzit
cystein, citrat sodny, dexamethason, promethazin, heparin ¢i vitamin E. Doposud vsak
nebylo vyvinuto zadné specifické antidotum, které by bylo ucinné a zaroven by se dalo
podat po delsi dob¢. (Balali-Mood a Balali-Mood 2009, Balali-Mood a Hefazi 2005,
Patocka et al. 2004, Prymula et al. 2002).

3.9.3 Dekontaminace a terapie

3.9.3.1 Gastrointestinalni trakt

V ptipad¢ otravy zazivaciho traktu je vhodné vyplachnout tsta nasledujicimi
roztoky: 1-2% NaHCO3, 0,25-0,5% monochloramin B nebo 0,9% NaCl. Lze pouzit
1 nezdvadnou vodu. Nejpozd¢ji do jedné hodiny po podani je nezbytné u postizenych
vyvolat zvraceni nebo odsat Zalude¢ni obsah. Poté opakované vyplachnout Zaludek 1%
roztokem thiosiranu sodného nebo 0,05% roztokem KMnQOy, a to v mnoZstvi nejvyse
500 ml. Pokud by doslo k vyplachu pozdéji, je zde vysoké riziko perforace travici
trubice. Nasledné podame postizenému aktivni uhli v ddvce 40 g kazdé ctyfi hodiny.

Pro lepsi ti¢inek je vhodné jej rozdrtit (Patocka et al. 2004, Prymula et al. 2002).

3.9.3.2 Kozni léze

K odmofteni kiize 1ze pouzit univerzalni prosttedek IPB-80 (Desprach). Dale 1ze
pouzit 1-2% roztok monochloraminu B, 0,5-1% roztok KMnOQOy, chlorové vapno
¢1 vodné roztoky sirniku sodného, NaHCO3 a NaClO. Aby bylo zabranéno sekundarnim
infekcim, musi se postizena mista Casto mazat antibiotickymi krémy obsahujicimi
sttibrné soli sulfadiazinu (u nés naptiklad Ialugen plus) nebo tetracyklinovou masti. Je
mozné 1 podani Sirokospektrych tetracyklinovych antibitok, napt. tetracyklinu nebo
oxytetracyklinu. Ke sniZzeni svédéni, podrazdéni ¢i k potlaceni zanétlivych reakcei lze
pouzit kortikoidy, systémova antihistaminika nebo suspenzi oxidu zine¢natého. Silna

analgetika (napft. Dolsin) mohou pomoct s intenzivni bolesti.
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Puchyte mensi nez 2 cm by mély zistat neporusené. Pokud ovsem dojde k jejich
spontannimu prasknuti, mize to hojeni urychlit. Puchyfe nad 2 cm musi byt naopak
perforovany a jejich tekutina odsata. Nasleduje vyplach fyziologickym roztokem
a oSetfeni antimikrobidlnimi krémy s obsahem stiibrné soli sulfadiazinu nebo mafenid

acetatu. U velkych popélenin je vhodné provést transplantaci postizené klize.

Lécba chronickych potizi je prevazné symptomatickd. Antihistaminika a latky
zmekc¢ujici kizi mohou pomoct se zmirnénim svédéni a zlepSit suchost pokozky.
Hyperpigmentovana kize muze byt oSetfena opalovacimi krémy nebo jinymi vhodnymi
krémy (Balali-Mood a Hefazi 2005, Jost et al. 2018, Patocka et al. 2004, Prymula et al.
2002).

3.9.3.3 Oc¢ni léze

Oc¢i je nutné vyplachnout co nejdfive, a to i u asymptomatickych pacientt.
Vhodnymi roztoky k vyplachu jsou NaHCOj3 (1-3%), monochloramin B (0,5%) a NaCl
(0,9%). Pripadné Ize pouZit Cistou, nezavadnou vodu. Dal§imi moZnostmi jsou nasycené
roztoky siranu sodného, siranu hofecnatého, kyseliny zine¢naté nebo kyseliny borité.
Po expozici se miZe na spdlend o¢ni vicka nanést vazelina, aby se zabranilo jejich

prilepeni.

Mydriatika, napfiklad atropin, jsou podavana, aby se pfedeslo vzniku zadnich
synechii. Mohou byt také pouZita k utiSeni bolesti, které jsou vyvolany kieci ciliarniho
svalu. Ke zmirnéni bolesti miZe byt lokdlné podan 1-2% kokain. Naopak podani
lokalnich anestetik je nevhodné, nebot jsou nebezpecna jak pro zdravou,

tak 1 pro poskozenou rohovku.

Lokalni kortikoidy lze pouzit ke snizeni otoku spojivky a rohovky, a to pouze
pokud nedoslo k epitelidlnimu poSkozeni rohovky. V ptipadé€, ze k tomuto poskozeni
doslo, je mozné je pouzit aZ po zhojeni. Edém ocnich vi¢ek mizeme tlumit obklady

s 2% chloridem vapenatym. Lze je prikladat i 10x za den.

Zanét rohovky miZzeme podle zavaznosti léCit s pouzitim umélych slz,
terapeutickych kontaktnich ¢oc¢ek a imunosupresivnich 1é€iv, jako je azathioprin. Mozné
je 1 pouziti lokdlnich ¢i systémovych kortikosteroidi. Piikladem mulze byt
hydrokortizon ve form¢ o¢nich kapek nebo alkalické masti (Balali-Mood a Hefazi 2005,
Borak a Sidell 1992, Patocka et al. 2004, Prymula et al. 2002).
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3.9.3.4 Respiracni systém

Mezi hlavni zplsoby 1éCby patii respiracni fyzioterapie, oxygenoterapie
a napojeni na umélou plicni ventilaci. U pacientl s dychacimi obtizemi je vhodna
inhalace vlhkého vzduchu ¢i 2% roztoku NaHCOs. V zavislosti na druhu kasle muzeme
podat antitusika nebo expektorancia, jako je N-acetylcystein. Dulezité je okamzité
podani velkych davek inhalacniho kortikosteroidu beklometasonu, aby se zabranilo
vzniku edému plic. Doporuceno je pet hlubokych vdechii kazdych deset min. U pacienta
s hypersenzitivnimi dychacimi cestami se podavaji bronchodilatancia. Jako nejucinng;jsi
se ukézala byt kombinace f-agonisty (napi. salbutamolu) s anticholinergni latkou (napf-.
ipratropiem). Chemicka pneumonitida, kterda vznika pfi velmi vazném poskozeni
dychacich cest, vyZzaduje intenzivni a cilenou 1écbu (Balali-Mood a Hefazi 2005, Borak

a Sidell 1992, Patocka et al. 2004).

3.9.4 Antioxidacni lécba

Ke zmirnéni a 1écbé poranéni, ptipadné ke zlepsSeni nasledkti zpiisobenych
yperitem, lze pouzit antioxidanty nebo je mozné stimulovat jejich zvySenou
intracelularni produkci (Nourani et al. 2016). Nedavné studie ukézaly, Ze antioxidacni
terapie naSla uplatnéni pti 1éCbe zanétu a poSkozeni dychacich cest (Tahmasbpour et al.

2015).

Antioxidanty sniZuji oxidacni poSkozeni, a to snizenim tvorby volnych radikald,
reakci s nimi nebo jejich neutralizaci. Naptiklad kurkuminoid, N-acetylcystein, GSH,
vitamin E, vitamin D, extrakty z Aloe vera a melatonin, sniZuji markery oxida¢niho

poskozeni vyvolaného yperitem (Nourani et al. 2016, Tahmasbpour et al. 2015).

Novéjsi studie uvadeji, ze perordlni podavani samotného kurkuminoidu
nebo v kombinaci s piperinem snizuje poskozeni plic, stimuluje antioxida¢ni aktivitu

a potlacuje oxidacni stres (Tahmasbpour et al. 2015).
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4 HYPOTEZA

Klinicky stav zasazenych jedinci spolecné sin vivo experimenty ukazuje,
zepo perkutanni intoxikaci yperitem dochdzi k vyznamné absorpci této latky
a k poskozeni raznych vnitinich organti. Dosavadni studie, hodnotici histopatologické
zmény po expozici yperitu, se zaméfovaly pouze na ucinek konkrétni davky.
Vijayaraghavan et al. (2005) naptiklad zkoumali zavaznost toxickych ucinkl yperitu
v jatrech a plicich po perkutannim, subkutinnim a perordlnim podéni 100 % LDsg
u my$i kmene Swiss albino a u potkanti kmene Wistar. Prokazali, Ze perkutdnni podéani
subkutannimu a ordlnimu podani. Jatra se pfitom jevily jako nejzavaznéji postizeny
organ, a to nezavisle na zpiisobu expozice. Zaroven se jednalo o prvni studii, ktera
prokazala vyssi toxicitu yperitu po perkutannim nez subkutdnnim podani. Sharma et al.
(2008) se naopak zaméfili na porovnani histopatologickych zmén vyvolanych sirnym
nebo dusikatymi (HN1, HN2 a HN3) typy yperit po perkutanni intoxikaci 100 % LDs.
Histopatologické vySetfeni prokazalo vysokou toxicitu u obou z nich, vyssi toxicitu

ze stran jaterni tkané a ledvin nicmén¢ vykazoval sirny yperit.

Studie hodnotici vztah oxidac¢niho stresu k intoxikaci yperitem in vivo jsou
cetnéjSi. VEtSina studii se ale zaméfuje na kratké Casové intervaly (< 24h) (Anderson et
al. 2000, Pohanka et al. 2011a, Pohanka et al. 2011b, Sauvaigo et al. 2016, Zhang et al.
2019). Vyjimkou je naptiklad studie Kumara et al. (2001), kterd hodnotila ukazatele
oxidacniho stresu v krvi, jatrech a plicich u mysi kmene Swiss albino tfi dny
po intoxikaci. Nebo studie Sharma et al. (2009) hodnotici vliv velmi nizkych davek
yperitu (< 1/20 LDsgy) pii dlouhodobé expozici (12 tydnl) na ukazatele oxidaniho
stresu v mozku mysi stejného kmene. V téchto studiich jsou ale ¢asto pouzivany pouze
jednotlivé davky a ve vétsin€é piipadli nejsou zmény ukazatell oxidacniho stresu

hodnoceny v kontextu histopatologickych zmén.

Studie, ktera by hodnotila davkové a casové zavislosti plsobeni yperitu
z pohledu rozvoje histopatologickych zmén wvnitinich orgénii v kontextu ukazateli
oxida¢niho stresu tak doposud chybi. Takova studie by mohla vyznamné piispét
k pochopeni patogeneze poskozeni vnitinich orgdni po perkutdnni expozici yperitu

a prispét svymi poznatky ke zlepSeni farmakoterapie.
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5 CILE PRACE

Cile experimentalni ¢asti diplomové prace je mozné rozd¢lit do dvou skupin:

A. zhodnotit ukazatele oxidac¢niho stresu in vivo prostiednictvim metody TBARS
a FRAP v mysich jatrech, plicich a ledvinach po perkutanni intoxikaci yperitem
davkami odpovidajicimi 25 %, 50 %, 75 %, 100 % a 150 % LDs, v intervalu ti,

péti a sedmi dnd,

B. vyhodnotit histopatologické zmény v mysich jatrech, plicich a ledvinach
vyvolané yperitem v davkach odpovidajicich 25 %, 50 %, 75 %, 100 % a 150 %

LDs v intervalu tfi, péti a sedmi dnd.
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Material a metodika

6.1.1 Chemikalie

Sirny yperit — byl poskytnut Vojenskym technickym ustavem v Brn& (Ceska
republika) a bylo s nim zachdzeno pouze v prostorach Katedry toxikologie, Fakulty
vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany (FVZ UO; Hradec Kralové, Ceska
republika) na zaklad& povoleni Statniho ufadu pro jadernou bezpecnost (Praha, Ceska
republika). S yperitem pracovali vyhradné progkoleni zaméstnanci FVZ UO. Cistota
yperitu byla ovéfena pomoci 7000D Triple Quadrupole GC-MS (Agilent Technologies;
Santa Clara, CA, USA) a jeji hodnota byla mezi 97-98 %.

Deionizovana voda — byla pfipravena na Katedfe toxikologie, FVZ UO pomoci

piistroje Aqual 29 (Aqual; Brno, Ceska republika).
Ostatni pouzité chemikalie:

o 2.4 6-tris(2-pyridyl)-S-triazin (TPTZ) [> 98% (w/w); Sigma-Aldrich; St. Louis,
MO, USA]

e Aceton (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)

e Bezvodé montovaci médium DPX (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)

e Dimethylsulfoxid (DMSO) [> 99,9% (w/w); Sigma Aldrich; St. Louis, MO,
USA]

e Eosin (Merck; Praha, Ceska republika)

e Ethylalkohol [95% (w/w); Dr. Kulich Pharma, s.r.o.; Hradec Kralové, Ceska
republika]

e Ethylenglykol (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)

e Fosfatovy pufr (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)

e Fyziologicky roztok (B Braun Melsungen AG; Melsungen, Némecko)

e HCI [37% (w/w); Penta Chemicals; Chrudim, Ceska republika]

e Hematoxylin (Merck; Praha, Ceska republika)

e Chloramin T (Alter; Hradec Kralové, Ceska republika)

e Chlorid zelezity bezvody (FeCl;) [97 % (w/w); Penta Chemicals; Chrudim,
Ceska republika]
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6.1.2

Isofluran (Baxter; Deerfield, IL, USA)

Jodi¢nan draselny (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)

Ledova kyselina octova (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)

Neutralni formalin (Chemapol; Praha, Ceska republika)

Parafin (Paramix; Holice, Cesk4 republika)

Siran hlinity (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)

Tekuty dusik (SIAD; Hradec Kralové, Ceska republika)

Thiobarbiturova kyselina (TBA) [> 98,0% (w/w); Sigma-Aldrich; St. Louis,
MO, USA]

Trichloroctova kyselina (TCA) [> 99,0% (w/w); Sigma-Aldrich; St. Louis, MO,
USA]

Xylen (Lach-Ner; Neratovice, Ceské republika)

Zelatina (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)

Pomiicky a pristroje

Spotiebni material:

Kryozkumavky (TPP Techno Plastic Products AG; Trasadingen, Svycarsko)
Kyvety (Verkon; Praha, Ceska republika)

Spi¢ky na pipety (Verkon; Praha, Ceska republika)

Zkumavky (Eppendorf; Hamburg, Némecko)

Laboratorni pomiicky a pfistroje:

Analytické vahy CPA225D-OCE (Sartorius AG; Gottingen, Némecko)
Automatické pipety Transferpette S (Brand GmbH + Co.KG; Wertheim,
Némecko)

Blokovy termostat MBT 250 (Kleinfeld Labortechnik; Gehrden, Némecko)
Centrifuga Universal 320/R (Hettich; Tuttlingen, Némecko)

CO, inkubator NB-203 (N-Biotek; Bucheon-si, Jizni Korea)

Hlubokomrazici box (Sanyo; Osaka, Japonsko)

Homogenizator s nerezovym dispergacnim nastavcem Ultra-Turrax T 10 basic
(IKA; Staufen im Breisgau, Némecko).

Inkubator Memmert BE 500 (Memmert GmbH + Co.KG; Schwabach,

Némecko)
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e Kadinky (Verkon; Praha, Ceska republika)

o Kryci sklicka (Waldemar Knittel Glasverarbeitungs GmbH; Braunschweig,
Némecko)

e Mikrotom SM 2000R (Leica, Wetzlar, Némecko)

e Odmérné banky (Verkon; Praha, Ceska republika)

e Ploténka VD-1 (BICELS; Hradec Kralové, Ceska republika)

e Podlozni sklicka (Waldemar Knittel Glasverarbeitungs GmbH; Braunschweig,
Némecko)

e Sklenéna ty¢inka (Verkon; Praha, Ceska republika)

e Spektrofotometr Evolution 201 (Thermo Scientific; Waltham, MA, USA)

e Stithaci strojek Moser 1400 (Wahl GmbH; Unterkirnach, Némecko

e Tkanovy procesor Leica TP1020 (Leica; Wetzlar, Némecko)

e Umeélohmotna podlozka (Vojenska Iékatska akademie Jana Evangelisty Purkyné
v Hradci Kralové)

e Vortex V-1 plus (Biosan; Riga, Loty$sko)

e Zdravotnicka lepici paska (Livsane; Praha, Ceska republika)

6.1.3 Pokusna zvirata

Pro ucely experimentu byly pouzity samice laboratornich mysi kmene C57BL/6
(Velaz s.r.o., Unétice, Ceska republika). Jejich staii bylo v rozmezi 12 az 16 tydnt
a hmotnost mezi 16 aZz 24 g. Samice b&hem experimentu piebyvaly v klimatizované
mistnosti o teplot¢ 22 + 2 °C a vlhkosti 50 £ 10 % s 12hodinovym svétlem
(07:00-19:00). Mysi byly krmeny dietou DOS-2B (BIOPO spol. s.r.o., Brno, Ceska
republika) a mély volny pfistup k pitné vodé z napéjecky. Pred experimentem byly mysi
aklimatizovany ve vivariu po dobu minimdlné 15 dnl. Experiment byl provadén
po schvaleni Etickou komisi FVZ UO (€. j. 69233/2015-MZE-17214). Experimenty se

zvitaty provadéli pouze zaméstnanci akreditovani pro tuto ¢innost.

6.1.4 Experimentalni modely

6.1.4.1 Experimentalni model 1

Sedmdesat mysi bylo ndhodné rozdéleno do sedmi skupin po deseti zvifatech,

pfi¢emz jedna ze skupin piedstavovala kontrolni skupinu. Dva dny ptfed zahajenim

45



experimentll byly mySi koncetinami fixovany na umélohmotnou podlozku pomoci
zdravotnické lepici pasky. Poté jim byla opatrné vyholena srst v celém rozsahu zad
pomoci stiihaciho strojku bez nastavce. Nésledné byla zvifata odpoutdna, navracena

do kleci a pokozka zad ponechdna regenerovat po zékroku.

Po uplynuti dvoudenniho intervalu byla zvitata opét fixovana na umeélohmotnou
podlozku (postup viz vyse) a umisténa do digestofe uréené pro praci s BCHL
a laboratornimi zvifaty. Do stfedni Céasti zad (mezi lopatky hornich koncetin) byl
jednotlivym skupindm perkutanné aplikovan yperit v davkach 75, 100, 125, 150, 175
a 200 mg/kg. Yperit byl ponechan ptsobit po dobu 60 min. Poté byla pokozka zad
dekontaminovana pomoci 2% roztoku chloraminu T, zvifata byla odfixovana
a navracena do kleci. Po dobu 30 dnt bylo sledovéno ptfezivani zvifat. Na zaklad¢
tohoto experimentu byla vypocitdna LDsys39 pro dal§i experiment. Mysi v kontrolni
skupiné podstoupily stejnou proceduru, ale misto yperitu jim byl aplikovan fyziologicky

roztok.

6.1.4.2 Experimentalni model 2

V tomto experimentu byly mysi rozdéleny do 17 skupin dle nésledujici tabulky
(tab. 3), v€etné tiech kontrolnich a 14 intoxikovanych skupin. Kontrolni 1 intoxikované
skupiny prosly stejnou procedurou (odstranéni srsti dva dny pied experimentem,
aplikace yperitu a nasledna dekontaminace) jako mysi v pfedchozim experimentalnim
modelu (viz kapitola 6.1.4.1). Kontrolnim mysSim byl v§ak misto yperitu na pokozku zad
aplikovan fyziologicky roztok. Po dobu tfi, péti a sedmi dnil bylo pozorovano ptezivani

zvitat a vliv LDsy na zmény jejich vahy.

Tab. 3 Prehled skupin laboratornich mysi perkutanné intoxikovanych yperitem.

Den odbéru

Davka yperitu Celkovy pocet mysi 3. den 5. den 7 den
kontroly 21 7 7 7
25% LDs 21 7 7 7
50% LDs, 21 7 7 7
75% LDs, 22 7 7 8
100% LD:s, 31 7 12 12
150% LDs, 18 6 12
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Pocty zvitat byly 5. a 7. den ve skupinach intoxikovanych 75 %—150 % LDs,
yperitu navyseny kvili moznému thynu. Skupina intoxikovana 150 % LDsy, kterd by
byla odebirana 7. den po intoxikaci, nebyla na zakladé predchozich vysledka do tohoto

experimentu zatrazena.

Tteti, paty a sedmy den po intoxikaci doslo k odbéru biologickych vzorkd. Mysi
byly nejdiive usmrceny za pouziti anestézie isofluranu. Po provedeni euthanasie byly

pro dalsi vysetieni odebrany vzorky plic, jater a ledvin.

Vzorky urCené pro stanoveni parametrii oxidacniho stresu byly bezprostfedné
po odbéru vlozeny do 1,5 ml kryozkumavek a okamzité vlozeny do tekutého dusiku.
Nasledovalo uchovani v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C, nez byla provedena
dalsi analyza. Vzorky urcené pro histopatologické vysetieni byly vlozeny do nadobky

s roztokem 10% neutralniho formalinu.

6.1.5 Homogenizace organii pro stanoveni oxidac¢niho stresu

Pted vlastni homogenizaci byly jatra, plice a ledviny nejprve rozmrazeny.
Nasledovalo zvazeni jednotlivych organti na analytickych vahéach. Byla-li jejich
hmotnost vétsi nez 250 mg, byla z nich skalpelem odebrana ¢ast o hmotnosti pfiblizné
200 mg. Tato ¢ast byla umisténa do 10 ml zkumavky. Pfi hmotnosti mensi nez 200 mg
byl ponechan cely organ. K organu byl nasledné pfidan fosfatovy pufr v mnozstvi 1 ml
na 100 mg vzorku a byla provedena homogenizace pomoci homogenizatoru
s nerezovym dispergacnim nastavcem. Nejprve 10 az 15 s a poté se zkumavky nechaly
stat na ledu po dobu 5 £ 1 min. Bezprostiedné po uplynuti tohoto ¢asu probéhla dalsi
10s homogenizace. Nasledovalo odstiedéni (3000 % g 5 min, 4 °C) pomoci
stolni centrifugy a prepipetovani 30 ul supernatantu do tfech 1,5 ml zkumavek a 200 pl
supernatantu do tfech 2 ml zkumavek. Takto pfipravené vzorky byly uchovany

pro pozdéjsi pouZiti pti -80 °C.
6.1.6 Ferric reducing antioxidant power (FRAP)

Nejdfive bylo nutné zkumavky se zhomogenizovanymi vzorky organd
rozmrazit. Béhem této doby byly pfipraveny roztoky nutné pro provedeni této metody.
Prvnim byl 10mM roztok TPTZ ve 40mM HCI a druhym 20mM roztok FeCls
v deionizované vodé. Poslednim roztokem byl 0,1M octanovy pufr o pH 3,6. Z téchto

roztokli byl nasledné Cerstve pfipraven roztok reakéni smeési (3 ml TPTZ + 3 ml FeCl; +
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30 ml octanového pufru), ktery byl zahtivan v CO, inkubatoru 10 min na 37 °C. Do 1,5
ml zkumavky bylo k 30 pl vzorku nebo k 30 ul 10mM fostatového pufru o pH 7,4
(blank) pfidano 200 pl ptipraveného c¢inidla a vznikld smés byla ziedéna 770ul
deionizované vody. Po promichéni na vortexu byly vzorky 10 min inkubovany
pti laboratorni teploté. Nasledovalo vlozeni zkumavek se smési do centrifugy (10000x
g, 10 min, 4 °C). Vznikly supernatant byl piepipetovan do jednorazové kyvety

a na spektrofotometru byla zméfena absorbance pii vinové délce 593 nm proti blanku.

Hodnota FRAP byla vypocitina za pomoci extinkéniho koeficientu

dle nasledujiciho vzorce:
¢ = [(A*Fedéni*koef)/g]*10°

c ... koncentrace antioxidantl ve vzorku [umol/g]

A ... absorbance testovan¢ho vzorku

fedéni FRAP = 33,33

koef ... koeficient pro tkan¢ = 0,011

& ... extinkéni koeficient FRAP = 26200 1'mol™-cm™

6.1.7 Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)

Tato metoda byla také zahdjena rozmrazenim zhomogenizovanych vzorka
a pripravou potfebnych roztokd. Prvnim z nich byl 10% roztok TCA v deionizované
vod¢, druhym byl roztok TBA v DMSO. Nasledné bylo do 2 ml zkumavky s 200 pl
rozmrzlého vzorku nebo s 200 pl 10mM fosfatového pufru o pH 7,4 (blank) pfidano
400 pul TCA. Smés byla promichana na vortexu a inkubovéana 15 min na ledu. Poté byl
roztok odstfedén na centrifuze (3000 x g, 15 min, 4 °C). 400 pl odebraného
supernatantu bylo smichédno se 400 pul TBA a smés byla promichéna. Nasledn¢ byla
provedena inkubace vzorku v blokovém termostatu pii teplot€¢ 100 °C po dobu 10 min.
Poté doslo pod tekouci vodou k ochlazeni na laboratorni teplotu (piiblizn€ 1 min). Thned

po zchlazeni byla méfena absorbance pfi vinové délce 532 nm proti blanku.

Hodnota TBARS byla vypocitana za pomoci extinkéniho koeficientu dle tohoto

VZOrce:
¢ = [(A*Fedéni*koef)/g] *10°

¢ ... koncentrace MDA ve vzorku [nmol/g]

A ... absorbance testovaného vzorku
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fedéni TBARS =6
koef ... koeficient pro tkané = 0,011
¢ ... extinkéni koeficient TBARS = 156000 1:mol!-¢cm™

6.1.8 Zhotoveni histologickych preparata

Zafixovani, dehvdratace a zaliti preparatu do parafinu

Odebrané vzorky byly v roztoku formalinu fixovany po dobu minimalné¢ sedmi
dnii, nez bylo pfistoupeno Kk jejich dalSimu zpracovani. To spocivalo nejprve
v oplachnuti vzorkli pod tekouci vodou po dobu 60 min. Po vyplachnuti nasledovalo
vlozeni do vzestupné alkoholové fady, xylenu a parafinu. Cely proces dehydratace
probéhl ve tkanovém procesoru a jeji prubeh je struéné popsan v tab. 4. Poslednim

krokem bylo zaliti vzorkl do parafinovych block.

Tab. 4 Pribéh dehydratace v tkanovém procesoru

Poradi Typ lazné Délka lazné
1. ethylalkohol 70% 60 min
2. ethylalkohol 70% 60 min
3. ethylalkohol 80% 120 min
4. ethylalkohol 90% 60 min
5. ethylalkohol 95% 60 min
6. ethylalkohol 95% 90 min
7. ethylalkohol 99% 180 min
8. xylen 90 min
9. xylen 90 min
10. xylen 90 min
11. parafin 240 min
12. parafin 300 min

Nakrajeni a natazeni preparata na podlozni sklicka

Po zatuhnuti parafinu byly z parafinovych blockt ukrojeny pomoci mikrotomu
celkem tfi fezy o Sifce 5 pum. Vzniklé fezy byly dény na podlozni mikroskopicka
sklicka, ktera byla pfedem zbavena mastnoty za pouziti 70% ethylakoholu a byl na né
nanesen roztok 0,5% Zelatiny. Pro nataZeni fezl je duleZité, aby byla podloZni sklicka

polozena na ploténku o teploté 37—40 °C. Piebyte¢nou Zelatinu bylo nutné slit a nechat
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okapat. Preparaty byly nasledné vlozeny k dosuSeni do inkubatoru Memmert BE 500
vyhtatého na teplotu 37 °C.

Odstranéni parafinu

Pfed nabarvenim preparati bylo nezbytné odstranit zfezli, natazenych
na podlozni sklicko, parafin. K tomuto ucelu poslouzila lazenn obsahujici sestupnou
alkoholovou fadu a xylen, do které byla ponofena podlozni mikroskopickd sklicka.

Ptehledné je proces odparafinovani popsan v tab. 5.

Tab. 5 Proces odstranéni parafinu z preparatii

Poradi Typ lazné Délka lazné
1. xylen 10 min
2. xylen 10 min
3. xylen 10 min
4. ethylalkohol 96% 10 min
5. ethylalkohol 96% 10 min
6. ethylalkohol 70% 10 min
7. deionizovana voda 5 min

Barveni hematoxylin-eosinem

Odparafinované mikroskopické preparaty byly nabarveny zakladnim
histologickym barvivem hematoxylin-eosinem. V prvnim kroku bylo potifebné ptipravit
roztok Gillova hematoxylinu. V 710 ml deionizované vody byly za sou¢asného michani
rozpustény 4 g hematoxylinu, 0,4 g jodi¢nanu draselného a 35,2 g siranu hlinitého.
K tomuto roztoku bylo za nepfetrZittho michani pfidano 250 ml ethylenglykolu.

Na zavér byl roztok smichan se 40 ml ledové kyseliny octové.

Do takto vytvofené smési byly na 3 min vloZeny preparaty, které byly nasledné
omyty deionizovanou vodou a diferencovany v 70% ethylalkoholu a nasledné
v kyselém alkoholu (200 ml 100% ethylalkoholu, 7,5 ml 37% HCl a 900 ml
deionizované vody). Vysledkem bylo vybarveni biologickych vzorku do modra.
V dalsim kroku byly preparaty nejprve omyty tekouci kohoutkovou vodou a pak
oplachnuty vodou deionizovanou. Uplny proces diferenciace hematoxylinu a omyvani,

vcetné délek jednotlivych inkubaci, je zobrazen v tab. 6.
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Tab. 6 Proces diferenciace a omyvani preparatii

Poradi Typ lazné Délka lazné
1. ethylalkohol 70% 3-5s
2 kysely alkohol 3-5s
3. kohoutkové voda 20 min
4 deionizovana voda 1 min

V kone¢né fazi probéhlo obarveni preparati 1% vodnym roztokem eosinu.
Nasledovalo oplachnuti deionizovanou vodou a opakované ponoteni do riznych typa
lazni. Nejprve Slo o lazen obsahujici vzestupnou alkoholovou fadu, nasledné¢ aceton

a nakonec xylen tak, jak je znazornéno v tab. 7.

Tab. 7 Obarveni 1% vodnym roztokem eosinu

Poradi Typ lazné Délka lazné
1. 1% vodny roztok eosinu 1 min
2 deionizovana voda oplachnuti
3 ethylalkohol 70% 2 min
4 ethylalkohol 80% 2 min
5. ethylalkohol 96% 2 min
6 aceton 2 min
7 xylen 5 min
8 xylen 5 min
9 xylen 5 min
Zamontovani

Dehydratované a obarvené preparaty byly na zavér zamontovany do bezvodého
montovaciho média DPX. Toto montovaci médium bylo vybrano hlavné pro sviij dobry
index lomu, ktery je podobny kiemicitému sklu (ve zbarvenych tkanich nevyvolava
barevné zmény). Toto médium bylo na fezy naneseno sklenénou ty¢inkou. Na jejich
povrch se poté s obezietnosti poloZilo kryci sklicko. Preparaty byly nakonec vlozeny

na dosuseni do inkubatoru Memmert BE 500 vyhtatého na 37 °C.
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6.2 Vyhodnoceni preparatu

U zhotovenych preparati jater, plic a ledvin byly histopatologické zmény
hodnoceny jednim pozorovatelem pomoci mikroskopu BX-51 (Olympus; Tokio,

Japonsko).

Histopatologické zmény byly posuzovany dle nasledujicich kritérii:
— 0 —Zadny nélez
— 1 —ojedinélé zmény (<12 %)
— 2 —mirné zmény (<22 %)
— 3 —stfedné€ zavazné zmény (<45 %)

— 4 —z&vazné zmény (>45 %)

V jaterni tkdni byla navic hodnocena extrameduldrni hematopoéza. Tento
parametr predstavoval pocCet ostravkii hematopoetické tkdné na zorné pole
pii 200nasobném zvétSeni. Za ostriivek hematopoetické tkdn€ byl povazovan shluk > 5
bunck erytroidni nebo granulocytirni/monocytarni fady nebo > 1 bunék

megakaryocytické fady.

U plic byla navic hodnocena i vzduSnost plicni tkané prostfednictvim pocitacové
analyzy obrazu. Za timto ucelem byly nejprve potizeny mikroskopické snimky pomoci
kamery DP-71 (Olympus; Tokio, Japonsko) a softwaru CellSens Entry (Olympus;
Tokio, Japonsko). Z kazdého vzorku bylo potfizeno 10 snimkl pifi 400ndsobném
zvétSeni. Prostfednictvim softwaru ImagePro 5.1 (Media Cybernetics Inc.; Rockville,
MD, USA) byla poté hodnocena vzdus$nost plicni tkang, kterd byla vyjadiena jako
procentudlni velikost bilé plochy v neinvertovaném RGB spektru v rozsahu R 185-255,

G 185-255 a B 185-255, kde 0 ptedstavuje Cernou barvu a 255 barvu bilou.
Pomoci stejného systému byly pofizeny 1 obrazky dokumentujici

histopatologické zmény.

6.3 Prezentace dat a statisticka analyza

Data v tabulkéach jsou prezentovana prostiednictvim medianti + mezikvartilovy
rozptyl (IQR). Ke stanoveni statistické vyznamnosti rozdilu dat byly zjisténé udaje
analyzovany pomoci programu IBM SPSS Statistics verze 24 (IBM; Armonk, NY,
USA).
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Prezivani zvifat v experimentalnim modelu 1 bylo analyzovano prostfednictvim
Kaplan-Meierova testu. Pro zhodnoceni LDs, byla nasledné pouzita probitova analyza.
Ostatni data byla hodnocena pomoci Kruskal-Wallisova testu s post hoc
Mann-Whitneyho testem. Uroveti statistické vyznamnosti byla u obou testii stanovena

na hladiné p <0,05.
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7 VYSLEDKY

7.1 Experimentalni model 1
7.1.1 Prezivani zvirat

Prezivani mysi v tomto experimentalnim modelu je podrobné znazornéno na obr.
13. V kontrolni skupiné piezilo vSech deset mysi. Davka 75 mg/kg sice zptisobila tmrti
jedné mysi béhem 6. dne, nicméné toto umrti neni ve srovnani s kontrolni skupinou

statisticky signifikantni.
Statisticky vyznamnd data nachdzime az u mysi, kterym byl yperit aplikovan
v davkach 100200 mg/kg. U zvifat intoxikovanych davkou 100, 125 a 150 mg/kg

doslo k 40%, 70% a 60% uhynu. Posledni dvé davky (175 a 200 mg/kg) zpisobily
postupné thyn vSech mysi, a to do 7. dne (175 mg/kg) nebo 6. den (200 mg/kg).

12
10 —+ \
Eg \\\ kontrolni skupina
< 8 75 mg/kg
=
E \ —— 100 mg/kg
E 6 \ 125 mg/kg
:g — 150 mg/kg
4
E — 175 mg/kg
2 200 mg/kg
2 \
O T T T T T T 171 I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
dny po podani

Obr. 13 Vliiv yperitu podaného v Sesti davkach na prezivani zvirat. Statisticky
signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — * p < 0,001 — **

7.1.2 Stanoveni LDs,

Diky udajim, které byly ziskany z pfeZivani zvifat (viz kapitola 7.1.1) byla

pomoci probitové analyzy stanovena LDs,. Jeji hodnota je 109,2 mg/kg. Konfidencni
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interval byl nastaven na hodnotu 95 %, jeho dolni a horni hranice se nachazi

na hodnotach 91,2 a 124,2 mg/kg.

7.2 Experimentalni model 2

7.2.1 Prezivani zvirat

U kontrolni skupiny pfezilo vSech 21 samic. V intoxikovanych skupinach

uhynulo pted odbérem biologickych vzorkt 21 mysi z celkovych 113, viz tab. 8.

Tab. 8 Prezivani mysi v experimentalnim modelu 2

LDs, (%) 0 25 50 75 100 150
Pocet mysi ve 21 21 21 22 31 18
skupiné
Pocet uhynulych 0 0 1 1 13 6
mysi
4 (1)
Den umrti _ _ 5(10) 2(2)
(podet mysi) S > 6 (1) 54
7(1)
Pocet mysi ve
skupiné (3. den) ! ! ’ ! ' °
Pocet mysi ve
skupiné (5. den) ! ’ ¢ ’ ° °
Pocet mysi ve 7 7 7 7 5 _

skupiné (7. den)

0 = kontrolni skupina

Vliv LDs, na zmény hmotnosti

Kromé ptezivani mysi byly sledovany i zmény jejich hmotnosti 3., 5. a 7. den

od intoxikace. Vtab. 9 jsou uvedeny primémé hodnoty zmény jejich vahy

v procentech.
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Tab. 9 Zména hmotnosti zvifat v experimentalnim modelu 2 = IQR

Hmotnostni LDsy (%)
zména proti
stavu pred

otravou 0 25 50 75 100 150

0,98 + 0,97 £ 0,98 + 0,89 + 0,94 + 0,88 +
3. den

0,03 0,03 0,06 0,06%* 0,03* 0,03*
5 den 0,97 + 1,00 + 0,96 + 0,97 + 0,78 £ 0,77 £
' 0,04 0,03 0,07 0,17 0,05%* 0,02%*
1,00 + 1,02 + 1,05 + 0,97 + 0,78 £
7. den -

0,02 0,03 0,05* 0,19* 0,06*

0 = kontrolni skupina
Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *.

Na zaklad¢ statistické analyzy bylo zjisténo, ze signifikantni zména véhy
oproti kontrole byla zaznamenana 3. den po intoxikaci u tfech skupin. U 75 % LDsg
doslo k poklesu vahy o 0,09 g, u 100 % LDsy byl pokles 0,04 g, u 150% LDs, bylo
snizeni nejvyraznéjsi, a to 0,10 g. Dalsi vyznamny pokles hmotnosti byl zjistén u samic,
které¢ byly vazeny 5. den. Jednalo se o mysi, kterym byla aplikovana 100 % a 150%
LDsg. Jejich hmotnost se snizila 0 0,19 g a 0,2 g ve srovnani s kontrolni skupinou.
U mysi, které byly vaZeny 7. den, byl zaznamendn jak signifikantni nariist hmotnosti,
tak jeji signifikantni pokles. K 0,05 g vzristu doslo u skupiny, které byla aplikovana
polovi¢ni LDsy. Naopak k poklesu o 0,03 g doslo u 75 % LDso. U skupiny, které byla
podéna celd LDs byl pokles vahy 0,22 g.

7.2.2 Stanoveni TBARS

Jednim z vyslednych produktl peroxidace lipidi je MDA. Ke zjisténi jeho
hladiny v jatrech, plicich a ledvinach byla pouzita metoda TBARS. Vysledky méteni

jsou znazornény v nasledujicich tabulkéch.

Intoxikaci yperitem byl v jaterni tkdni vyznamné ovlivnén pouze tfidenni
a pétidenni interval. Tti dny po otravé vykazovala skupina, které byla podana 100 %
LDsg, 1,5ndsobny pokles oproti kontrole. U mysi, kterym byla podéna 150 % LDs, bylo
nalezeno 3,0- a 3,9nasobné sniZeni hladin TBARS ve srovnani s hodnotami kontrolnich

skupin (tab. 10).
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Tab. 10 Hodnoty TBARS v jatrech po perkutanni intoxikaci yperitem + IQR

(1)
TBARS LDso (%)

(nmol/g)

0 25 50 75 100 150

3. den 262 + 37 247 + 64 274 £ 40 334+ 113 174 + 80* 88 £ 49*

5. den 316 + 85 281 +43 297+ 45 235+ 66 605 + 323 82 + 6*

7. den 134 £ 85 118 £96 106 + 86 103 £ 104 107 £ 11 -

0 = kontrolni skupina
Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *.

I kdyz ndm Kruskal-Wallisiiv test poskytl informace, ze u tfidenniho intervalu
jsou statisticky signifikantni zmény, ve srovnani s kontrolni skupinou nebyl rozdil
v plicni tkdni nalezen. Signifikantni snizeni nachazime az 5. den po intoxikaci pfi
aplikaci davky vyssi nez 75 % LDsg. U téchto skupin doslo k 1,5-, 1,7- a 1,6nasobnému
poklesu hodnot oproti kontrole. V sedmidennim intervalu byl zaznamenan 1,5-

a 2,7nasobny pokles ve srovnani s kontrolou u 75 % a 100% LDs (tab. 11).

Tab. 11 Hodnoty TBARS v plicich po perkutanni intoxikaci yperitem + IQR

0,
TBARS LDso (%)

(nmol/g)

0 25 50 75 100 150

3. den 238 £ 50 261 £59 271 £28 160 + 37 261 £40 202 £24

5. den 219+48  238+£104 245 + 33 146 £ 19* 128 £32* 133 £43*

7. den 256 £ 47 223 +£71 233+ 34 169 £31* 95 +22% -

0 = kontrolni skupina
Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *.

Statisticky vyrazny pokles hodnot TBARS v ledvindch nachézime 3. den
po intoxikaci 50 %, 75 % a 100 % LDsy. Tento pokles byl ve srovnani
s hodnotou kontrolni skupiny 5,1-, 8,4- a 5,7ndsobny. Dalsi statisticky signifikantni
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snizeni vykazuje pétidenni interval. K 2,8-, 5,2- a 7,1ndsobnému poklesu doslo u 25 %,
75 % a 150 % LDsg. Otrava yperitem zpisobila taky vyznamny pokles hodnot 7. den
u 75 % a 100 % LDs,. Tento pokles byl v porovnani s kontrolou 4,8- a 6,3nasobny (tab.
12).

Tab. 12 Hodnoty TBARS v ledvinach po perkutanni intoxikaci yperitem + IQR

1)
TBARS LDs, (%)

(nmol/g)

0 25 50 75 100 150

3. den 594 + 88 539+109 117+41*  71+£90*  105+£33* 117+153

5. den 450 £ 41 164 +309* 144+147 87+ 19* 54+30 63 + 14*

7. den 366 £358 132+£120 120 + 68 76 £ 17* 58 £16* -

0 = kontrolni skupina
Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *.

7.2.3 Stanoveni FRAP

Pro zjisténi celkové koncentrace antioxidantli v odebranych biologickych
tkanich (jatra, plice a ledviny) poslouzila metoda FRAP. Ziskané vysledky jsou

prezentovany v nasledujicich tabulkéach.

V jaterni tkani byl u tfidenniho intervalu zjistén signifikantni nartst hladiny
FRAP. Konkrétné se jednd o skupiny, kterym byla podana 25 % a 75 % LDsg yperitu.
Toto zvySeni bylo ve srovnani s kontrolni skupinou 1,4- a 1,3ndsobné. Dalsi statisticky
vyznamny narust, ale i pokles oproti kontrole je patrny 5. den po otravé. U 25 %, 50 %,
75 %, 100 % a 150 % LDsy bylo méfen 1,5-, 1,3-, 1,3-, 1,4- a 2ndsobny nartist hodnot
FRAP. Sedmy den po podani yperitu bylo u 25 % a 50 % LDsy nalezeno signifikantni

zvyseni jaternich hladin FRAP, a to 1,3- a 1,4nasobné v porovnani s kontrolou (tab. 13).
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Tab. 13 Hodnoty FRAP v jatrech po perkutanni intoxikaci yperitem + IQR

FRAP LDs, (%)

(kmol/g) 0 25 50 75 100 150
3.den 09402 13+01%* 06401 12+0,1% 08+0,1  09+0,
S.den  08+0,1 12+03% 0,6+01* 1,0+00% 1,1+£03% 1,6+0,5*
7.den  08+01 1,0£01* 1,1+05% 09+0,1  08+0,2 -

0 = kontrolni skupina

Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *.

Yperit zptsobil signifikantni zmény hladin FRAP v plicni tkani ve vSech

sledovanych intervalech. K 1,1ndsobnému poklesu doslo 3. den u 25 % LDs, naopak

1,3ndsobny nartist v porovnani s kontrolou je patrny u 75 % a 150 % LDs,. Statisticky

vyznamny narust byl zjiStén u stejnych davek 5. den po otravé. Toto zvyseni bylo 1,1-

a l,4nasobné. K dalSimu vyraznému vzrustu hladin doslo u 100 % a 150 % LDsy.

Jednalo se o 1,6- a 1,7nasobny nartst vzhledem k hodnoté kontrolni skupiny.

V sedmidennim intervalu vykazovala davka 50 % LDs 1,2ndsobny pokles, zatimco

k 1,1n4dsobnému ristu hodnot FRAP doslo po podéani 75 % LDsy. (tab. 14).

Tab. 14 Hodnoty FRAP v plicich po perkutanni intoxikaci yperitem + IQR

FRAP LDs (%)

(pmol/g) 0 25 50 75 100 150
3.den  19+0,1 17+02% 20+02 25+05% 23+03 25+03*
Sden  19+0,1 21+02% 19+0,1 27+03% 3,0+12% 33+08*
7.den  22+03 19401 19+02% 25+£02% 2540, _

0 = kontrolni skupina

Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *.
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Statisticky vyznamné zmény jsou v ledvindch patrné pouze u tii a pétidenniho
intervalu. U 50 % LDs doslo k 2,2- a 1,8nasobnému zvyseni oproti hodnotam kontrol.
MySsim, kterym byla podana 75 % LDso, hladina FRAP ve srovnani s kontrolnimi
skupinami vzrostla 2,6- a 2,2nasobn¢. Dalsi signifikantni néartst byl zjistén u skupin,
kterym byla podédna 100 % LDso. Hodnoty jsou vzhledem ke kontrolam zvySené 2,0-
a 2,2nasobné. U 150 % LDsy byl nartst pozorovany pouze v pétidennim intervalu

a zaznamenal 1,5nasobny vzestup v porovnani s kontrolni skupinou (tab. 15).

Tab. 15 Hodnoty FRAP v ledvinach po perkutanni intoxikaci yperitem = IQR

FRAP LDy, (%)

(pmol/g) 0 25 50 75 100 150

3. den 0,5+0,0 0,7+0,1 LL1+£0,1* 13+0,1* 1,0+0,1* 0,7+£0,1

5. den 0,6 0,0 1,3+0,7 LL1+£0,1* 1,3+0,1* 13+03* 09+0.2*

7.den  0,7+£0,1 1,002 1,101 1,102  12£02 -

0 = kontrolni skupina
Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *.

7.2.4 Histopatologické vySetieni jater

Ve srovnéni s kontrolni skupinou (viz pfiloha 1) byly v tfidennim intervalu
signifikantni zmény v histopatologickém obraze jaterni tkané nalezeny pouze
ve skuping intoxikované 100 a 150 % LDs. U Sesti ze sedmi my$i a u péti ze Sesti mysi

zde doslo k mirnému nariistu apoptotické aktivity (pfiloha 2; tab. 16).
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Tab. 16 Histopatologické nalezy v jaternim parenchymu 3. den od intoxikace

3. den
LDs (%) 0 25 50 75 100 150
Atrofie 00 0£0 00 0+0 0+0 0+0
Degenerativni zmény bunék 0+0 00 0«0 0+0 0+0 0+0
Apoptoza/nekroza 00 00 0£0 0=£0,5 1+1* 1+1*
Mitoticka aktivita 00 0£0 040 0£0 0+0 0+0
Krvaceni 00 00 00 0+0 0+0 0+0
Zanetliva infiltrace 00 00 0+£0 0+0 0+0 0+0
Patologické zmény cév 00 00 0x£0 0+0 0+0 0+0
Patologické zmény zluc. cest 00 00 0«0 0+0 0+0 0+0

Patologické zmény mesotelia 00 00 0x£0 0+0 0+0 0+0

0 = kontrolni skupina
Semikvantitativni skore: 0 — Zadny nalez, 1 — ojedinélé zmény (<12 %), 2 — mirné
zmeény (<22 %), 3 — stfedné zdvazné zmeény (<45 %), 4 — zdvazné zmény (> 45 %).

Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 —*

V pétidennim intervalu byly patrné signifikantni zmény ve skupiné€ intoxikované
100 % LDso, ve které byly u vSech zvifat v ojedin€lém aZ mirném rozsahu patrny
degenerativni zmény v podobé mikrovesikularni degenerace (ptiloha 3). U ¢&tyfech
ze Sesti zvifat byly rovnéz patrné znamky atrofie hepatocytii postihujici zejména bunky
v oblasti centralni Zily jaternich acintl, tento nalez nicméné nebyl statisticky vyznamny.
Signifikantni atrofie byla pozorovdna ve skupiné otravené¢ 150 % LDs, (pfiloha 4).
V této skupiné byly patrné i ojedin€élé mikro- az mediovesikularni zmény a vyssi

apoptoticka aktivita, pouze vSak nesignifikantné u dvou a ttech ze Sesti mysi (tab. 17).
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Tab. 17 Histopatologické nalezy v jaternim parenchymu 5. den od intoxikace

S. den

LDs (%) 0 25 50 75 100 150
Atrofie 00 00 O0+0 0£0 1,5+1,8 2=+]1,5*%
Degenerativni zmény bunék 00 0=+0 0+0 0+£0 2,5+2,5%* 15+1,8
Apoptoza/nekroza 00 00 00 00 0+0 0,51
Mitoticka aktivita 00 0+0 1+£0,8 1+1 0£0 0+0
Krvaceni 00 00 O0+x0 00 0+0 0+0
Zanetliva infiltrace 00 00 00 00 0+0 0+0
Patologické zmény cév 0+0 00 O0£0 0%0 0+0 0+0
Patologické zmény zluc. cest 00 00 00 00 0+0 0+0
Patologické zmény mesotelia 0+0 00 O0£0 0%£0 0+0 0+0

0 = kontrolni skupina
Semikvantitativni skore: 0 — Zadny nalez, 1 — ojedinélé zmény (<12 %), 2 — mirné
zmeény (<22 %), 3 — stfedné zdvazné zmény (<45 %), 4 — zdvazné zmény (> 45 %).

Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 —*

U sedmidenniho intervalu byly nalezeny statisticky vyznamné zmény
v porovnani s kontrolou pouze u skupin intoxikovanych 75 % a 100 % LDs. V prvnim
ptfipad¢ doslo k nartistu apoptdzy. Nesignifikantné tento néalez doprovazely ojedinélé
atrofické zmény (u dvou ze sedmi zvirat), t¢Zké mikro- az mediovesikularni zmény
(Jedno ze sedmi zvifat) a ojedinéla zanétliva infiltrace (Ctyf1 ze sedmi zvifat). Pii vyssi
davce se ke zvysené apoptotické aktivité pridaly také mirné az sttedné t€zké atrofické
zmény (s pericentralni dominanci) a zvySend granulocytdrni infiltrace (pfiloha 5).
Rovnéz zde byly patrné nesignifikantni znamky regenerace (u dvou z péti mysi) (tab.

18).
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Tab. 18 Histopatologické nalezy v jaternim parenchymu 7. den od intoxikace

7. den

LDs (%) 0 25 50 75 100
Atrofie 0+0 0+0 0+0 0,5+0,5 1 +3%
Degenerativni zmény bunék 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Apoptoza/nekroza 0+0 0+0 0+0 1 +0,5% 1 +0*
Mitoticka aktivita 0+0 0+0 0+0 0+0 0=+1
Krvaceni 0+0 0+0 00 0+0 0+0
Zanetliva infiltrace 0+0 0+0 0+0 1+1 1+1*
Patologické zmény cév 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Patologické zmény zluc. cest 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Patologické zmény mesotelia 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0

0 = kontrolni skupina
Semikvantitativni skore: 0 — Zadny nalez, 1 — ojedinélé zmény (<12 %), 2 — mirné
zmeény (<22 %), 3 — stfedné zdvazné zmény (<45 %), 4 — zdvazné zmény (> 45 %).

Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 —*

V jaterni tkani byla navic hodnocena hematopoéza. Ke staticky signifikantnimu
sniZzeni hematopoézy ve srovnani s kontrolou doslo v tfidennim a pétidennim intervalu.
V tfidennim intervalu klesl medidn k nulovym hodnotdm po intoxikaci 75 %—150 %
LDsg, zatimco v pétidennim intervalu byly tyto zmény patrné pouze po otravé davkami
odpovidajicimi 100 % a 150 % LDs. V sedmidennim intervalu bylo naopak patrné
kompenzaéni zvySeni extrameduldrni hematopoetické aktivity pii expozici 50 %
(ptiloha 6) a 75 % LDsg, u kterych doslo k 12,5- a 13,5nasobnému zvyseni medianu
hodnot (tab. 19).

63



Tab. 19 Pocet ostritvkit hematopoetickych bun¢k na zorné pole pti 200x zvétSeni

LDs (%)

0 25 50 75 100 150

3. den 0,3+0,4 0,5+0,3 03+03 00+0,1* 0,0+0,0¢ 0,0+0,0*

5. den 0,3+0,3 0,3+0,3 0,5+ 1,0 0,0+0,6 0,0=£0,0# 0,0+0,0*

7. den 0,2+0,2 0,5+0,3 2,5+ 6% 2,7£29%  03+0,5 -

0 = kontrolni skupina
Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *.

7.2.5 Histopatologické vySetreni plic

Histopatologické zmény métené v plicich v tfidennim intervalu jsou znazornény
v tab. 20. Statisticky signifikantni zmény v porovnani s kontrolnimi skupinami byly
nalezeny u tfech nejvysSich davek. U vSech mysi, kterym byl yperit aplikovan ve formeé
75 %, 100 % a 150 % LDsy, byl zjistén vyznamny intersticidlni otok a zvysena
hyperémie. V piipad¢ nevyssi davky bylo mozné ojedinéle pozorovat i intraalveolarni

otok.

Tab. 20 Histopatologické nalezy v plicni tkani 3. den od intoxikace

3. den
LDsq (%) 0 25 50 75 100 150
Zte;lggzemtivm'zmény 040 040 0+0 040 0+0 0+0
Nekroza/deskvamace 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Mitoticka aktivita 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Intersticidalni otok 0x1 2+1,5 1,5+1 3+2,5% 2+2% 2+ 0%
Intraalveolarni otok 0+0 0+0 0+£0,5 0+1 1+1 1+£0*
Hyperémie 0+0 1+1,5 1+1 2+0*  2+£0,5* 2+0*
Krvaceni 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Zanetliva infiltrace 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Patologické zmeny cév 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
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Patologické zmeény

dychacich cest 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0

0 = kontrolni skupina
Semikvantitativni skore: 0 — Zadny nalez, 1 — ojedin€lé zmény (<12 %), 2 — mirné
zmeény (<22 %), 3 — stfedn¢ zdvazné zmény (<45 %), 4 — zavazné zmény (> 45 %).

Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *

V pétidennim intervalu nachazime statisticky vyznamna data ve srovnani
s kontrolou u vSech intoxikovanych skupin. Pfi davkach 25 %—150 % LDs, byl patrny
vyznamny intersticialni otok a zvySena hyperémie. U davek 50 %, 100 % a 150 % LDs

se k tomuto nalezu ojedinéle ptidal i intraalveolarni edém (tab. 21).

Tab. 21 Histopatologické nalezy v plicni tkani 5. den od intoxikace

S. den
LDsq (%) 0 25 50 75 100 150
é);feevzgemtivm’zmény 040 040 0+0 040 040 0+0
Nekroza/deskvamace 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Mitoticka aktivita 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Intersticialni otok 01 4+1,5% 3+0,75% 3+£1* 3+0* 2,5+1,8%
Intraalveolarni otok 0+0 1+1 1+0% 1+1 1+0* 1+0%
Hyperémie 0+0 2+0%* 4+1,5% 3+0,75% 3£1* 3+ 0*
Krvaceni 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Zanetliva infiltrace 0+£0 0+0,5 0+0.,8 0+0 0+0 0+0
Patologické zmény cév  0£0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Patologické zmény 040 040 040 040 040 0+0

dychacich cest

0 = kontrolni skupina
Semikvantitativni skore: 0 — Zadny nalez, 1 — ojedinélé zmény (<12 %), 2 — mirné
zmeény (<22 %), 3 — stfedn¢ zdvazné zmeény (<45 %), 4 — zdvazné zmény (> 45 %).

Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *

Signifikantni zmény ve srovnani s kontrolou (pfiloha 7 a 8) byly zjiStény v plicni
tkani i 7. den, a to ve vSech intoxikovanych skupinach. Pii davkach 25 %—-100 % LDs,

je patrna vyznamna multifokdlné zvySend hyperémie a slabd, nicméné signifikantni
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granulocytarni infiltrace. U davky 100 % LDsy se k tomuto nalezu piidava i tézky

intersticialni a misty i intraalveolarni otok (pfiloha 9, 10; tab. 22).

Tab. 22 Histopatologické nélezy v plicni tkani 7. den od intoxikace

7. den
LDy (%) 0 25 50 75 100
Degenerativni zmény bunék 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Nekroza/deskvamace 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Mitoticka aktivita 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Intersticialni otok 1+1 2+0 1+1,5 2+0,5 4+ 0*
Intraalveolarni otok 0+0 0+0 0+0 1+£0,5 1+ 0%
Hyperémie 00 2+ 0% 2+0,5% 2+03* 2+0,5%
Krvaceni 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Zanetliva infiltrace 0+0 1+0* 1+0% 1+0% 2+ 0*
Patologické zmény cév 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Patologické zmeny dychacich 0+0 040 0+0 0+0 0+0

cest

0 = kontrolni skupina
Semikvantitativni skore: 0 — Zadny nalez, 1 — ojedinélé zmény (<12 %), 2 — mirné
zmeény (<22 %), 3 — stfedné zdvazné zmény (<45 %), 4 — zdvazné zmény (> 45 %).

Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 —*

Histopatologické vySetfeni plicni tkdné bylo navic doplnéno hodnocenim
vzdusnosti prostiednictvim pocitacové analyzy obrazu. V tfidennim intervalu median
hodnot klesl o 5 %, 8 %, 8 %, 10 % a 11 % po intoxikaci 25 %, 50 %, 75 %, 100 %
a 150 % LDso. Vyrazné sniZeni bylo zaznamenano také u mysi v pétidennim intervalu.
Pii stejnych davkach ¢inil pokles medianu hodnot 10 %, 7 %, 7 %, 11 % a 13 %.
V sedmidennim intervalu byl signifikantni nalez patrny pouze pii ddvce 100 % LDsy,

u které doslo k 13% poklesu medianu vzdusSnosti plicni tkdné (tab. 23).
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Tab. 23 Median vzdusSnosti plicni tkan€ po perkutanni intoxikaci yperitem + IQR

Vzdu$nost LDsy (%)
(7o) 0 25 75 100 150
3 dny 73+3 69 + 3% 67 + 4% 67 + 4% 66 + 4* 65 + 3%
5dni 70+ 2 63 + 3% 65 + 3% 65 + 3% 62 + 4% 61 + 5%
7 dnii 71+£2 68 +5 72+4 70+ 3 62 + 9% —

0 = kontrolni skupina

Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *.

7.2.6 Histopatologické vySetieni ledvin

V tfidennim intervalu nebyly v tkanich

ledvin pozorovany jakékoliv

signifikantni zmény v histopatologickém obraze (tab. 24).

Tab. 24 Histopatologické nalezy v ledvinach 3. den od intoxikace

3. den

LDs¢ (%) 0 25 50 75 100 150
Degenerativni zmeény bunék 00 0£0 00 0x0 0£0 00
Apoptoza/nekroza/deskvamace 0+0 0£0 0+0 00 0£0 00
Mitoticka aktivita 00 0£0 00 0x0 0£0 00
Proteinurie 00 0£0 00 00 0£0 00
Tubularni kongesce 0+£0 0£0 0£0 0£0 0£+0 0£0
Otok 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Hyperémie 0+0 0£0 0+0 00 0£0 00
Krvacent 00 0£0 00 00 0£0 00
Zanétliva infiltrace 0£0 00 00 00 00 0£0
Patologické zmeny cév 00 00 00 00 00 0£0
Patologické zmeny tuku (hilus) 00 0£+£0 00 O0£0 0£0 0%0

0 = kontrolni skupina
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Semikvantitativni skore: 0 — zadny nalez, 1 — ojedinélé zmény (<12 %), 2 — mirné
zmény (<22 %), 3 — stfedn€ zavazné zmény (<45 %), 4 — zavazné zmény (> 45 %).

Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *

Paty den od intoxikace nebyly patrné signifikantni zmény v jednotlivych
patologiich u vétSiny intoxikovanych skupin. Jediny statisticky vyznamny rozdil
oproti kontrolni skupiné (pfiloha 11 a 12) byl nalezen u zvifat, kterym byla podana
150 % LDsg (ptiloha 13 a 14). V této skupiné vykazovalo pét mySi mirn€ zvySenou
tubularni kongesci oproti kontrolni skupin€. Tento nélez (ojedinélého rozsahu) byl
pozorovatelny i ve skupiné otravené 100 % LDsj, nemél vSak statisticky vyznamny

charakter, nebot’ postihoval pouze tfi ze Sesti mysi (tab. 25).

Tab. 25 Histopatologické nalezy v ledvindch 5. den od intoxikace

S. den
LDso (%) 0 25 50 75 100 150
Degenerativni zmény bunék 00 0+x0 0x0 0=£0 0£0 0+0

Apoptoza/nekroza/deskvamace 0+0 0£0 0+0 0+£0 0+0 0+0

Mitoticka aktivita 00 00 00 0=£0 0£0 0+0
Proteinurie 0+0 0+0 00 0=£0 0+0 0+0
Tubularni kongesce 00 00 00 0£0 05«1 1+0,8*
Otok 00 0+£0 00 0x0 0=£0 0+0
Hyperémie 0+0 0+0 00 0=£0 0+0 0+0
Krvaceni 00 0+0 0£0 0%0 0£0 0£0
Zanétliva infiltrace 0£0 00 0£0 0%0 0+0 0+0
Patologické zmény cév 0+0 0+0 0+x0 0+0 0+£0 0+0

Patologické zmeny tuku (hilus) 0+0 0£0 0+0 0+£0 0+0 0+0

0 = kontrolni skupina
Semikvantitativni skore: 0 — Zadny nalez, 1 — ojedin€lé zmény (<12 %), 2 — mirné
zmeény (<22 %), 3 — stfedn¢ zdvazné zmeény (<45 %), 4 — zdvazné zmény (> 45 %).

Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *
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Dle vysledkii zndzornénych vtab. 26 nebyl 7. den po otravé yperitem
v porovnani s kontrolni skupinou v jednotlivych patologiich statisticky signifikantni

rozdil.

Tab. 26 Histopatologické nalezy v ledvinach 7. den od intoxikace

7. den

LDso (%) 0 25 50 75 100
Degenerativni zmeny bunéek 0£0 0£0 0£0 0£0 0£0
Apoptoza/nekroza/deskvamace 0£0 0£0 0£0 0£0 0+£0
Mitoticka aktivita 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Proteinurie 0£0 0£0 0£0 0£0 0+0
Tubularni kongesce 0£0 0£0 0+0 0+0 0+0
Otok 0£0 0+0 0£0 0+0 0+0
Hyperémie 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Krvdceni 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Zanetliva infiltrace 0£0 0+0 0£0 0+0 0+0
Patologické zmeny cév 0+0 00 0+0 0£0 00
Patologické zmeny tuku (hilus) 0£0 0+0 0£0 0+0 0+0

0 = kontrolni skupina
Semikvantitativni skore: 0 — Zadny nalez, 1 — ojedinélé zmény (<12 %), 2 — mirné
zmeény (<22 %), 3 — stfedné zdvazné zmeény (<45 %), 4 — zdvazné zmény (> 45 %).

Statisticky signifikantni rozdil proti kontrolni skupiné: p < 0,05 — *
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8 DISKUZE

Ackoliv nasel yperit nejvétsi pouziti v pribéhu 1. svétové valky, stale zde
existuje vysoké riziko jeho zneuziti a expozice lidského organismu. Z tohoto hlediska
pomaha experimentalni vyzkum davkové a ¢asové zavislosti pasobeni yperitu pochopit
patogenezi poskozeni, mlize napovédét, jakym zplusobem lze toto poSkozeni mirnit
nebo 1é¢it a mize rovnéz vyznamné prispét k rozsiteni skaly ukazatel, pomoci kterych

1ze stupen poskozeni hodnotit.

Ve stavajici diplomové praci jsme se zaméfili na hodnoceni ukazatelt
oxidac¢niho stresu a histopatologickych zmén v mysich jatrech, ledvinach a plicich
po expozici yperitu v davkach odpovidajicich 25 %, 50 %, 75 %, 100 % a 150 % LDs
v intervalu tfi, péti a sedmi dni. Pro tento ucel bylo nutné nejprve stanovit LDsg
u laboratornich mysi samic kmene C57Bl/6J v tficetidennim intervalu. Vybér pohlavi
vychazel z experimentalnich zkusSenosti pracovniki Katedry toxikologie (FVZ UO),
dle kterych jsou samice mén¢ agresivni ve srovnani se samci. V piipadé imunosuprese,
kterou yperit vyvolava (Hassan a Ebtekar 2001), u nich tak hrozi nizs$i riziko poranéni.
Vlastni nastaveni déavkovaciho schématu pro experimentidlni model 1 vychéazelo
z literarnich reSersi a testovaciho experimentu. Dle reSerSi se nepodatilo dohledat LDs
pro nami zvoleny kmen C57Bl/6J, nicméné u jinych druhti mysi a potkanii kmene
Wistar se tato davka pohybuje mezi 5,8—-196 mg/kg (Anshoo et al. 2005, Dube et al.
1998, Gautam et al. 2006, Misik et al. 2013, Perharic-Walton et al. 1991). Proto bylo
v ramci testovaciho experimentu pouzito celkem 8 mysi rozdélenych do 4 skupin (n=2).
Témto mySim byl yperit aplikovan stejnym zptsobem, jako zvifatim v experimentalnim
modelu 1 a 2, tedy na oholenou pokozku zad, a to ve ¢tyfech riznych davkach 10, 50,
100 a 200 mg/kg. U mysi exponovanych davkam 10 a 50 mg/kg nebylo pozorovéano
zadné umrti nebo vyraznéjsi vdhové zmeény. Pii davce 100 mg/kg neuhynula Zadna
z mysi. Obé vSak vykazovaly pokles télesné hmotnosti (>10 %), ktery dosahl minima
6.—7. den po otravé. Nasledné byl rtst jejich vahy obnoven. MySi exponované dévce

200 mg/kg zemiely 4. a 5. den po intoxikaci.

Pro stanoveni LDsy bylo proto zvoleno Sest riznych davek yperitu v rozmezi
75-200 mg/kg. U vSech intoxikovanych skupin doslo béhem sledovaného obdobi
k amrti zvitat, pficemz davky 175 mg/kg a 200 mg/kg jiz byly supraletalni. Nasledné

byla na zaklad¢ vysledkl z pfezivani prostfednictvim probitové analyzy stanovena LDsg
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na hodnot¢ 109,2 mg/kg (91,2—-124,2 mg/kg). Davka tak svym rozsahem odpovida LDs,
publikované pro perkutanni intoxikaci u ¢lovéka nebo kralika. U obou ¢ini tato hodnota
100 mg/kg (Jost et al. 2018, Perharic-Walton et al. 1991). Naopak u jinych mysich
kmenii nachazime LDsy v odliSnych rozmezich. Mysi kmene Swiss albino maji LDs
mezi 5,8-9,7 mg/kg (Gautam a Vijayaraghavan 2007, Kulkarni et al. 2006, Kumar et al.
2007, Sharma et. al 2008), zatimco u kmene Babl/c je tato hodnota 15,5 mg/kg
(Venkateswaran et al. 1994). Nami zvoleny kmen mysi C57B1/6] se tak jevi jako vice
odolny vuci pasobeni yperitu. Podobné vysledky lze nalézt i v pfipadé piisobeni jiné
genotoxické noxy jako je ionizujici zafeni. Z pohledu ionizujiciho zafeni je kmen
C57Bl/6J obecné povazovan za radiorezistentni, zatimco kmeny Swiss albino a Babl/c
jsou radiosenzitivni (Samarth a Kumar 2003, Singh et al. 2015). Mechanistické
vysvétleni tohoto jevu je zndmo pouze u mysi Balb/c, u kterych byl nalezena snizena
exprese a aktivita katalytické subjednotky DNA-PK korelujici se snizenou schopnosti

reparovat poskozeni DNA (Okayasu et al. 2000).

Na zdkladé¢ wvysledkit z prvniho experimentdlniho modelu byl mySim
v experimentalnim modelu 2 podan yperit v davkéach odpovidajicich 25 %, 50 %, 75 %,
100 % a 150 % LDs. Pfed vlastnim odbérem organti byly mysi nejprve zvazeny a byla
hodnocena zména jejich télesné hmotnosti. Intoxikace LDsy >75 % vyvolala vahovy
pokles ptetrvavajici po celou dobu experimentu. Svoji roli mohlo sehrat nechutenstvi,
poskozeni GIT ¢i zmény metabolismu spojované s yperitem (Rosemond et al. 2003).
Déavky <50 % LDsy vyznamny vahovy pokles nevyvolaly. Naopak u 50 % LDs, doslo
po tydnu ke zvySeni hmotnosti zvifat. Mechanismus vysvétlujici tento nalez neni znam.
Lze pouze piedpokladat, ze po pocate¢nim poskozeni mohou byt vystupfiovany
reparacni procesy a stimulovan anabolicky stav organismu. V literatufe se nicméné
nepodaftilo dohledat jakykoliv vztah mezi yperitem a krevnimi hladinami anabolickych
hormont, jako jsou naptiklad somatotropin (STH) nebo insulinu podobny faktor-1

(IGF-1).

Nasledoval vlastni odbér organti a zhodnoceni ukazatel oxidac¢niho stresu
v kontextu histopatologickych zmén. Jatra jsou metabolicky velmi aktivnhim organem
(Ding et al. 2018). Na jednotlivé davky yperitu tento organ reaguje odliSnym zptsobem.
Pti 25 % LDsg doslo v intervalu 3—7 dnli po otravé pouze k nartistu hodnot FRAP. Tato
metoda slouzi ke zjisténi koncentrace antioxidantli s nizkou molekulovou hmotnosti,

nedokéze vsak jednotlivé antioxidanty mezi sebou rozlisit (Pohanka 2012a). Vlivem
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oxidac¢niho stresu dochazi ke spotifebé antioxidantli (Sharifi-Rad et al. 2020). Jejich
zvySené hodnoty lze na druhou stranu vnimat jako kompenzacni reakci a signal
rozvinuté antioxida¢ni odpovédi (Pohanka 2012a). U polovicni LDsy ma piisobeni
oxidacniho stresu protrahovanéjsi dopad a kompenzace je tak patrna az 7. den
po intoxikaci. Tato davka rovnéz vyvolala nesignifikantni ndrdst mitotické aktivity
v péti a sedmidennim intervalu. Jeji pfitomnost by mohla naznafovat zvySenou
apoptotickou aktivitu pfedchazejici tiidennimu intervalu. U mysi, které byly vystaveny
>75 % LDs, je poskozeni genetického materialu vSak natolik rozsahlé, ze je vyssi
apoptoticka aktivita pozorovana i 3 dny po expozici. Nasleduje jeji pokles a opétovny
nartst v sedmidennim intervalu. Tento bifazicky prubé¢h indikuje perzistenci poskozeni
DNA. Toto poskozeni muze vést k apoptdze hepatocytl 1 v pozdé&jsi fazi po intoxikaci
yperitem a vyvolat zanétlivou odpovéd (Nakad a Schumacher 2016) korelujici
s obnovou imunitniho systému, jak naznacuji pocty ostrivkl extramedularni
hematopoézy a infiltrace granulocyty (Nakad a Schumacher 2016). Vysoké davky
yperitu ziejmé vedou 1 k utlumu metabolické aktivity s pfevahou katabolickych d&ji.
V jaternich bunkéch se tak s latenci a v zavislosti na davce yperitu hromadi tukové
kapénky nebo dochazi k rozvoji atrofie. Timto histopatologickym obrazem se mysi
kmene C57Bl/6J odliSuji od kmene Swiss albino, u kterého jiz 3. den po perkutanni
aplikaci 100 % LDso yperitu dochéazi k rozvoji prevazn€ granulovakuolarnich zmén
predstavujici otok hepatocytl s perinuklearnim shlukovanim cytoplazmy (Sharma et al.
2010). Pokles urovné bazalniho metabolismu a s nim spojeny Ubytek fyziologické
tvorby ROS by rovnéz vysvétloval snizeni hodnot TBARS (Pohanka et al. 2013), jez
odrazi miru peroxidace lipidi (Pyles et al. 1993). Pfevaha katabolismu by navic
pomahala objasnit nariist hladiny oxidantli pozorovany zejména v pétidennim intervalu,

které by v tomto piipadé misto de-novo syntézy mohly byt nahrazovany nadmérnym

wevr

Plicni tkan vykazuje v porovnani s jaterni tkani vii¢i €inkiim yperitu v né€kolika
ohledech odliSnou odpovéd. Z histopatologického hlediska se tato tkan jevi
jako citlivéjsi, nebot’ zmény je mozné pozorovat jiz po expozici 25 % LDso. V plicni
tkdni jsou pritomny dynamické bariéry v podobé& plicnich epitelidlnich a cévnich
endotelidlnich buné¢k, které spole¢né tvoti polopropustné rozhrani a brani rozvoji edému
(Barabutis et al. 2016, Simmons et al. 2019). Vlivem yperitu doslo k poSkozeni téchto

bariér a tvorb¢ intersticidlnich a v zavislosti na davce i mnohocetnych fokalnich
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alveolarnich otoki, které v kone¢ném disledku snizily vzdusnost plicni tkdné. Presné
mechanismy, jakymi muze yperit tyto bariéry naruSit, neni zndm. Yperit mize tyto
bariéry narusit jednak pfimym poskozenim bunck, ale také nepiimo, prostfednictvim
ROS, cytokind, rastovych hormonti nebo aktivovanych leukocytt (Barabutis et al. 2016,
Emad a Emad 2007). Kombinace pfimych i nepfimych mechanismil by navic mohla
vysvétlovat rozdily uc¢inkli méfené v tii a pétidennim intervalu. V tfidennim intervalu
vykazoval pokles vzdusnosti plicni tkdné davkové zavisly charakter, zatimco 5. den
po intoxikaci nebyl mezi jednotlivymi davkami nalezen statisticky vyznamny rozdil.
V pétidennim intervalu tak mize pfi nizSich davkach dochézet k zesileni pfimého
poskozeni vlivem imunitniho systému, ktery je naopak pii vyssich davkach suprimovan
(Hassan a Ebtekar 2001). V sedmidennim intervalu je pak mozné ve skupindch
intoxikovanych 25-75 % LDsy pozorovat postupnou regeneraci stavu. Podobné jako
v jaterni tkani zde ale pretrvava poskozeni, které v tomto Casovém intervalu vede
k tvorbé lozisek infiltrovanych granulocyty. Na rozdil od jater lze vSak tuto reakci
pozorovat jiz pii 25 % LDsy, coz koreluje s nizsi schopnosti plicni tkan& reparovat
poskozeni DNA vyvolané yperitem (Yue et al. 2015). OdliSnosti lze také nalézt
pii porovnani ukazatelli oxida¢niho stresu. Po otravé yperitem sice doslo k poklesu
hodnot TBARS, toto sniZzeni ale nastalo jiz pii davce 75 % LDsy a bylo pozorovéano
az v péti a sedmidennim intervalu. Vysvétleni tohoto jevu by mohlo souviset s nizsi
mirou bazalni metabolické aktivity plicni tkdn¢ (Wang et al. 2010). Pfi dostatecné
kapacité¢ enzymt energetického metabolismu a sou€asné zastavé jejich exprese vlivem
yperitu by tak tento jev mohl nastat s delSi latenci. NiZz8i schopnost reparace poSkozeni
DNA by poté vysvétlovala delsi perzistenci nalezu (Yue et al. 2015). V ptipadé¢ FRAP
jsou rozdily patrné zejména po otravé davkami odpovidajicimi 25 % a 50 % LDs. Na
rozdil od jater m¢l narlst tohoto ukazatele pouze piechodny charakter nebo tato
odpovéd’ zcela chybéla. Roli zde opét mohla sehrat nizs$i schopnost plicni tkané
opravovat zmény DNA branici kompenzacni (de-novo) syntéze nizkomolekularnich

antioxidantu.

Poslednim hodnocenym orgénem byly ledviny. Ve srovndni s jatry a plicemi se
z histopatologického hlediska jednalo o organ snejvyS$i odolnosti vaci yperitu.
Ve sledovanych ¢asovych intervalech ptfedstavovala signifikantni zménu pouze mirna
tubularni kongesce pozorovana 5. den po aplikaci 150 % LDso. Vzhledem

k nepfitomnosti dalS§ich zmén ma tento ndlez pravdépodobné zaklad v naruseni
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transportnich funkci vedoucich ke stagnaci tekutiny v renalnich tubulech. Timto znakem
se mysi kmene C57Bl/6J vyznamné lisi od kmene Swiss albino. U kmene Swiss albino
vedla aplikace 100 % LDs vintervalu 3 a 7 dnl po intoxikaci navic k vyznamné
proteinurii, krvaceni do tkan¢ a k nekrotickym, apoptotickym a degenerativnim zménam
vystelky tubulti (Sharma et al. 2010). Podobné jako u ostatnich organti je i v ledvinach
expozice yperitu spojena s poklessm TBARS. Ten vSak mohou tranzitorné¢ vyvolat
1 davky niz§i nez 75 % LDso. Pokud bychom nakonec hodnotili citlivost ledvin
z pohledu oxida¢niho stresu, jevi se rendlni tkén naopak jako velmi senzitivni.
Ptrechodny vzestup hladiny antioxidanti pozorovany 3. a 5. den po expozici byl totiz

pozorovan jiz pti aplikaci 50 % LDsy.
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9 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit ukazatele oxidac¢niho stresu 3., 5. a 7. den
po perkutanni intoxikaci yperitem metodami TBARS (hodnoti rozvoj poskozeni lipida
zapticinény oxidacni zatézi) a FRAP (vypovida o vyrovnani organismu s oxidacnim
stresem) v kontextu histopatologickych zmén. Hodnoceny byly zmény v jatrech, plicich
a ledvinach u mySich samic kmene C57Bl1/6J, kterym byl yperit aplikovan na oholenou
ktzi zad.

Nejprve byla stanovena LDso (109,2 mg/kg) a nasledné doslo k intoxikaci mysi
v davkach odpovidajicich 25 %, 50 %, 75 %, 100 % a 150 % LDsy. Ve vSech
sledovanych orgénech byl u hodnot TBARS patrny spise pokles. V jatrech nastal pouze
po aplikaci davek > 100 % LDs v tii-, eventualné petidennim intervalu. V plicich mohl
byt pozorovan az od 5. dne pouze pii davkach > 75 % LDso. Zatimco v ledvinach
ve vSech Casovych intervalech ptfi davkach > 50 % LDsy a ptechodné i pii davkach
niz§ich. Hladiny FRAP byly ve vétSiné piipadi naopak zvysené, coz indikuje

rozvinutou kompenzacni reakci organismu.

Histopatologické zmény v jatrech byly pozorovany po otravé davkami >100 %
LDsy a mély nejprve charakter zvySené apoptotické aktivity v tfidennim intervalu
pfechazejici postupné pies atroficko-degenerativni zmény k opétovnému zvySeni
apoptotické aktivity v sedmidennim intervalu spole¢né se zanétlivou infiltraci korelujici
sobnovou hematopoézy. Plicni tkan se ze vSech hodnocenych organt
z histopatologického hlediska jevi jako nejvice senzitivni. Rozsdhlé histopatologické
zmény se projevily jiz pti davkach > 25 % LDs. V Case tf1 a pét dni po intoxikaci doslo
k rozvoji otoku, ktery snizil vzdus$nost plicni tkané. V sedmidennim intervalu byla
patrna regenerace s vyjimkou aplikace 100 % LDso. Ve vSech hodnocenych davkach
byla navic v tomto ¢asovém intervalu patrnd mirné zvySend zanétliva infiltrace. Ledviny

cv w7

pouze tubularni kongesce zaznamendana 5. den po podani nejvyssi davky yperitu.

Vysledky diplomové prace prokazaly, Ze yperit vyvolava davkoveé a Casové
zavislé zmény parametri oxidacniho stresu a histopatologického obrazu v jaterni, plicni
a ledvinné tkani po perkutanni intoxikaci. Mysi kmene C57Bl/6J lze povaZovat

za model vhodny pro dalsi experimentalni vyzkum.
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11 PRILOHY

Priloha 1 Vzorek jaterni tkané mysi z kontrolni skupiny pri 100ndsobném zvétseni

s negativnim histopatologickym nalezem. Na obrazku je patrny ostrivek hematopoetické

tkane. Jedna se o nalez charakteristicky pro velmi mladé jedince.

Priloha 2 Vzorek jaterni tkané mysi 3. den po intoxikaci yperitem v davce 150 %
pri 200ndasobném zvétseni. Na obrazku je patrna zakulacujici se apoptoticka burka
s kondenzujicim se jadrem (Sipka) a fagocytovand apoptoticka téliska dalsi apoptotické
bunky (v kruhu).



Priloha 3 Vzorek jaterni tkané mysi 5. den po intoxikaci yperitem v davce 100 %

pri 400nasobném zvétseni. Na obrazku prevazuji mikrovesikularni degenerativni zmeny.

Priloha 4 Vzorek jaterni tkané mysi 5. den po intoxikaci yperitem v davce 150 %
pri 200ndsobném zvétseni. Hepatocyty jsou poznamendany atrofickymi zmenami, které

sekundadrné rozsiruji sinusoidalni prostory.



Priloha 5 Vzorek jaterni tkané mysi 7. den po intoxikaci yperitem v davce 100 %
pri 200ndsobném zvétseni. Snimek je zaméren na oblast infiltrovanou neutrofilnimi

granulocyty se zvySenym zastoupenim apoptotickych bunék.

Priloha 6. Vzorek jaterni tkané mysi 7. den po intoxikaci yperitem v davce 50 %

pri 100nasobném zveétseni. Na obrazku jsou patrné cetné hematopoetické ostrivky.



Priloha 7 Vzorek plicni tkané mysi z kontrolni skupiny pri 200ndsobném zvétseni

s negativnim histopatologickym nalezem.

o a
Priloha 8 Detail plicni tkané kontrolniho zvirete pri 400nasobném zveétSeni

bez histopatologického nalezu.



nd ‘z?i A,

Lo O

Priloha 9 Vzorek plicni tkané mysi 7. den po intoxikace yperitem v davce 100 % LD3s
pri 200nasobném zvétseni. Na snimku je patrné rozsireni a zvySena celularitu intersticia

vedouci k poklesu vzdusnosti plicni tkané.

Priloha 10 Snimek plicni tkané mysi 7. den po intoxikace yperitem v davce 100 % LD3s,
pri 400ndasobném zveétseni ukazujici hyperémii, otok sept a jejich infiltraci neutrofilnimi

granulocyty. Sipky indikuji intraalveoldrni otok.



Priloha 11 Vzorek ledvin kontrolni mysi pri 100ndsobném zvétSeni s negativnim

histopatologickym ndlezem.

Priloha 12 Detail kury ledvin kontrolniho zvirete pri 400ndasobném zvétseni.



Priloha 13 Vzorek ledvin mysi 5. den po intoxikace yperitem v davce 150 % LDs

pri 100nasobném zvétseni. V kure ledvin je patrna dilatace tubuli.

Priloha 14 Detail kiry ledvin mysi 5. den po intoxikace yperitem v davce 150 % LD3s
pri 400ndsobném zveétseni. V dilatovanych tubulech je patrné mirné oplosténi epitelu.

Burnky pritom nevykazuji jakekoliv degenerativni, apoptotické ¢i nekrotické zmeny.



