
A vérsavó leucinam inopeptidáz-aktivitásánaU  változása 
kísérletes sugárbetegségben  és D egranol-m érgezésben

Ir ta : D ávid  G ábor dr. orvosalezredes, az  o rvostudom ányok k an d id á tu sa

A ko rszerű  sugárbiológiai k u ta tá sb an  nagy  figye lm et szen telnek  az enzi- 
m ológiai v izsgála toknak  (2,13). K ite rjed ten  v izsgá lják  az ionizáló sugárzás 
enzim ekre k ife jte tt  h a tá sá t, m ind  in  v itro  rendszerekben , m ind  in  vivo, a 
különböző szervekben, szövetekben, sejtekben . H isztokém iai m ódszerekkel az 
enzim ek szerveken, se jtek en  belü li lokalizáció ját, s tru k tú ráh o z  kö tö ttség é t 
lehet tanu lm ányozni.

K ísérle tso roza tunkban  vizsgálat tá rg y áv á  te t tü k  p a tk án y o k  v é rsav ó ján ak  
leucinam inopeptidáz (a to v áb b iak b an : SLAP) a k tiv itá sán ak  v á lto zásá t k ísé r­
letes sugárbetegségben . E zenkívül, te k in te tte l a rra , hogy közlem ényeink  egy 
részében tö b b  ad a to t szo lg á lta ttunk  a n itro g én m u stá r  rad iom im etikus h a tá ­
sához, ille tve  p árh u zam o t von tu n k  a sugárbetegségben  lezajló  és a n itro g én ­
m ustá r m érgezésben végbem enő k ó ré le ttan i fo lyam atok  között, célszerűnek 
lá ttu k  v izsgá la ta inka t kiegészíteni oly é rte lem ben  is, hogy elvégeztük  a SLA P
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ak tiv itá s  vá ltozásának  v izsgálatát D egranol m érgezésben. A D e g ra n o l©  (Chi- 
noin) vagy m ás néven , nem zetközi röv id  m egjelöléssel, M annom ustin(-e), 1,6- 
-b isz -(bé ta -k ló re tilam ino)-l,6 -dezox i-D -m ann itd ik ló rh id rá t tu la jdonképpen  n it­
ro g én m u stá r szárm azék . Szerkezete a lap ján  úgy  lehet felfogni, m in t egy 
re d u k á lt cukor m o lek u lá t (m annit), m elynek  k é t végéhez hozzákötö ttek  egy- 
egy n itro g én m u stá r m olekulát. íg y  a v együ le t lényegében két funkcionális cso­
p o rto t tarta lm az, te h á t  ún. b ifunkcionális vegyület. (1. sz. ábra.)

M ódszer
1. K ísérleti á lla to k :  K ísérle te inkhez  160— 180 g súlyú, W istar eredetű , 

h ím  p a tk án y o k a t haszn á ltu n k .

2. Besugárzási, ille tve  m érgezési ada tok:
a) Az a lk a lm azo tt sugárdózis 900 r  volt. (S iem ens-S tab ilivo lt készülék, 

180 kV , 10 mA, 0,5 m m  Cu szűrő, 50 cm  fókusztávolság). Ez a sugáradag , az 
e lvégzett e lők ísé rle tek  szerin t, az á lla to k  50% -át 5 napon  belü l p u sz títo tta  el 
— DL50/5 d-

b) A D egranol a d a g já t is úgy  v á la sz to ttu k  m eg, hogy szu b k u tán  adago­
lássa l a p a tk án y o k  50% -á t 5 n ap o n  b e lü l pu sz títsa  el. Ez az ad ag  p a tk á n y ­
tö rz sü n k re  nézve 95 m g/kg  volt.

3. K ísérleti csoportok:
a) A besugárzás u tá n  1—2—3 n a p  m úlva  20—20, 5 nap  m ú lv a  25 álla to t 

d ek ap itá lássa l e lv é rez te ttü n k , v é rü k e t fe lfo g tu k  és elvégeztük a  SL A P ak tiv i­
tá sá n a k  m eg h atá ro zásá t.

b) A m érgezés u tá n  1—2—3 n a p  m ú lv a  20—20, 3 nap  m ú lv a  30 álla to t 
hason lóképpen  m eg ö ltü n k  és m eg h a tá ro z tu k  a fe rm e n t ak tiv itá s t.

c) K ontro ll g y a n á n t 20 egészséges, nem  kezelt á lla t szolgált.

4. A  L A P  a k tiv itá s  m eghatározása:
a) Elve: A  LA P a  szu b sz trá tk én t szereplő  L -leucin -yJ-naftilam ido t leucinra  

és n a ftilam in ra  b o n tja . A /J -n a f tila m in t E ch tro t 3 GL-el vörös d iazofestékké 
•dak ítjuk , am i jó l fo to m etrá lh a tó  (2. sz. ábra).

A z  enzim  a k tiv itá sá t úgy h a tá ro z h a tju k  m eg, hogy m eg ad ju k  az t a jug- 
ban  k ife jeze tt -n a ftila m in  m ennyiségei* m elyet a fe rm en t az inkubációs 
idő  a la t t  ad o tt h ő m érsék le ten  és p H -n  szabaddá tesz (3,4,6,10).

b) Kivitelezés: Az eredetileg is többféle  m etodikai változa t közül (3,6,10) lehe­
tőségeinknek legm egfelelőbbet kelle tt k iválasztan i, ille tve több m ódosításra volt 
szükség. Ezért az a láb b iak b an  részletesen közöljük az á lta lunk  a lkalm azo tt m eto­
d ikát.

a) Szükséges oldatok:
— Szubsztrát o ld a t: 20 mg L -leucin-/?-naftilam id-h idroklorido t (Th. Schu- 

chard t) oldunk 30 m l desztillá lt v ízben és hozzáöntjük  70 m l 7,2 p H -jú  Sörensen- 
pufferhez (m/15 d iná trium hidro foszfát és m/15 kálium dihidrofoszfát o lda t 72:28 a rá ­
nyú  keveréke).

— 15 vol% -os perk lórsav ,
— E chtro t 3 G L (diazotált 3 -k ló r-4 -n itran ilin ) desztillá lt vízzel frissen  készült 

1 m g/m l töm énységű o ldata.
— É terace tá t p. a.

ß) Eljárás: 0,4 m l vérsavóhoz 2,1 m l szubsztrá t-o ldato t m érünk. A reakcióele- 
gyet 1 órán  keresztü l 37,5±0,1 C°-on H öppler-fé le  u ltra te rm o sz tá t v ízfürdőjében  in- 
kubáljuk . Egyidejűleg ugyanúgy vak  o lda to t is készítünk  azzal a különbséggel,
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hogy a  szubsztrát bem érése u tán  azonnal 2,5 m l perklórsav o lda to t ad u n k  az elegy- 
hez és ezt is inkubáljuk . 1 ó ra elteltével az inkubáció t befejezzük és a ferm ent- 
m űködést 2,5 ml perklórsav o lda tta l történő fehérjekicsapással m egállítjuk . A csa­
padékot szűréssel vagy cen trifugálással eltávo lítjuk  és a  szűredékből, ille tve a szu- 
perna tánsbó l 1 m l-t centrifugacsőbe p ipettázunk, m ajd  hozzáadunk 1 m l Echtrot 
3 GL oldatot. Erélyes összerázás u tán  10 percig szobahőm érsékleten á lln i hagyjuk. 
10 perc a la tt  kifejlődik a reakcióra jellem ző piros szín. H ozzáadunk 5 m l éterace- 
tá to t és erélyes összerázás u tán  a fázisok szétválasztása céljából 3 perc ig  cen trifu ­
gáljuk  (3—4000 ford./perc). A keletkezett diazófesték az é teracetá tos fázisba megy 
át, am it 10 m m  rétegvastagságú küvettába p ipettázunk  és S = 5 3 -as  szű rőn  P ulfrich- 
féle S tufenfotom éteren  vak o ldat ellenében fotom etráljuk .

y) Szám ítás: 96%-os alkoholban oldott 10—20—30 ,«g /?-naftilam in o lda tta l h ite ­
lesítési görbét veszünk fel, azaz 0,20 m g/m l töm énységű /?-naftilam in oldatból 
0,05—0,10—0,15 m l-t perk ló rsav  o lda tta l 1 m l-re egészítünk ki, m elyhez 1 m l Echt­
ro t 3 GL oldatot adunk. A színkifejlődés u tán  (10 perc) az előbbi m ódon a festék­
anyagot 5 m l éteracetá tta l e x tra h á lju k  és centrifugálás u tán  fo tom etrá ljuk . A ka­
po tt értékeke t d iagram ban ábrázoljuk. A vizsgálatok során az ex tinkció  értékek-

í  2,5.2 1
hez tartozó ug értékeket leolvasva, az t 12,5-el szorozzuk I ——  =  12,51, m egkap­

ju k  az ún. „LAP-egység/m l”-t.

E red m én ye in k  és azok m egbeszélése

K ísérle te ink  eredm ényeit az 1. sz. táblázat, illetve a 3. sz. ábra  tü n te ti 
fel.

Az áb ra  szem léletesen m u ta tja , hogy a SLA P ak tiv itá sa  te lje s te s t ro n t- 
genbesugárzás u tán  24 óra m úlva  lényegesen csökken. Ez a csökkenés tovább  
fo ly ta tó d ik  a 2. és a 3. napon  is. Az 5. napon  az á lla tok  egy  részében  a fe r­
m en t ak tiv itá sa  olyan, m in t a 3. napon , m ásik  részében azonban  ig en  alacsony 
sz in tre  zuhan.

D egranol m érgezésben  m ár 24 ó ra  m úlva a fe rm en t a k tiv itá sa  erősen 
csökken, alacsonyabb é rté k e t m u ta t, m in t rön tgenbesugárzás u tá n . Ez az ak ­
tiv itáscsökkenés tovább  fo ly ta tó d ik  a 2. és 3. napon  is, az 5. n ap o n  pedig  m ár 
em elked ik  és körü lbelü l a 2. nap i é r ték k e l azonos.
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1. sz. táblázat: P a tk án y o k  vérsavó jának  LA P ak tiv itá s  változása k ísérletes sugár­
betegségben, ille tve  D egranol m érgezésben. M atem atika i értékelés

N orm ,
1 nap 2 nap 3 nap 5 nap

R tg Deg. R tg Peg. R tg P eg . R tg  a R tg  b Deg.

n 20 20 20 20 20 20 30 18 7 20

X 215 188 166 166 155 150 144 150 94 157

±  S +  12 ± 1 9 +  11 ± 1 4 ±  9 ± 1 5 +  13 ± 1 6 ± 6 ± 2 0

*r+s 227 207 177 180 164 165 157 166 100 177

V —s 203 169 155 152 146 135 131 134 88 137

P (0,1 «0,1 «0,1 «0,1 «0,1 «0,1 «0,1 «0,1 «0,1

A LAP az exopep tidázok  közé ta rto zó  am ino p ep tid áz  (teh á t a N -te rm ina- 
lis  am inosavat leh as ító  ferm en t), m ély  a te rm in a lis  L -leucin t h a s ítja  le  (7). 
E lőször a bé lfa lbó l izo lá lták  (8). A  fe rm en t a k tiv itá sn a k  zav ará t belgyógyá­
szati kó rképekben , fő leg  m ájp a ren ch im a  léz iókban  (9), egyes derm atológiai 
kó rképekben  (1) ír tá k  le. S z ta n y ik  (11) és 'Tanka  (12) k ísérle tes sugárbeteg­
ségben — főleg eg erek en  végzett v izsgála ta ik  a la p já n  — a  m i m egfigyelé­
seinkhez lényegében  hasonló  e red m én y re  ju to tt. Ő k  is a  vérsavó L A P -ak ti- 
v itá sán ak  csökkenését észlelték  k ísérle tes sugárbetegségben . H isztokém iai 
v izsgála tokkal ped ig  az t ta lá lták , hogy  ezzel egy időben  az egyes szervekben 
a  m ájban , de fő leg  a  lépben , a fe rm e n t erősen fe lszaporodik . Ő k ezt a felsza­
porodást, ak tiv itásfokozódást, a szervek  h o m o g en átu m áb an  is k i tu d tá k  m u­
ta tn i. S a já t v iz sg á la ta in k b an  sem  sugárbetegségben , sem  D egranol-m érgezés- 
b en  a zsigeri sze rv ek  (m áj, lép, vese) ho m o g en á tu m áb an  fe rm en tak tiv itá s- 
fokozódást nem  ta lá ltu n k . E nnek  m ag y aráza ta  leh e t a  k ísé rle tre  haszná lt á lla ­
to k  közötti k ü lönbség  (egér — p a tk án y ), vagy  az a lk a lm azo tt sugáradag  kö­
zö tti eltérés.

Term észetesen a  h isz tokém iai kész ítm ények  értéke lése  nehéz és nem  
m ind ig  egyértelm ű , m e r t  in k áb b  a  vizsgáló szu b jek tív  m egítélésétől, m in t ob­
je k tív  m éréstő l függ . G ondolni leh e t a  fe rm en t szerven  belü li eloszlásának, 
d isz tribúció jának , vá lto zásá ra . T anka  a  b esugárzo tt á lla t lépének  cen trum  ger- 
m in a tív u m ai k ö rü l észlelte  az enzim  n a g ym ér tékű  fe lszaporodását, m íg az a 
no rm ál k o n tro ll á lla t szervében  a rán y lag  egyen letesen  oszlik el.

V izsgálataink  so rán  m ég egy figyelem re  m éltó  észlelést te ttü n k . A  sugár­
beteg  álla tok  egy h á n y a d á n a k  S L A P -ak tiv itása  az 5. napon  je len tősen  csök­
ken t. Ezek az á lla to k  k lin ik a ilag  a súlyos sugárbetegség  k ép é t m u ta tták . Fel­
té te lezhető , hogy ezek az á lla tok  m ég a tovább i időszakban , egy-két nap  
m ú lva  ugyancsak  e lp u sz tu ltak  vo lna  és a SLA P ak tiv itá s  csökkenése a halálos 
k im enete l előjele g y a n á n t fogható  fel.

A LA P pon tos szerepe  az anyagcserében  m ég n ap ja in k b an , sem ism ere­
tes. F elté te lezhető , hogy  a fe rm en t a k tiv itá sán ak  változása  — je len  esetben 
csökkenése — a sugárbetegségben , ille tve  D egranol-m érgezésben  keletkező 
feh érje -, illetve am inosavanyagcsere  m ély reha tó  zav aráv a l áll összefüggés­
b en  (5).
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EO  N T  BOLL

3. sz ábra: Az 1. sz. táblázat adatainak grafikus ábrázolása

ÖSSZEFOGLALÁS

Szerző pa tkányokon  vizsgálta a  vérsavó  leucinam inopeptádáz (SLAP) a k ­
tiv itá sán ak  változását k ísérle tes sugárbetegségben  és D egranol-m érgezésben 
(DL50/5 nap). M egállapíto tta , hogy a besugárzás u tá n  24 ó ra  m úlva  m á r csök­
ken a fe rm en t ak tiv itá sa  és ez a csökkenés a to v áb b i időszakban (2— 3. nap) 
tovább fo ly tatód ik . Az 5. napon az á lla to k  egy részén ek  SLAP ak tiv itá sa  igen  
alacsony szin tre  zuhan , m íg  m ásik részében  a 3. n a p i sz in tte l azonos é rté k e t 
m uta t.

D egranol-m érgezésben 24 óra m ú lv a  a SLA P ak tiv itá sa  kisebb, m in t a 
sugárbeteg  állatok SL A P ak tiv itása . A  2. és 3. n ap o n  is az ak tiv itá s  a  su g á r­
betegségben  észlelt a la t t  m arad. Az 5. napon  azonban  m á r k issé em elkedő  
ten d en c iá t m utat.
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A - p  A a e u a  i .  noAno/iKOBHUK MeA. CAyxábi, KaHxuaar MeA. HayK:

H3MEHEHHE AEHUHHAMHHO-FIEHTH403HOP1 AKTHBHOCTH 
H3MEHEHHE AEHLJHHAMHHO-nEnTH,ZlA3HOH AKTHBHOCTH 

CbIBOPOTKH nPH SKCnEPHMEHTAAbHOH AYHEBOH EOAE3HH 
H OTPABAEHHHX AErPAHOAOM

A b t o p  h cc acao bba  b BKcnepHMeHTax AeiíijHHaMHHO-nenTHAa3Hyio (SL A P) aKTHBHocTb y 
Kpwc npn 3KcnepHMeHTaAbHOH AyneBOH 6oAe3HH h  OTpaBAeHHHX AerpaHOAOM (A A 5 0 /5  AeHb). 
Y c T a H O B H A , MTo cnycTH 24 Maca nocAe oÖAyneHHH yase HaÖAioaaeTCH CHHjKeHHe 3Kt h b h o c t h  
(pepMeHTa h  bto  CHHjKeHHe b flaAbHefiuieM npo^oAJKaeTca (2—3 ä h h ) .  Ha 5-wft ÄeHb AeßijHH- 
aMHHonenTHfla3Haa aKTHBHocTb y HacTH k h b o t h m x  cHHasaeTca Ha oneHb h h 3Kh h  ypoBeHb, a 
y apyrofi aaCTH coBnaflaeT c ypoBHeM BbiflBAeHHbiM Ha 3 - h h  ÄeHb.

B O T p aB A eH H H X  a e r p a o A O M  c n y c T H  2 4  n a c a  A e f ig H H a M H H o n e n T H a a 3 H a H  a K T H B H o c T b  M eH b - 
u i e  n e M  y  j k h b o t h m x  A y a e B o i i  6 o A e 3 H b io .  H a 2 - o f i  h  H a  3 - h í í  ä h h x  aKTHBHocTb M e H b iu e  HeM  
y ÍK H B O T H b lX  A y se B O H  6 o A e 3 H b H > . A K T H B H O C T b  H a  5 - b IH  AeHb H a H H H ae T  n O B b lU la T b C H .

Dr. G. Dávid, O berstl. d. Med. D., K and ida t d. Med. W issenschaften:

DIE VERÄNDERUNGEN DER LEUZIN AM IN O PEPTID A SE-AK TIVITÄ T 
DES BLUTSERUM S IN  EXPERIM EN TALER STRAHLENKRANKHEIT UND 

DEGRANOL-VERGIFTUNG

V erfasser un te rsu ch te  an  R atten  d ie V eränderungen  der Serum -L euzinam ino- 
p ep tidase-A k tiv itä t (SLAP) in  ex p e rim en ta le r S trah lenk rankheit u n d  in  D egranol- 
V ergiftung. Es bew ies sich, dass die F e rm en tak tiv itä t schon 24 S tunden  nach der 
B estrah lung  abnim m t, die V erm inderung se tz t sich in  den folgenden 2—3 Tagen fort. 
A m  5. Tage fällt die S L A P -A ktiv ität in  e inem  Teil der T iere be träch tlich  ab, in  den 
Ü brigen  gleicht es den am  3. Tage gefundenen  W erten.

In  einer D egranol-V ergiftung e rre ic h t die S LA P -A ktiv ität in  24 S tunden  einen 
n ied rig e ren  Wert, w ie in  den s trah len k ran k en  Tieren. Dasselbe kann  m an  auch am  
2. u n d  3. Tag beobachten. Am  5. Tage dagegen zeigt sich eine etw as zunehm ende 
Tendenz.
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