A vérsavd leucinaminopeptiddz-aktivitasdnal valtozasa
kisérletes sugarbetegségben és Degranol-mérgezésben

Irta: David Gabor dr. orvosalezredes, az orvostudomanyok kandidatusa

A korszer( sugarbiologiai kutatasban nagy figyelmet szentelnek az enzi-
moldgiai vizsgalatoknak (2,13). Kiterjedten vizsgaljak az ionizalé6 sugarzas
enzimekre kifejtett hatdsat, mind in vitro rendszerekben, mind in vivo, a
kilonb6z6 szervekben, szdvetekben, sejtekben. Hisztokémiai mdédszerekkel az
enzimek szerveken, sejteken belili lokalizaciéjat, struktirdhoz kotottségét
lehet tanulmanyozni.

Kisérletsorozatunkban vizsgalat targyava tettik patkanyok vérsavdjanak
leucinaminopeptidaz (a tovabbiakban: SLAP) aktivitdsdnak valtozasat kisér-
letes sugarbetegségben. Ezenkivil, tekintettel arra, hogy kozleményeink egy
részében tobb adatot szolgaltattunk a nitrogénmustar radiomimetikus hata-
sahoz, illetve parhuzamot vontunk a sugarbetegségben lezajl6 és a nitrogén-
mustar mérgezéshen véghemend korélettani folyamatok kozott, célszer(inek
lattuk vizsgalatainkat kiegésziteni oly értelemben is, hogy elvégeztik a SLAP
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aktivitas valtozasanak vizsgalatat Degranol mérgezésben. A Degranol© (Chi-
noin) vagy mas néven, nemzetkdézi révid megjeloléssel, Mannomustin(-e), 1,6-
-bisz-(béta-kléretilamino)-1,6-dezoxi-D-mannitdiklérhidrat tulajdonképpen nit-
rogénmustar szarmazék. Szerkezete alapjan gy lehet felfogni, mint egy
redukalt cukor molekuldt (mannit), melynek két végéhez hozzakdtdttek egy-
egy nitrogénmustar molekulat. igy a vegyitlet Iényegében két funkcionalis cso-
portot tartalmaz, tehat an. bifunkcionalis vegyulet. (1. sz. abra.)

Modszer

1. Kisérleti allatok: Kisérleteinkhez 160—180 g sulyd, Wistar eredetd,
him patkdnyokat hasznaltunk.

2. Besugarzasi, illetve mérgezési adatok:

a) Az alkalmazott sugardézis 900 r volt. (Siemens-Stabilivolt készilék,
180 kV, 10 mA, 0,5 mm Cu sz(r6, 50 cm fékusztavolsdg). Ez a sugaradag, az
elvégzett el6kisérletek szerint, az allatok 50%-4t 5 napon belul pusztitotta el
— DLsosd

b) A Degranol adagjat is ugy valasztottuk meg, hogy szubkutadn adago-
lassal a patkdnyok 50%-at 5 napon belll pusztitsa el. Ez az adag patkany-
torzsiinkre nézve 95 mg/kg volt.

3. Kisérleti csoportok:

a) A besugarzas utan 1—2—3 nap mulva 20—20, 5 nap mulva 25 allatot
dekapitalassal elvéreztettiink, vériket felfogtuk és elvégeztik a SLAP aktivi-
tdsdnak meghatarozasat.

b) A mérgezés utan 1—2—3 nap mulva 20—20, 3 nap mulva 30 allatot
hasonléképpen megoltink és meghataroztuk a ferment aktivitast.

c) Kontroll gyanant 20 egészséges, nem kezelt allat szolgalt.

4. A LAP aktivitds meghatarozasa:

a) Elve: A LAP a szubsztratként szerepl6é L-leucin-yJ-naftilamidot leucinra
és naftilaminra bontja. A /J-naftilamint Echtrot 3 GL-el vdérds diazofestékké
edakitjuk, ami jol fotometralhatd (2. sz. abra).

Az enzim aktivitasat ugy hatarozhatjuk meg, hogy megadjuk azt a jug-
ban kifejezett -naftilamin mennyiségei* melyet a ferment az inkubéacids
id6 alatt adott hédmérsékleten és pH-n szabadda tesz (3,4,6,10).

b) Kivitelezés: Az eredetileg is tobbféle metodikai valtozat koézul (3,6,10) lehe-
t6ségeinknek legmegfelel6bbet kellett kivalasztani, illetve tobb mddositasra volt
szlkség. Ezért az aldbbiakban részletesen ko6zoljik az altalunk alkalmazott meto-
dikat.

a) Szikséges oldatok:

— Szubsztrat oldat: 20 mg L-leucin-/?-naftilamid-hidrokloridot (Th. Schu-
chardt) oldunk 30 ml desztillalt vizben és hozzadntjuk 70 ml 7,2 pH-jG Sorensen-
pufferhez (m/15 dinatriumhidrofoszfat és m/15 kaliumdihidrofoszfat oldat 72:28 ara-
nyd keveréke).

— 15 vol%-os perkldrsav,

— Echtrot 3 GL (diazotalt 3-kldr-4-nitranilin) desztillalt vizzel frissen készilt
1 mg/ml tdménységil oldata.

— Eteracetat p. a.

B) Eljaras: 0,4 ml vérsavohoz 21 ml szubsztrat-oldatot mériink. A reakcidele-
gyet 1 6ran keresztil 37,5£0,1 C°-on Hdppler-féle ultratermosztat vizfird6jében in-
kubaljuk. Egyidejlileg ugyantgy vak oldatot is készitink azzal a kildnbséggel,
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hogy a szubsztrat bemérése utan azonnal 2,5 ml perklérsav oldatot adunk az elegy-
hez és ezt is inkubaljuk. 1 oOra elteltével az inkubaciot befejezziik és a ferment-
mikodést 25 ml perkldrsav oldattal torténd fehérjekicsapassal megallitjuk. A csa-
padékot szliréssel vagy centrifugalassal eltavolitjuk és a szlredékbdl, illetve a szu-
pernatansbol 1 ml-t centrifugacsébe pipettdzunk, majd hozzdadunk 1 ml Echtrot
3 GL oldatot. Erélyes osszerdazas utan 10 percig szobahd&mérsékleten allni hagyjuk.
10 perc alatt kifejlédik a reakcidra jellemzd piros szin. Hozzaadunk 5 ml éterace-
tatot és erélyes 0Osszerazas utan a fazisok szétvalasztasa céljabél 3 percig centrifu-
galjuk (3—4000 ford./perc). A keletkezett diazofesték az éteracetatos fazisba megy
at, amit 10 mm rétegvastagsagu klvettaba pipettazunk és S=53-as sz(rén Pulfrich-
féle Stufenfotométeren vak oldat ellenében fotometraljuk.

y) Szamitds: 96%-os alkoholban oldott 10—20—30 ,«g /?-naftilamin oldattal hite-
lesitési gorbét veszink fel, azaz 0,20 mg/ml toménységl /?-naftilamin oldatbdl
0,05—0,10—0,15 ml-t perkldrsav oldattal 1 ml-re egészitink ki, melyhez 1 ml Echt-
rot 3 GL oldatot adunk. A szinkifejl6dés utan (10 perc) az el6bbi moédon a festék-
anyagot 5 ml éteracetattal extrahaljuk és centrifugalas utan fotometraljuk. A ka-
pott értékeket diagramban 4abrazoljuk. A vizsgalatok soran a22 %xtinkci() értékek-

i 2,5. 1
hez tartoz6 ug értékeket leolvasva, azt 12,5-el szorozzuk |I—— = 1251, megkap-

juk az un. ,,LAP-egység/ml™-t.

Eredményeink és azok megheszélése

Kisérleteink eredményeit az 1. sz. tablazat, illetve a 3. sz. abra tlnteti
fel.

Az é&bra szemléletesen mutatja, hogy a SLAP aktivitdsa teljestest ront-
genbesugarzas utan 24 6ra mulva lényegesen csdkken. Ez a csokkenés tovabb
folytatédik a 2. és a 3. napon is. Az 5. napon az allatok egy részében a fer-
ment aktivitasa olyan, mint a 3. napon, masik részében azonban igen alacsony
szintre zuhan.

Degranol mérgezésben mar 24 6ra mulva a ferment aktivitdsa er6sen
csOkken, alacsonyabb értéket mutat, mint réntgenbesugarzas utan. Ez az ak-
tivitascsokkenés tovabb folytatédik a 2. és 3. napon is, az 5. napon pedig mar
emelkedik és korilbelil a 2. napi értékkel azonos.
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1. sz. tdblazat: Patkadnyok vérsavéjanak LAP aktivitds valtozdsa kisérletes sugar-
betegségben, illetve Degranol mérgezésben. Matematikai értékelés

1 nap 2 nap 3 nap 5 nap
Norm,
Rtg  Deg. Rtg Peg. Rtg Peg. Rtga Rtgb 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 19 +11 14 + 9 £15 +13 16 +6 20
*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 exopeptiddazok kdzé tartozé aminopeptiddaz (tehat a N-termina-
lis aminosavat lehasité ferment), mély a terminalis L-leucint hasitja le (7).
El6szor a bélfalbdl izolaltdk (8). A ferment aktivitasnak zavarat belgyogya-
szati korképekben, féleg majparenchima léziokban (9), egyes dermatolégiai
korképekben (1) irtdk le. Sztanyik (11) és 'Tanka (12) kisérletes sugarbeteg-
ségben — f6leg egereken végzett vizsgalataik alapjan — a mi megfigyelé-
seinkhez lényegében hasonlé eredményre jutott. Ok is a vérsavé LAP-akti-
vitdsanak csokkenését észlelték kisérletes sugarbetegségben. Hisztokémiai
vizsgalatokkal pedig azt taldltdak, hogy ezzel egyid6ben az egyes szervekben
a méajban, de féleg a lépben, a ferment erésen felszaporodik. Ok ezt a felsza-
porodast, aktivitdsfokozédast, a szervek homogenatumaban is ki tudtdk mu-
tatni. Sajat vizsgalatainkban sem sugarbetegségben, sem Degranol-mérgezés-
ben a zsigeri szervek (maj, lép, vese) homogenatumaban fermentaktivitas-
fokozddast nem talaltunk. Ennek magyarazata lehet a kisérletre hasznalt alla-
tok kozotti kiillonbség (egér — patkany), vagy az alkalmazott sugaradag ko-
z0Otti eltérés.

Természetesen a hisztokémiai készitmények értékelése nehéz és nem
mindig egyértelm(, mert inkdbb a vizsgalé szubjektiv megitélésétl, mint ob-
jektiv mérést6l figg. Gondolni lehet a ferment szerven belili eloszlasanak,
disztriblcidjanak, valtozasara. Tanka a besugarzott allat 1épének centrum ger-
minativumai korul észlelte az enzim nagymérték( felszaporodasat, mig az a
normal kontroll allat szervében ardnylag egyenletesen oszlik el.

Vizsgalataink soran még egy figyelemre méltd észlelést tettink. A sugar-
beteg allatok egy hanyadanak SLAP-aktivitaisa az 5. napon jelentdsen csok-
kent. Ezek az allatok klinikailag a sulyos sugarbetegség képét mutattak. Fel-
tételezhet6, hogy ezek az éallatok még a tovabbi id6szakban, egy-két nap
mulva ugyancsak elpusztultak volna és a SLAP aktivitas csokkenése a halalos
kimenetel el6jele gyanant foghato fel.

A LAP pontos szerepe az anyagcserében még napjainkban, sem ismere-

tes. Feltételezhetd, hogy a ferment aktivitdsanak valtozdsa — jelen esetben
csOkkenése — a sugarbetegségben, illetve Degranol-mérgezéshen keletkez6
fehérje-, illetve aminosavanyagcsere mélyrehaté zavaraval all dsszefliggés-
ben (5).
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3. sz dbra: Az 1. sz. tablazat adatainak grafikus abrazolasa

OSSZEFOGLALAS

Szerz6 patkanyokon vizsgalta a vérsavo leucinaminopeptadaz (SLAP) ak-
tivitdsdnak valtozasat kisérletes sugarbetegséghben és Degranol-mérgezésben
(DL505 nap). Megallapitotta, hogy a besugarzas utan 24 6ra mulva mar csok-
ken a ferment aktivitasa és ez a csokkenés a tovabbi idészakban (2—3. nap)
tovabb folytatédik. Az 5. napon az allatok egy részének SLAP aktivitdsa igen

alacsony szintre zuhan, mig masik részében a 3. napi szinttel azonos értéket
mutat.

Degranol-mérgezésben 24 éra mualva a SLAP aktivitdsa kisebb, mint a
sugarbeteg allatok SLAP aktivitdsa. A 2. és 3. napon is az aktivitas a sugar-

betegségben észlelt alatt marad. Az 5. napon azonban mar kissé emelkedd
tendenciat mutat.
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A-p Aaeua i. noAno/iKOBHUK MeA. CAyxabi, KaHxuaar MeA. HayK:

H3MEHEHHE AEHUHHAMHHO-FIEHTH403HOP1 AKTHBHOCTH

H3MEHEHHE AEHLJHHAMHHO-nEnTH,ZIA3HOH AKTHBHOCTH

CbIBOPOTKH nPH SKCnEPHMEHTAAbHOH AYHEBOH EOAE3HH
H OTPABAEHHHX AErPAHOAOM

A btop hccacaobba b BKcnepHMeHTax AeiiijHHaMHHO-nenTHAa3Hyio (SLAP) aKTHBHocTb y
Kpwc npn 3KenepHMeHTaAbHOH AyneBOH 60Ae3HH n OTpaBAeHHHX AerpaHOAOM (AA50/5 AeHb).
YcTaHOBHA, MIo cnycTH 24 Maca nocAe 0OAyneHHH yase HaOAioaaeTCH CHHjKeHHe 3Kthbhocth
(pepMeHTa h bto CHHjKeHHe b flaAbHefiuieM npo”oAJKaeTca (2—3 anhn). Ha 5-wft AeHb AeRijHH-
aMHHonenTHfla3Haa akKTHBHocTb y HacTH khbothmx CHHasaeTca Ha oneHb nhn3knn ypoBeHb, a
y apyrofi aaCTH coBnaflaeT ¢ ypoBHeM BbiflBAeHHbIM Ha 3-nh AeHhb.

B OTpaBAeHHHX aerpaocAOM cnycTH 24 naca AefigHHaMHHonenTHaa3HaH aKTHBHocTh MeHb-
uie neM y jkhbothmx AvyaeBoii 60Ae3Hbio. Ha 2-ofi nh Ha 3-nii ahhx aKTHBHOCTD MeHbiue HeM
y IKHBOTHbIX AyseBOH 60Ae3HbH>. AKTHBHOCTb Ha 5-bIH AeHb HaHHHaeT nOBbIUlaThCH.

Dr. G. David, Oberstl. d. Med. D., Kandidat d. Med. Wissenschaften:

DIE VERANDERUNGEN DER LEUZINAMINOPEPTIDASE-AKTIVITAT
DES BLUTSERUMS IN EXPERIMENTALER STRAHLENKRANKHEIT UND
DEGRANOL-VERGIFTUNG

Verfasser untersuchte an Ratten die Veranderungen der Serum-Leuzinamino-
peptidase-Aktivitdat (SLAP) in experimentaler Strahlenkrankheit und in Degranol-
Vergiftung. Es bewies sich, dass die Fermentaktivitdt schon 24 Stunden nach der
Bestrahlung abnimmt, die Verminderung setzt sich in den folgenden 2—3 Tagen fort.
Am 5. Tage fallt die SLAP-AKktivitadt in einem Teil der Tiere betrdchtlich ab, in den
Ubrigen gleicht es den am 3. Tage gefundenen Werten.

In einer Degranol-Vergiftung erreicht die SLAP-Aktivitat in 24 Stunden einen
niedrigeren Wert, wie in den strahlenkranken Tieren. Dasselbe kann man auch am
% u(;]d 3. Tag beobachten. Am 5 Tage dagegen zeigt sich eine etwas zunehmende

endenz.
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