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A szerz6k két sugarvédé vegyidet, az AET, illetve a WR 2721
nydl thrombocyta MAO aktivitasara gyakorolt hatasat vizsgaltak in
vitro. Megéallapitottdk, hogy mig az AET koncentraci6-fiiggéen ga-
tolta az enzim aktivitadsat, addig a WR 2721-nek nem volt ilyen jel-
leg hatésa.

Tovabbi munkajuk soran megallapitottdk, hogy a WR 2721
intraperitonedlis addsa utan a korai idépontokban csokkent a nyul
thrombocyta MAO aktivitdsa. Meghataroztak azt is, hogy a vegyidet
tovabb fokozta az ionizalé sugarzas letalis dézisa okozta enzimaktivi-
tas-csdkkenést.

Ismeretes, bogy a vérlemezke monoaminooxidaz (MAO; E.C.1.4.3.4) aktivitasa
j6 informaciot nyGjt a kozponti idegrendszer aktualis monoaminerg aktivitasardl
(1,2,3,4). A thrombocyta MAO-janak ezt a tulajdonsagat kihasznalva a huméan or-
vosi gyakorlathan, elsésorban bizonyos pszichés eredet(i korképek diagnosztizalasa
soran meghatarozzak az enzim aktivitasat is.

Szamos kozponti idegrendszeri hatassal rendelkezd szerr6l ismert, hogy meg-
véltoztatja a thrombocyta MAO aktivitasat (5,6,7,8). Nem talaltunk adatokat arra
vonatkozdan, hogy bizonyos centralis hatasokkal is rendelkez6 sugarvédé vegyiletek
megvaltoztatjdk-e a vérletnezke MAQO aktivitasat. Tovabba nem ismeretes az sem,
hogy az ioniz&lé sugérzas letalis ddzisa, mely szintén okoz centralis tineteket is
(pl. adynamia, emesis stb.) befolyasolja-e az enzim aktivitasat.

Ezért vizsgéltuk, hogy a nyul thromboeytahoz in vitro hozzdadott két ismert
sugarvédd vegyidet, nevezetesen az AET (S2aminoethyl-isothiuronium Br H Br),
illetve a WR 2721 |S-2(3-aminopropyl-aminoethyl) tiofoszfat] miként befolyasolja
az enzim aktivitasat.
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Tovabbi munkank soran meghataroztuk azt is, hogy letalis ddzisu egésztest-
besugarzds utdn a WR 2721-gyel tortént ip. kezelés, illetve a kett6 egylttesen mi-
ként befolyasolja a nyul thrombocyta MAO aktivitasat.

A nydg és modszer

Mivel az irodalomban a thrombocytabol térténd enzimaktivitas-mérésre leirt
modszerek (9, 10, 11) csak human vérlemezke MAO meghatarozasara vonatkoztak,
azok alapjan magunk dolgoztunk ki olyan eljarast, mellyel nyul thrombocyta MAO
aktivitdsat megbizhatdan mérni lehet.

Kisérleteink soran 30 db 2,5—3,0 kg sulyd him magyar vadas nyulat (LATI,
G6doll6) hasznéltunk fel. Szivpunkcidval nyert vérbdl 15 percig 1000 g-vel tortént
centrifugalds utan thrombocytéban dis plazmat (platelet rich plasma, PRP) nyertiink.

2-2 ml PRP-t tovébb centrifugaltunk 15 percig 2400 g-n, majd a feliliszét
elontottik. A killlepedett thrombocytékat Gjra szuszpendaltuk 0,3 M Mannit-oldat-
ban, majd az enzimaktivitds meghatarozasaig —20 °C-on taroltuk azt. 24 éra malva
a thrombocytakat szobah6mérsékleten hagytuk felolvadni, majd ezutan tértént az
enzim aktivitdsanak meghatarozasa.

A mérés menete a kdvetkezd volt: 0,5 ml thrombocyta szuszpenzi6t 0,7 ml 0,2 M
TRIS pufferben (pH=7,4) inkubaltuk névekvd koncentraciéja (35 nM—1400 nM)
kinuraminnal [Kynuramine; (3-/2-Aminophenyl/-3-oxopropanamine) SIGMA], 120
perces 37 °C-on tortént inkubalas utan 0,6 M perklérsavval allitottuk le az oxidaciot.
Ezt kdvet6en 10 percig 2400 g-vel centrifugaltuk az oldatokat. A felilisz6 1 ml-ét
3 ml IN NaOH-ba tettik. A kinuraminb6l a MAO &ltal oxidalt 4-hidroxikinolin
(4HQ) koncentraciéjat PERKIN—ELMER MPF 44B spektrofluoriméteren mértik,
315 nm gerjesztési hullamhossznal. Az emisszios hullamhossz 385 nm volt. Az enzim-
aktivitads meghatarozasahoz sziikséges fehérjetartalom mérését biuret reakcioval vé-
geztiik el. Az enzimaktivitas mértékét a képzddott 4HQ nM-mg protein-1-min-1
formaban fejeztik Kki.

Lineweaver—Burk-diagram alapjan hataroztuk meg a Michaelis—Menten-kons-
tanst, a KMértéket, azaz azt az optimalis kinuramin koncentraciot, mellyel throm-
bocytah6l a MAO aktivitasat mérni lehet (1. sz. dbra). Ez az érték 6-10-8 M-nak
adddott, igy a tovabbi mérések soran ezzel a szubsztrat koncentraciéval dolgoztunk.

A megfelel6 modszerrel a kovetkezdket vizsgaltuk:

1 AET és WR 2721 hatasa a nydl thrombocyta MAO aktivitasara in vitro;

2. 300 mg/kg WR 2721 ip. adasa 6,0 Gy egésztest-besugarzés, valamint a kett6
egylittes hatdsa a nydl thrombocyta MAO aktivitasara.

Az in vitro mérések soran a thrombocyta szuszpenzidhoz adtuk az AET-t 2,5
pM/mI—20 pM/ml, illetve a WR 2721-t 4,32 pM/ml—17,24 pM/ml koncentraciéban.

300 mg/kg WR 2721-gvel tortént ip. kezelés utdn 1 éra és 3 6ra malva sziv-
punkcioval vért vettiink, izolaltuk a thrombocytakat és mértik a MAO aktivitasu-
kat. 6,0 Gy 80Co-gamma egésztest-besugarzas utan szintén 1 dlaval és 3 éraval tor-
téntek az enzimaktivitas-mérések.

A besugarzast az OSSKI Gammatron (Siemens) készilékével végeztik, a dézis-
teljesitmény 0,1175 Gy/pere volt. 300 mg/kg WR 2721 ip. adasa utan 30 perccel
tértént 6,0 Gy egésztest-besugarzast kdvetben szintén a fentemlitett idépontokban
vett vérb6l hataroztuk meg a thrombocyta MAO aktivitadsat. A meghatérozasokat
onkontrollal végeztiik, azaz a kiilonbdz6 kezeléseket megel6z6en 1 héttel a nyulaktdl
szivpunkcidval vett vérb6l meghataroztuk a thrombocyta MAO aktivitasanak normal
értékét, majd kilonbdzé kezelés okozta véltozasokat ennek %-&ban fejeztik Kki.
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1. &bra: Michaelis— Menten konstans (K-m) meghatarozdsa Lineweaver—Burk-diagram alapjan

Elvégeztiik a mérési eredmények statisztikai értékelését is, Student’s-féle két-
mintés t-prdéba alapjan szamoltuk a kontrolitdl val6 eltérések szignifikanciajat.

Eredmények
A thrombocyta szuszpenziéhoz in vitro hozzaadott kildnbozd koncentracioju

AET, illetve a WR 2721 okozta enzimaktivitas valtozasokat a 2. sz. abran tintettik
fel. Megallapitottuk, hogy mig 2,5 pM/ml AET egyaltalan nem befolyasolta a MAO

sara in vitro, a kontroll % -aban kifejezve
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aktivitasat, addig az AET koncentréciéjanak fliggvényében 20 “M/ml teljes enzim-
aktivitas-bénulast eredményezett. Hasonld koriilmények kodzott a ndvekvd koncent-
raciéji WR 2721-nek nem volt ilyen jellegli hatasa. 4,32 "M/ml—17,24 “M/ml kon-
centraciétartomanyban a WR 2721 nem okozott szignifikans valtozast a thrombocyta
MAQ aktivitdsaban a kontrolihoz képest. A WR 2721-gyel tortént ip. kezelés, a letélis
dozist egésztest-besugarzas, illetve a kettd egylttes hatdsanak eredményeit foglaltuk
Ossze az |. sz. tablazatban.

I. tablazat
Kezelések 1h 3h
u 96 P u % P
300 mg/kg 3,0936 98,13 >0,5 2,5019 79,36 <0,01
WR 2721 ip. +0,0419 +0,0364
6,0 Gy 60Co-gamma 0,7025 62,47 <O ©o 0,8532 93,46 >0,5
besugérzas + 0,0295 +0,0171
300 mg/kg WR 2721 2,7547 88,24 <0,1 2,4200 76,76 <0,01
utan 20'-cel 6,0 Gy +0,0136 +0,0410

6iCo-gamma besugarzas

Megjegyzés: Azenzimaktivitas-értékek (U) a MAO altal oxidalt 4HQ -min-1+mg prot~ 1+ S.E.

1. tablazat: Nyul thrombocyta MAO aktivitds valtozasa kilonboz6 kezelést kévetéen az id6
figgvényében

Az eredmények értékelése el6tt el kell mondanunk, hogy 300 mg/kg WR 2721
ip. adasa, majd az ezt kovet6 6,0 Gy egésztest-besugarzas utan érdekes dolgot tapasz-
taltunk. Ugyanis mig énmagaban a sugarvéd6 dézisban adott WR 2721, illetve a
letalis dozisu egésztest besugarzas utani korai id6pontokban nem tapasztaltunk toxi-
kus tlineteket a nyulakon, addig a kett§ egyuttes hatésara tonusos — klénusos gor-
csok jelentkeztek, apnoe lépett fel, majd rovid id6n belll elpusztultak az allatok,
igy a kulénboz6 kezelést kdvetd elsd és harmadik 6raban mért eredményeinket fog-
laltuk Ossze.

Megaéllapitottuk, hogy 300 mg/kg WR 2721-gyel tortént ip. kezelés utan 16raval
még nem valtozott szignifikdnsan a nyllt thrombocyta MAO aktivitasa, viszont 3 6ra
mulva jelent8s enzimaktivitas-csokkenést tapasztaltunk. 6,0 Gy egésztest-besugérzas
utani els6 6raban tébb mint 30%-kal volt alacsonyabb a MAQ aktivitasa, a besugar-
zast kovet6 harmadik oOrdban viszont ez a valtozds mar nem volt szignifikans.
300 mg/kg WR 2721-gyel tortént ip. kezelés és 6,0 Gy egésztest-besugarzas utani elsé
Oréban tobb mint 10%-kal tért el az enzim aktivitdsa a kontroll értékektdl. A har-
madik Orara ez a csokkenés tovabb fokozddott.

Megbeszélés

Kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy in vitro az AET, koncentraci¢janak
fiiggvényében gatolta a thrombocyta MAQO aktivitasat, ugyanakkor a WR 2721-nek
nem volt ilyen jelleg(i hatasa. Ismeretes, hogy az AET a szervezeten belil merkapto-
etilguanidinné (MEG) alakul, mely szabad SH-csoportot tartalmaz (12). Ismert az is,
hogy a MAO viszonylag nagy szamban tartalmaz SH-csoportot, molekulanként 7—
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8-at (13). Feltételezésiink szerint a MEG és az enzim kozott kialakult vegyes diszulfid-
kotés eredményezte ezt az aktivitdscsokkenést, illetve az AET megfelel6 koncentra-
ci6janél a teljes bénulast.

Ugyanakkor valdszindi, hogy in vitro kisérleti kdrilményeink kozoétt a WR 2721
nem defoszforilalodott WR 1065-t6, a vegylilet szabad SH-csoportot tartalmazo
szarmazékava, amely a fentiek alapjan gatolhatta volna az enzim aktivitasat. Ezért
nem tapasztaltuk a thrombocyta szuszpenziéhoz in vitro adott kiilénb6z6 koncentra-
ci6ju WR 2721 gatlé hatasat.

Szervezeten bellil viszont ez a defoszforilacié az alkalikus foszfatadz enzim segit-
ségével végbemegy (14), melynek kovetkeztében a radioprotekcié szempontjabol
fontos szarmazék, a WR 1065 [2-(/aminopropyl/ amino) etantiol] képzédik. igy a
molekula szabad SH-csoportjan keresztiul mar két6dhet az enzimhez. Ez magyaréz-
hatja, hogy amikor WR 2721-gvel ip. kezeltik az &llatokat, csdkkent a thrombocyta
MAO aktivitasa.

Méréseink alapjan megallapitottuk azt is, hogy a sugarvédé ddzisban adott
WR 2721 tovébb fokozta az ionizal6 sugarzés okozta enzimaktivitas-csokkenést.
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K. Bodé, E. Rénai, M4j. tiy. Horvath M.D.M.C.

STUDIES ON CHANGES OF MAO ACTIVITY OF THROMBOCYTES
UNDER THE EFFECT OF RADIOPROTECTORS AND IRRADIATION

The effect of two radioprotectors—AET and WR 2721—on MAO activity of thrombocytes
in rabbits was investigated in vitro. It has been found that AET has a concentration-dependent
inhibitory effect on enzyme activity, while WR 2721 has no similar effect.

Further experiments have shown that shortly after intraperitoneal administration of WR
2721 a decreased MAO activity of thrombocytes is present. Moreover, this radioprotector pro-
vokes further decrease of enzyme activity diminished by lethal dose of ionizing radiation.

K. Eodo, 3. Ponau, Matiop m/c Jjb. Xopeam:

MCCJIEAOBAHHE M3MEHEHMR MAO AKTMBHOCTM
TPOMEOLJMTOB 130/1 JEMCTBMEM PA/JMOfIPOTEKTOPOB H OEJiy4dEHM.il

Abtopw HcenegOBajiH » onbuax in vitro, Kaie H3MEHAETC MAO aKTHBHOCTb tpoméouhtob
KpojiHKa nog geBCTBHeivt A3T n WR 2721. Bbino ycTaHOBJieHo, hto A3T HHTHOHpyET
3H3HMa B 3aBHCHMOCTM OT KOHLteHTpaUMH, a WR 2721 TaKOTO geHCTBHH He HMeeT.

JlajibHefiiuHe onbiTbi noKa3a/iH, nto b paHHHe cpoKH nocjie BHyTpHOpioujHHHoro BBegeHHJi
WR 2721 BO3HMK3eT CHVXCGeHVE MAO aKTHBHOCTH TpOMOOIHTOB KpOJlHKa. EblgO BblHBJieHO H TO,
HTO COegHHeHHe ycyryQllfleT CHWVBKeHHe aKTHBHOCTH 3H3HMa, ebisesHHoe CMepTelloHOH gO300
HOHH3HpytOUte pagHaUMH.



