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A szerzők k é t sugárvédő vegyidet, az A E T , ille tve a W R  2721 
nyúl th ro m b o c y ta  MAO a k tiv itá sá ra  gyakoro lt h a tá s á t  v izsgálták  in 
v itro . M egállap íto tták , hogy m íg az A E T  koncentráció-függően g á 
to lta  az enzim  a k tiv itá s á t , addig  a W R 2721-nek nem vo lt ilyen je l
legű h a tása .

T ovábbi m u nkájuk  során m eg á llap íto tták , hogy a  W R  2721 
in tra p erito n eá lis  adása  u tán  a  korai időpontokban  csökkent a  nyúl 
th ro m b o c y ta  MAO a k tiv itá sa . M eghatároz ták  a z t  is, hogy a  vegyidet 
to v áb b  fokozta  az ionizáló sugárzás le tális dózisa o kozta  enzim aktiv i- 
tás-csökkenést.

Ismeretes, bogy a vérlemezke monoaminooxidáz (MAO; E.C.1.4.3.4) aktivitása 
jó információt nyújt a központi idegrendszer aktuális monoaminerg aktivitásáról 
(1,2,3,4). A thrombocyta MAO-jának ezt a tulajdonságát kihasználva a humán or
vosi gyakorlatban, elsősorban bizonyos pszichés eredetű kórképek diagnosztizálása 
során meghatározzák az enzim aktivitását is.

Számos központi idegrendszeri hatással rendelkező szerről ismert, hogy meg
változtatja a thrombocyta MAO aktivitását (5,6,7,8). Nem találtunk adatokat arra 
vonatkozóan, hogy bizonyos centrális hatásokkal is rendelkező sugárvédő vegyületek 
megváltoztatják-e a vérletnezke MAO aktivitását. Továbbá nem ismeretes az sem, 
hogy az ionizáló sugárzás letális dózisa, mely szintén okoz centrális tüneteket is 
(pl. adynamia, emesis stb.) befolyásolja-e az enzim aktivitását.

Ezért vizsgáltuk, hogy a nyúl thromboeytához in vitro hozzáadott két ismert 
sugárvédő vegyidet, nevezetesen az AET (S2-aminoethyl-isothiuronium Br H Br), 
illetve a WR 2721 |S-2(3-aminopropyl-aminoethyl) tiofoszfát] miként befolyásolja 
az enzim aktivitását.
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További munkánk során meghatároztuk azt is, hogy Ietális dózisú egésztest
besugárzás után a WR 2721-gyel történt ip. kezelés, illetve a kettő együttesen mi
ként befolyásolja a nyúl thrombocyta MAO aktivitását.

A nyög és módszer

Mivel az irodalomban a thrombocytából történő enzimaktivitás-mérésre leírt 
módszerek (9, 10, 11) csak humán vérlemezke MAO meghatározására vonatkoztak, 
azok alapján magunk dolgoztunk ki olyan eljárást, mellyel nyúl thrombocyta MAO 
aktivitását megbízhatóan mérni lehet.

Kísérleteink során 30 db 2,5—3,0 kg súlyú hím magyar vadas nyulat (LATI, 
Gödöllő) használtunk fel. Szívpunkcióval nyert vérből 15 percig 1000 g-vel történt 
centrifugálás után thrombocytában dús plazmát (platelet rich plasma, PRP) nyertünk.

2-2 ml PRP-t tovább centrifugáltunk 15 percig 2400 g-n, majd a felülúszót 
elöntöttük. A kiülepedett thrombocytákat újra szuszpendáltuk 0,3 M Mannit-oldat- 
ban, majd az enzimaktivitás meghatározásáig —20 °C-on tároltuk azt. 24 óra múlva 
a thrombocytákat szobahőmérsékleten hagytuk felolvadni, majd ezután történt az 
enzim aktivitásának meghatározása.

A mérés menete a következő volt: 0,5 ml thrombocyta szuszpenziót 0,7 ml 0,2 M 
TRIS pufferben (pH=7,4) inkubáltuk növekvő koncentrációjú (35 nM —1400 nM) 
kinuraminnal [Kynuramine; (3-/2-Aminophenyl/-3-oxopropanamine) SIGMA], 120 
perces 37 °C-on történt inkubálás után 0,6 M perklórsavval állítottuk le az oxidációt. 
Ezt követően 10 percig 2400 g-vel centrifugáltuk az oldatokat. A felülúszó 1 ml-ét 
3 ml IN NaOH-ba tettük. A kinuraminból a MAO által oxidált 4-hidroxikinolin 
(4HQ) koncentrációját PERKIN—ELMER MPF 44B spektrofluoriméteren mértük, 
315 nm gerjesztési hullámhossznál. Az emissziós hullámhossz 385 nm volt. Az enzim- 
aktivitás meghatározásához szükséges fehérjetartalom mérését biuret reakcióval vé
geztük el. Az enzimaktivitás mértékét a képződött 4HQ nM-mg protein-1-min-1 
formában fejeztük ki.

Lineweaver— Burk-diagram alapján határoztuk meg a Michaelis—Menten-kons- 
tanst, a KM-értéket, azaz azt az optimális kinuramin koncentrációt, mellyel throm
bocytából a MAO aktivitását mérni lehet (1. sz. ábra). Ez az érték 6-10-8 M-nak 
adódott, így a további mérések során ezzel a szubsztrát koncentrációval dolgoztunk.

A megfelelő módszerrel a következőket vizsgáltuk:
1. AET és WR 2721 hatása a nyúl thrombocyta MAO aktivitására in vitro;
2. 300 mg/kg WR 2721 ip. adása 6,0 Gy egésztest-besugárzás, valamint a kettő 

együttes hatása a nyúl thrombocyta MAO aktivitására.
Az in vitro mérések során a thrombocyta szuszpenzióhoz adtuk az AET-t 2,5 

pM/ml — 20 pM/ml, illetve a WR 2721-t 4,32 pM/ml —17,24 pM/ml koncentrációban.
300 mg/kg WR 2721-gvel történt ip. kezelés után 1 óra és 3 óra múlva szív

punkcióval vért vettünk, izoláltuk a thrombocytákat és mértük a MAO aktivitásu
kat. 6,0 Gy 60Co-gamma egésztest-besugárzás után szintén 1 ólával és 3 órával tör
téntek az enzimakti vitás-mérések.

A besugárzást az OSSKI Gammatron (Siemens) készülékével végeztük, a dózis
teljesítmény 0,1175 Gy/pere volt. 300 mg/kg WR 2721 ip. adása után 30 perccel 
történt 6,0 Gy egésztest-besugárzást követően szintén a fentemlített időpontokban 
vett vérből határoztuk meg a thrombocyta MAO aktivitását. A meghatározásokat 
önkontrollal végeztük, azaz a különböző kezeléseket megelőzően 1 héttel a nyulaktól 
szívpunkcióval vett vérből meghatároztuk a thrombocyta MAO aktivitásának normál 
értékét, majd különböző kezelés okozta változásokat ennek %-ában fejeztük ki.
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1. ábra: M ichaelis— M enten k o n stan s (K-m ) m eghatározása  L inew eaver— B urk-d iag ram  a lap ján

Elvégeztük a mérési eredmények statisztikai értékelését is, Student’s-féle két- 
mintás t-próba alapján számoltuk a kontrolitól való eltérések szignifikanciáját.

Eredmények

A thrombocyta szuszpenzióhoz in vitro hozzáadott különböző koncentrációjú 
AET, illetve a WR 2721 okozta enzimaktivitás változásokat a 2. sz. ábrán tüntettük 
fel. Megállapítottuk, hogy míg 2,5 pM/ml AET egyáltalán nem befolyásolta a MAO

2. ábra: K ülönböző koncen tráció jú  A E T , ill. W R  2721 h a tá sa  a  nyú l th ro m b o c y ta  MAO a k tiv itá 
sá ra  in v itro , a k o n tro ll % -áb an  kifejezve
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aktivitását, addig az AET koncentrációjának függvényében 20 ^M/ml teljes enzim- 
aktivitás-bénulást eredményezett. Hasonló körülmények között a növekvő koncent
rációjú WR 2721-nek nem volt ilyen jellegű hatása. 4,32 ^M/ml—17,24 ^M/ml kon
centrációtartományban a WR 2721 nem okozott szignifikáns változást a thrombocyta 
MAO aktivitásában a kontrolihoz képest. A WR 2721-gyel történt ip. kezelés, a letális 
dózisú egésztest-besugárzás, illetve a kettő együttes hatásának eredményeit foglaltuk 
össze az I. sz. táblázatban.

I. táblázat

K ezelések 1 h 3 h

U 0//o P u % P

300 m g/kg 3,0936 98,13 > 0 ,5 2,5019 79,36 < 0 ,01
W R  2721 ip. ± 0 ,0419 ± 0,0364

6,0 Gy 60Co-gam m a 0,7025 62,47 A © © o 0,8532 93,46 > 0 ,5
besugárzás ±  0,0295 ±0,0171

300 m g/kg W R  2721 2,7547 88,24 < 0 ,1 2,4200 76,76 < 0 ,01
u tá n  20'-cel 6,0 Gy 
6íC o-gam m a besugárzás

± 0 ,0136 ± 0,0410

M egjegyzés: Az enzim ak tiv itás-é rték ek  (U) a MAO á lta l ox idált 4H Q  - m in -1 • m g prot~ 1 ±  S.E.

1. táblázat: N yúl th ro m b o c y ta  MAO a k tiv itá s  vá ltozása  különböző kezelést követően az idő
függvényében

Az eredmények értékelése előtt el kell mondanunk, hogy 300 mg/kg WR 2721 
ip. adása, majd az ezt követő 6,0 Gy egésztest-besugárzás után érdekes dolgot tapasz
taltunk. Ugyanis míg önmagában a sugárvédő dózisban adott WR 2721, illetve a 
letális dózisú egésztest besugárzás utáni korai időpontokban nem tapasztaltunk toxi
kus tüneteket a nyulakon, addig a kettő együttes hatására tónusos — klónusos gör
csök jelentkeztek, apnoe lépett fel, majd rövid időn belül elpusztultak az állatok, 
így a különböző kezelést követő első és harmadik órában mért eredményeinket fog
laltuk össze.

Megállapítottuk, hogy 300 mg/kg WR 2721-gyel történt ip. kezelés után 1 órával 
még nem változott szignifikánsan a nyúlt thrombocyta MAO aktivitása, viszont 3 óra 
múlva jelentős enzimaktivitás-csökkenést tapasztaltunk. 6,0 Gy egésztest-besugárzás 
utáni első órában több mint 30%-kal volt alacsonyabb a MAO aktivitása, a besugár
zást követő harmadik órában viszont ez a változás már nem volt szignifikáns. 
300 mg/kg WR 2721-gyel történt ip. kezelés és 6,0 Gy egésztest-besugárzás utáni első 
órában több mint 10%-kal tért el az enzim aktivitása a kontroll értékektől. A har
madik órára ez a csökkenés tovább fokozódott.

Megbeszélés

Kísérleteink alapján megállapítottuk, hogy in vitro az AET, koncentrációjának 
függvényében gátolta a thrombocyta MAO aktivitását, ugyanakkor a WR 2721-nek 
nem volt ilyen jellegű hatása. Ismeretes, hogy az AET a szervezeten belül merkapto- 
etilguanidinné (MEG) alakul, mely szabad SH-csoportot tartalmaz (12). Ismert az is, 
hogy a MAO viszonylag nagy számban tartalmaz SH-csoportot, molekulánként 7 —
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8-at (13). Feltételezésünk szerint a MEG és az enzim között kialakult vegyes diszulfid- 
kötés eredményezte ezt az aktivitáscsökkenést, illetve az AET megfelelő koncentrá
ciójánál a teljes bénulást.

Ugyanakkor valószínű, hogy in vitro kísérleti körülményeink között a WR 2721 
nem defoszforilálódott WR 1065-té, a vegyület szabad SH-csoportot tartalmazó 
származékává, amely a fentiek alapján gátolhatta volna az enzim aktivitását. Ezért 
nem tapasztaltuk a thrombocyta szuszpenzióhoz in vitro adott különböző koncentrá
ciójú WR 2721 gátló hatását.

Szervezeten belül viszont ez a defoszforiláció az alkalikus foszfatáz enzim segít
ségével végbemegy (14), melynek következtében a radioprotekció szempontjából 
fontos származék, a WR 1065 [2-(/aminopropyl/ amino) etántiol] képződik. így a 
molekula szabad SH-csoportján keresztül már kötődhet az enzimhez. Ez magyaráz
hatja, hogy amikor WR 2721-gvel ip. kezeltük az állatokat, csökkent a thrombocyta 
MAO aktivitása.

Méréseink alapján megállapítottuk azt is, hogy a sugárvédő dózisban adott 
WR 2721 tovább fokozta az ionizáló sugárzás okozta enzimaktivitás-csökkenést.
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S T U D IE S  O N  CH A N G ES O F MAO A C TIV ITY  O F T H R O M B O C Y TES 
U N D E R  T H E  E F F E C T  O F R A D IO P R O T E C T O R S  AND IR R A D IA T IO N

T he effect o f tw o rad io p ro tec to rs— A E T  and W R  2721— on MAO a c tiv ity  o f th ro m b o cy tes 
in rab b its  was investiga ted  in v itro . I t  has been found th a t  A ET has a  co ncen tra tion -dependen t 
inh ib ito ry  effect on enzym e a c tiv ity , while W R  2721 has no sim ilar effect.

F u rth e r  experim ents have shown th a t  sh o rtly  a f te r  in traperitoneal a d m in istra tio n  o f W R  
2721 a decreased MAO a c tiv ity  of th ro m b o cy tes is p resen t. M oreover, th is  rad io p ro tec to r p ro 
vokes fu rth e r  decrease o f enzym e a c tiv ity  dim inished b y  le th a l dose of ionizing rad ia tion .

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

M CCJ1EAOBAHHE M 3M EHEHM R M AO AKTMBHOCTM 
TPOM EOLJMTOB 130/1 /JEM CTBM EM  PA /JM O flPO TEK TO PO B  H O E Jiy 4 E H M .il

Abtopw HccnegOBajiH b  onbuax in vitro, Kaie H3MeHfleTCfl M AO aKTHBHOCTb tpomöouhtob 
KpojiHKa nog geßCTBHeivt A 3 T  h  W R 2721. Bbino ycTaHOBJieHo, hto A 3 T  HHTHÖHpyeT aKTHBHOCTb 
3H3HMa B 3aBHCHMOCTM OT KOHLteHTpaUMH, a W R  2721 TaKOTO geHCTBHH He HMeeT.

JlajibHefiiuHe onbiTbi noKa3a/iH, h t o  b  paHHHe cpoKH nocjie BHyTpHÖpioujHHHoro BBegeHHJi 
W R 2721 B03HMK3eT CHMXCeHMe M AO aKTHBHOCTH TpOMÖOltHTOB KpOJIHKa. EblgO BbIHBJieHO H TO, 
HTO COegHHeHHe ycyryÖJlfleT CHM5KeHHe aKTHBHOCTH 3H3HMa, B b I3 B 3 H H O e CMepTeJlbHOH gO3O0 
HOHH3HpytOUteß pagHaUMH.


