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VLIV S-YPERITU NA HLADINU KYSELINY DEOXYRIBONUKLEOVE,
RIBONUKLEOVE A V KYSELINE ROZPUSTNYCH NUKLEOTIDU V JATRECH
INTOXIKOVANYCH KRYS

Doc. MVDr. J. HRUSOVSKY, CSc., MVDr. B. ZICHA, CSc., MVDr. ]. BENES
Veterindrni vyzkumné stfedisko v Praze

Chemické sloudeniny — alkyla¢ni latky, ke
kterym patii téZ S-yperit, jsou v posledni dob&
intenzivné studovany. Vaci té€mto latkdm ma
vyznaCnou afinitu celd fada biologicky duleZi-
tych substratfi. Specidlni pozornost pak predsta-
vujl nukleové kyseliny vzhledem ke své centralni
dloze pfiFizeni latkové pfemeény. Citlivost nukleo-
vych kyselin viiéi alkylaénim latkdm a z ni vy-
plyvajici cytostatické, mutadni a cytotoxické
G¢inky jsou nyni obecné zndmy. I pfi znacné afi-
nité biologickych substrati viici alkylaénim 14t-
kam se zda, Ze fada biologickych funkci zlistava
i po intoxikaci zachovéna a Ze intoxikovany or-
ganismus je schopen tyto funkce i nadéle regu-
lovat kromé& replikace buiiky a syntézy kyseliny
deoxyribonukleové (DNK). Zda se proto, Ze dis-
krétni porucha v molekule DNK je teprve dalsi
metabolickou &innosti buriky jakoby zesilovacem
potencovéna, aZ vede k zjistitelné funkéni a mor-
fologické zmeé&ns&. Inkorporacni studie prokazuji,
Ze hladina DNK, ackoliv je ve v8ech somatickych
buiikdch téhoZ organismu prakticky stejnd, lisi
se podstatné& svou specifickou aktivitou pro jed-
notlivé tkédné a prekurzory. Senzitivni jsou pfe-
devsim buiiky s vysokou mitotickou aktivitou —
velkou syntézou DNK. Na druhé strané bylo za-
jilmavé, zda se projevi p¥imy tcinek intoxikace
na hladinu DNK i u bunék, které jsou prevdZné
v interfazi, jako napfiklad v normdlnich jatrech,
a srovnat déle afinitu DNK a RNK vii¢i intoxikaci
S-yperitem. Sledovali jsme proto hladinu DNK,
RNK a rozpustnych mukleotiddl v jatrech krys in-
toxikovanych S-yperitem, a to v rdznych &aso-
vych intervalech po intoxikaci.

Metodika

K pokustim jsme pouZili krysy kmene Wistar.
Zvirata byla krmena Larsenovou dietou a dost4-
vala vodu ad libitum. Krysy byly intoxikovany
S-yperitem v ddvce 6,25 mg na 1 kg. Z. v. intra-
peritonealné.

Extrakce nukleov§ch kyselin a nukleotidii

Krysy byly usmrceny dekapitaci, ihned vyjmut
vzorek jater a vychlazen v ledovém fyziologic-
kém roztoku. Vzorek jaterni tkdné byl pak vy-
suSen mezi dvéma filtracnimi papiry, ihned zva-
Zen a navazka cca 150 mg ihned zpracovéana.

Extrakce nukleotiddi a nukleovych kyselin by-
la provedena metodou podle Cerriotiho (1). Od-
vdZeny roztok jaterni tkdné cca 150°mg byl 2x
extrahovéan 10 ml éteru po dobu 15 minut za sou-

c¢asného chlazeni ledem a poté stejnym zpiso-
bem 2x alkoholem. Supernatanty extrakti se za-
hodi. Zbytek tkani byl opatrné vysuSen fenem a
v kyselindch rozpustné ribonukleotidy a deoxy-
ribonukleotidy byly extrahovany 2x po 10 ml 2%
ledové vychlazené kyseliny chloristé. V ziska-
nych extraktech bylo stanoveno mnoZstvi ribo-
nukleotidd a deoxyribonukleotidfi. Zbytek tk&ng&
byl déle extrahovan 10% kyselinou chloristou pii
teploté 70°C po dobu 20 minut a v ziskanych
extraktech pak stanovena kyselina deoxyribonu-
kleova a ribonukleovd (RNK]).

Stanoveni kyseliny deoxyribonukleové

DNK byla stanovena difenylaminovym reagens
v podstaté metodou podle Burtona (2).

Mé&Fici systém: 2 ml extraktu z jater + 4 ml
difenylaminového reagens se temperuje pii 30 °C
po dobu 16 hodin a poté promé&ri pfi 600 nm.
Koncentrace DNK se pak stanovi podle kalibrag-
ni k¥ivky standardniho roztoku DNK soudasné
stanoveného pro kaZdou pokusnou Fadu.

Jako standard DNK (Fluka) byl pfipraven z&-
kladni roztok 40 mg% rozpustény v 0,05 NaOH,
déle smichany se stejnym objemem 20% HCI1O4
a zahfivany pfi 70 °C po dobu 20 minut.

V Kkyselindch rozpustné deoxyribonukleotidy
byly stanoveny stejnym zpilisobem jako DNK a
vyjaddieny v extinkénich jednotkdch na 1 g vlh-
kych jater.

Stanoveni Kyseliny ribonukleové a rozpustnych
ribonukleotidii

Kyselina ribonukelové4 a rozpustné ribonukleo-
tidy byly stanoveny orcinolovym reagens podle
Schneidera (3).

Mg&Fici systém: 2 ml chloristanového extraktu
jater se smichd s 2 ml orcinolového reagens, smés
se zahFiv4d na vrouci vodni 14zni 20 minut, ochla-
di a ihned promé&fi p¥i 660 nm. Paralelné s ja-
ternimi extrakty se stanovi kalibra¢ni kfivka na
standardni roztok RNK, a to do koncentrace
50 mg RNK na 1 ml.

Statistické hodnoceni vysledki bylo provedeno
t-testem.

Standardni roztok RNK se pfipravi stejnym
zplisobem jako standard DNK.

Vysledky a hodnoceni

Vliv intoxikace S-yperitem v ddvce 6,25 mg
na 1 kg Z. v. byl sledovdn na skupinéch krys, a
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to 6, 12, 24, 48 a 72 hodin po aplikaci. -Hladina
kyseliny deoxyribonukleové se v prvych hodi-
n4ch po intoxikaci signifikantné nemé&ni, ale jiZ
24 hodin po pod4ni yperitu je pozorovan vyznam-
ny pokles, ktery se v dalsim ¢asovém pribéhu
neustéle zvétSuje. Hladiny DNK a vliv podéni ype-
ritu na DNK jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1

Vliv intoxikace S-yperitu na hladinu kyseliny deoxyribo-
nukleové v krysich jdatrech
(mg DNK na 1 g vlhkych jater)

Kon- S-yperit v davce 6,26 mg/1 kg Z. v.
trola
6 hod. | 12 hod. | 24 hod. | 48 hod. | 72 hod.
5,08 5,02 4,79 4,71 4,55 4,06 X
+0,26 | 0,24 +0,28 | =0,16 +0,23 +0,42 é
7 8 8 8 8 n
—_ 0,8 1,7 5,9 6,4 15,1 t
— — — 0,01 0,01 0,01 P

x = stfedni hodnoty; 6 = standardni odchylka; n = pocet
zvifat ve skupiné&; t = hodnota t-testu; P = pravdé&podnb-
nost v§znamnosti v rel. %

Vliv S-yperitu na hladinu DNK a rozpustnyctl:

deoxyribonukleotiddi v krysich jatrech

A = DNK v mg/g tkéné

B = deoxyribonukleotidy (vyjddfeno jako muoz-
stvi extinkénich jednotek difenylaminového
chromogenu) v 1 g tkdné

Tabulka 2

Vliv intoxikace S-yperitem na hladinu kyseliny ribonuk-
leové a v kyseliné rozpustnych ribonukleotidi v krysich

jdtrech
S-yperit v ddvce 6,25 mg na 1 kg Z. v.

Kon-

trola 6 hod. | 12 hod. | 24 hod. | 48 hod. | 72 hod.
(mg RNK na 1 g vlhkych jater)

10,07 14,07 13,77 20,76 14,19 15,69 X
1,62 1,20 1,06 4,80 1,90 2,00 é
8 8 7 7 7 8 n

— 21,3 12,5 29,6 14,5 18,1 t

— <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 P

(mg nukleotid na 1 g vlhkych jater)

4,71 5,30 592 | 7,56 5,58 6,73 X
0,32 0,15 0,26 0,37 0,29 0,31 8
7 7 7 6 7 7 n

— 3,4 10,1 28,5 5,4 10,0 t

— <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 P

X =

stfedni hodnoty; § =
zvifat ve skupiné; t = hodnota t-testu; P = pravd&podob-
nost v§znamnosti v rel. %

standardni odchylka; n = podet

Naproti tomu jsme pozorovali zcela jiny ob-
raz v hodnotdch kyseliny ribonukleové. Na roz-
dil od DNK je jiZ v intervalu 6 hodjn po intoxi-
kaci pozorovan statisticky vyznamny vzestup ky-
seliny ribonukleové v jatrech. ZvySeni dosahuje
maxima 24 hodin po intoxikaci a hladina RNK
zlstdvd ve vSech sledovan§ch intervalech stéle
vyznamné zvySend. Paralelné s hodnotami RNK
se zvySuji po intoxikaci S-yperitem také hladiny
v kyseliné rozpustnych ribonukleotidfi, jak je
patrno z tabulky 2.

ProtoZe jaterni tkéai je mitoticky mélo aktivni
a procento bunék, ve kterych probihd syntéza
DNK, je velmi malé, nelze sniZeni hladiny DNK
vysvétlit jako zdstavu syntézy DNK, ale jako p¥i-
my vliv hialkylac¢ni 14tky na jiZ vytvofenou DNK,
ktera poté, jako metabolicky inaktivni, je orga-
nismem degradovéna. To by znamenalo, Ze s po-
klesem hladiny DNK by se mélo zvySovat mnoZ-
stvi v kyseliné rozpustnych deoxyribonukleotidil.
Vzédjemnd zavislost hladiny deoxyribonukleotidi
a kyseliny deoxyribonukleové je uvedena na gra-
fu 1. Z grafu je patrno, Ze pokles hladiny kyse-
liny deoxyribunukleové je doprovéazen zvySenim
hladiny deoxyribonukleotida.
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ZvySeni hladiny kyseliny ribonukleové pozoro-
vané v naSem pokusu odpovidd n4leztim Talage-
riho a spol. (4). I kdyZ ze stanoveni hladiny
RNK nelze fici, kterd sloZka ribonukleovych ky-
selin je postiZena — messenger, ribosom&lni
RNK, nebo transfer RNK —, domnivdme se, Ze
zdsadni rozdil vlivu S-yperitu na DNK a RNK
spodiva v tom, Ze cross-linking efekt bialkylac-
nich l4tek, jako je S-yperit, se projevuje pfede-
v§im u DNK, ktera vytvafi spirdlovou dvojzévit-
nici a neprojevuje se inhibi¢né&, a RNK, kterd ma
jednoduchou spiréalu.

ZvySeni deoxyribosidd dobfe odpovidéa zvySeni
Dische-pozitivnich ldtek v mo¢i, jak jsme popsali
dfive (5).
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Zaveér

Po intoxikaci S-yperitem klesa v§znamné hla-
dina DNK v jatrech a soudasné se zvy3uje hladi-
na deoxyribosida.

Hladina RNK se naopak po intoxikaci vyznam-
né zvysuje.

Je vyslovena domnénka, Ze u buné&k v inter-
fazi, jako je jaterni tkan, dochdzi k pfimému
cross-linking jiZ vytvofené DNK, kterd je déile
organismem Stépena, CemuZ odpovidd zvySeni
deoxyribosidi.
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