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VLIV S-YPERITU NA HLADINU KYSELINY DEOXYRIBONUKLEOVÉ,
RIBONUKLEOVÉ A V KYSELINĚ ROZPUSTNÝCH NUKLEOTIDÚ V IÂTRECH

INTOXIKOVANÝCH KRYS

Doc. MVDr. I. HRUŠ-OVSKÝ, CSc., MVDr. B. ZÍCHA, CSc., MVDr. I. BENEŠ
Veterinární výzkumné Středisko v Praze

Chemické Sloučeniny —— alkylační látky, zke
kterým patří též S-yperit, jsou v poslední době
intenzivně Studovány. Vůči těmto látkám má
význačnou afinitu celá řada biologicky |důleži-
tých Substrátů. Speciální pozornost pak předsta-
vují nukleové kyseliny vzhledem ke Své centrální
úloze při řízení látkové přeměny. Citlivost nukle-o-
vých kyselin vůči alkylačním látkám a Z ní vy-
plývající cytostatické, mutační a cytotoxické
účinky jsou nyní obecně známy. I při Značné afi-
nitě biologických Substrátů vůči alkylačním lát-
kám se zdá, že řada biologických funkcí zůstává
i po intoxikaci Zachová'na a že intoflxilko'vaný or-
ganismus je schopen tyto funkce i nadále regu-
lovat kromě replikace buňky a syntézy kyseliny
deoxyribonukleové -[DNK]. Zdá se proto, že dis-
krétní porucha v molekule DNK je teprve další
metabolickou činností buňky jakoby Zesilovačem
pote'ncována, až vede k zjisftitelné funkční a mor-
fologické Změně. Inkorporační Studie prokazují,
že hladina DNK, ačkoliv je ve všech IS-omatických
buňkách téhož -organismu prakticky stejná, liší
Se podstatně svou specifickou“ aktivitou pro jed-
notlivé tkáně a prekurzory. Senzitivní jsou pře-
devším buňky S vysokou mitoticúkou aktivitou ——
velkou syntézou DNK. Na druhé Straně bylo Za-
jímavé, zda se projeví přímý účinek intoxikace
na hladinu DNK i u buněk, které jsou převážně
v interfázi, jako například v normálních játrech,
a Srovnat dále afinitu DNK a RNK vůči into-xikaci
S-yperitem. Sledovali jsme proto hladinu DNK,
RNK a rozpustných nukleoti-dů v játrech krys in-
toxikovaných S-yperitem, a to v různých časo-
vých intervalech po intoxikaci.

Metodika

K pokuzsům jsme použili krysy kmene Wistar.
Zvířata byla krmena Larsenovou dietou a dostá-
vala vodu ad libitum. Krysy byly intoxiko'vány
S-yperitem 'v dávce 6,25 mg na 1 kg. ž. v. intra-
peritoneálně. .

Extrakce nukleovÿch kyselin a nukleotidů

Krysy byly usmrceny deka'pitací, ihned vyjmut
vzorek jater a vychlazen v ledo'vém fyziologic-
kém roztoku. Vzorek jaterní tkáně byl pak vy-
Sušen mezi dvěma filtračními papíry, ihned Zvá-
žen a navážka cca 150 mg ihned zpracována.

Extrakce nukleotidů a nukleovÿch kyselin by-
la provedena metodou podle Cerriotiho [1]. Od-
vážený roztok ıjaterní tkáně cca 150'mg byl 2×
extrahován 10 ml éteru po dobu 15 minut za Sou-

časného chlazení ledem a poté stejným způso-
bem 2× alkoholem. Supernatanty extraktů Se za-
hodí. Zbytek tkání byl opatrně vysušen fenem a
v kyselinách rozpustné ribonukleotidy a deoxy-
ribonukleotidy byly extrahovány 2× po 10 ml 20/0
ledoˇvě vychlazené kyseliny chloristé. V Získa-
ných extraktech bylo VStano'veno množství ribo-
nukleotidů a deoxyribonukle-otidů. Zbytek tkáně
byl dále extrahován 100/0 kyselinou chloristou při
teplotě 70°C po dobu 20 minut a v Získaných
extraktech pak Stanovena kyselina ıdeoxyribonu-
kleová a ribonukleová (RNK).

Stanovení kyseliny deoxyribonukleové

DNK byla Stano-vana difenylaminovým reagens
v podstatě metodou podle Burtona [2).

Měřicí systém: 2 ml extraktu z jater + 4 ml
difenylaminového reagens se temperuje při 30 °C
po dobu 16 hodin a poté proměří při 600 nm.
Koncentrace DNK Se pak stanoví podle kalibrač-
ní křivky Standardního roztoku DNK Isoučasně
Stanoveného pro každou vpokusnou řadu.ı

jako standard DNK [Flukal byl připraven zá-
kladní roztok 40 mg0/o rozpuštěný v 0,05 NaOH,
dále smíchaný se stejným objemem 200/0 HCIO4
a zahřívaný při 70 °C po dobu 20 minut.

V kyselinách rozpustné deoxyribonukleotidy
byly stanoveny Stejným způsobem jako DNK a
vyjádřený v extinkčních jednotkách na 1 g vlh-
kých jater.

Stanovení kyseliny ribonukleová a rozpustných
ribonukleotidů

Kyselina ribonukelová a rozpustné ribonukleo-
tidy byly Stanovený orcinolo'vým reagens podle
Schneidera [3].

Měřicí Systém: 2 ml chloristanové-ho extraktu
jater Se Smíchá S 2 ml orcinolového reagens, ısměs
Se Zahřívá na vroucí vodní lázni 20 minut, ochla-
dí a ihned proměří 'při 660 nm. Paralelně S ja-
terními extrakty Se Stanoví kalibrační křivka na
Standardní roztok RNK, a to do koncentrace
50 mg RNK na 1 ml.

Statistické hodnocení výsledků bylo provedeno
t-testem.

Standardní roztok RNK Se připraví Stejným
způsobem jako Standard DNK.

Výsledky a hodnoceni
Vliv intoxikace S-yperitem v dávce 6,25 mg

na 1 kg ž. v. byl |Sledován na skupinách krys, a
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to 6, 12, 24, 48 a 7,2 hodin po aplikaci. -Hladina
kyseliny deoxyribonukleové se v prvých hodi-
nách po intoxikaci signifikantně nemění, ale již
24 hodin po podání yperitu je pozorován význam-
ný pokles, který Se v dalším časovém průběhu
neustále Zvětšuje. Hladiny DNK a vliv podání ype-
ritu na DNK jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1

Vliv intoxikace S-yperitu na hladinu kyseliny deoxyribo-
nukleové v krysích játrech

(mg DNK na 1 g vlhkých jater)
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Kon- S-yperit v dávce 6,26 mg/l kg ž. v.
trola

5,08
±0,26

6 hod. 12 hod. 24 hod. 48 hod. ı72 hod.

5,02
±0,24
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x = Střední hodnoty; ô = Standardní odchylka; n = počet
zvířat ve Skupině; t = hodnota t-testu ; 'P = pravděpodob-
nost významnosti v rel. 0/0

Vliv. S-yperitu na hladinu DNK a rozpustných
deoxyribonukleotidů v krysích játrech
A = DNK v mg/g tkáně
B = deoxyribonukleo'tidy [vyjádřeno jako množ~

Ství extin'kčních jednotek difenylaminověho
chromogenu] V 1 g tkáně

Tabulka 2

Vliv intoxikace S-yperı'tem na hladinu kyseliny ribonuk-
leové a v kyselině rozpustných ribonukleotldů v krysích

ˇ játrech

S-yperit v dávce 6,25 mg na 1 kg ž. v.-

Kon-trola 6 hod. 12 hod. 24 hod. 48 hO-d. 72 hod.

[Ing RNK na 1 g vlhkých jater)

10,07
1,62
8

__

4,71
0,32
7

_

14,07
1,20
8

21,3
<0,01

5,30
0,15
7
3,4

<0,01

13,77
1,06
7

12,5
<0,01

5,92
0,26
7

10,1
<0,01

20,76
4,80
7

29,6
<0,01

7,56
0,37
6

28,5
<0,01

14,19
1,90
7

14,5
<0,01

[mg nukleotidů na 1 g vlhkých jater]

5,58
0,29
7
5,4

<0,01

15,69
2,00
8

18,1
<0,01

6,73 4
0,31
7

10,0
<0,01
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X .= Střední hodnoty; ô _.-
_ Standardní odchylka; n = počet

zvířat ve Skupině; t = hodnota t-testu; P = pravděpodob-
nost významnosti Av rel. 0/0
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Naproti tomu jsme pozorovali zcela jiný ob-
raz v hodnotách kyseliny ribonukleové. Na roz-
díl od DNK je již v intervalu 6 hodin po intoxi-
kaci pozorován Statisticzky Ivýznamný vzestup ky-
Seliny ribonqleoVé v játrech. Zvýšení dosahuje
maxima 24 hodin po intoxikaci a hladina RNK
zůstává ve všech Sledovaných intervalech stále
významně Zvýšená. Paralelně S hodnotami RNK
Se zvyšují po intoxikaci S-yperitem také hladiny
v fˇkyselině rozpustných .ribonukleo'tidů, jak je
patrno Z tabulky 2. , `

Protože jaterní tkáň je mitoticky `málo aktivni
a procento buněk, ve kterých probíhá Syntéza
DNK, je velmi malé, nelze Snížení hladiny DNK
vysvětlit jako Zástavu Syntézy DNK, ale jako pří-
mý vliv bìalkylační látky na již vytvořenou DNK,
která pote, jako metabolicky inaktivní, je orga-
nismem degradována. To by znamenalo, že S po--
klesem hladiny DNK by se mělo zvyšovat množ-
Ství v kyselině rozpustných deoxyribonukleotidů.
Vzájemná Závislost hladiny deoxyribonukleotidů
a kyseliny deoxyribonukleové je uvedena na gra-
fu 1. Z grafu je patrno, že pokles hladiny kyse-
liny deoxyribunukleové je doprovázen zvýšením
hladiny deoxyribonukleotidů.

Graf 1
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Zvýšení hladiny kyseliny ribonukleové pozoro-
vaně v našem pokusu odpovídá nálezům Talage-
riho a spol. [4]. I když Ze stanovení hladiny
RNK nelze říci, která Složka ribonukleových ky-
selin je postižená — messenger, ‘ ribosomální
RNK, nebo transfer RNK ——, domníváme Se, že
Zásadní rozdíl vlivu S-yperitu 'na DNK a RNK
Spočívá V tom, že cross-linkingl efekt bialkylač‹
ních látek, jako je S-yperit, Se projevuje přede-
vším u DNK, která vytváří Spirálovou dvojzávit-
nici a neprojevuje se inhibičně, a RNK, která má
jednoduchou Spirálu. ï

Zvýšení deoxyribosidů dobře odpovídá zvýšení
DiSche-p'ozitivních látek v moči, jak jsme popsali
dříve [5].
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Závěr

Po intoxikaci S-yperitem klesá významně hla-
dina-DNK v játrech a současně se zvyšuje hladi-
na deoxyribosidů. _

Hladina RNK Se naopak po intoxikaci význam-
ně zvyšuje.

Je vyslovena domnënka, že u buněk v inter-
fázi, jako je jaterní tkáň, dochází k přímému
cross-linking již vytvořené DNK, která je dále
organismem štěpena, čemuž odpovídá zvýšení
deoxyribosidů.
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