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MODIFIKACIA ZIARENIM INDUKOVANEHO LATENTNEHO POSKODENIA PECENE POTKANOV
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Skumanie réddioprotektivnych ti¢inkov niekto-
rych fyzikdlnych zisahov a chemickych latok
je zaloZené v&acSinou na sledovani Zivotne do-
leZitych ukazovatelov poSkodenia, ako je mor-
talita zvierat, stav krvotvorby alebo poSkode-
nie gastrointestindlneho traktu (Gerebtzoff a
Bacq 1954, Mole a Temple 1957, Kuna 1973, Ku-
na 1978, Kuna 1981, Kuna 1982). Z teoretické-
ho hladiska i z praktickych dévodov pokladé-
me v3ak za potrebné poznat aj moZnosti ochra-
ny pred latentnym poSkodenim, ktoré sa ne-
prejavi bezprostredne, ale méZe sa manifesto-
vat pri uréitych zataZovych alebo patologic-
kych stavoch organizmu.

Pre skumania takéhoto druhu je vhodnym
modelovym systémom peceii. OZiarenie vyvo-
lava v nej vznik latentného poSkodenia, ktoré
sa prejavi v priebehu indukovanej proliferacie
(napr. parcidlnou hepatektémiou) niektorymi
biochemickymi a morfologickymi zmenami,
hlavne inhibiciou syntézy DNA a mitotickej ak-
tivity a chromozémovymi abnormalitami (Cater
a spol. 1956, Stevenson a Curtis 1961, PoliS¢uk
1973, Gilijano a Malinovskij 1977). V predcha-
dzajicej praci (Kropacova a spol. 1980) sa zis-
tilo, Ze rozvoj latentného poSkodenia pecene
moZno zmiernit aplikdciou jednej z klasickych
radioprotektivnych latok — cysteaminom.

Cielom tejto préce je doplnenie informécii
o0 rozsahu latentného poSkodenia peCene po
jednorazovom oZiareni rtg laémi a zistenie
moZnosti ovplyvnenia latentného poSkodenia
nov3im druhom rédioprotektivnej 1adtky — ade-
turonom. Adeturon bol syntetizovany v r. 1973
vo Vedeckovyskumnom tustave radiobiologie a
radiohygieny v Sofii a jeho ochranny efekt bol
testovany na ziklade preZivania zvierat, stave
krvotvorby a zmien gastrointestindlneho trak-
tu (Pantev 1984).

Material a metodika

Pokusy sme robili na samcoch potkanov kme-
fia Wistar (SPF) o priemernej telesnej hmot-
nosti 200 g, kfmenych Standardnou laboratér-
nou potravou ad libitum.

VSetky zvieratd boli podrobené %/; parcidlnej
hepatektéomii (PHE) a rozdelené do 5 skupin:
1. skupina — neoZiarené operované zvieratd

(K).

2. skupina — neoZiarené zvieratd, ktorym bol
30 min pred operéciou podany adeturon (A).

3. skupina — zvieratd oZiarené 60 min pred
operéaciou jednorazovou celotelovou davkou
5742 mGy (0).

4. skupina — zvieratd, ktorym bol 30 min pred
oZiarenim (tj. 90 min pred operéciou) poda-
ny adeturon (A+0).

5. skupina — zvieratd, ktorym bol podany ade-
turon 30 min po oZiareni (tj. 30 min pred
operéaciou), (O+A).

Podmienky oZarovania

Zvierata boli celotelove oZiarené terapeutic-
kym rtg pristrojom TUR-T-250 pri tychto pod-
mienkach: 200 kV, 16 mA, filtre 0,5 mm Al4-0,5
mm Cu, davkovy prikon 430,65 mGy/min.

Aplikacia adeturonu

Adeturon (S-2-aminoetyl izotiourea adenozin
5 trifosfat — syntetizovany vo Vedeckovyskum-
nom uUstave radiobiologie a réddiohygieny v So-
fii) bol aplikovany intraperitonedlne v déavke
15 mg/100 g telesnej hmotnosti.

Parcidlna hepatektémia bola urobend podla
Standardného postupu (Higgins a Anderson
1931) a zvieratd boli vySetrené na 24., 30., 48.
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hodinu, 3., 7. a 14. deii po oper4cii. V jednotli-
vych dasovych intervaloch bolo vySetrenych po
5 zvierat z kaZdej skupiny.

Z tkaniva regenerujicej ppecene sme zhotovi-
li roztlakové preparaty farbené Feulgenovou
metddou. Pri zhodnoteni 50 000—60 000 buniek
v kaZdej vySetrovanej skupine sme zaznamena-
li vSetky mitotické figiiry a chromoz6mové ab-
normality v postmetafdze. Na zgklade tychto
udajov sme vypocitali mitoticky index (MI),
tj. pocdet mitotickych figir pripadajicich na
1000 buniek, pomer poc¢tu metafdz k poétu pro-
faz (M/P) a percento chromozémovych abnor-
malit z celkového pocétu postmetafazovych fi-
gur ndjdenych medzi uvedenym poctom vyhod-
notenych buniek.

Statisticki vyznamnost sme hodnotili analy-
zou variance a Duncanovym testom (Duncan
1955).

Vysledky

Mitoticky index. V regenerujiicej peceni kon-
trolnych zvierat (K) sa mitotické figiry do 24.
hodiny po PHE nach&ddzaja len ojedinele (obr.
1). V nasledujicich hodindch mitoticky index
prudko vzrastd k maximu (26,84%0,56 %) na 30.
hodinu. V priebehu dalSieho obdobia MI rychle
kleséd a od 7. diia po operéacii si jeho hodnoty
blizke hodnotdm intaktnej pecene.

Po podani adeturonu (A) mali zmeny MI po-
dobny priebeh ako u kontrolnych zvierat, ale
jeho hodnoty sa pohybovali vdcSinou na Sta-
tisticky vyznamne wvy3$Sej trovni (tab. 1).

U zvierat oZiarenych davkou 5742 mGy (O)
sme na 24. hodinu po operéacii nenasli Ziadne
mitotické figiry. Maximdlny pocet mitéz sme
zaznamenali aZ na 48. hodinu po PHE. V tomto
obdobi bol ich pocdet pribliZzne 3,5krat niZsi
v porovnani s maximédlnymi hodnotami neoZia-
renych kontrolnych zvierat (K). V nasleduji-
cich diioch mitoticka aktivita klesala a na 14.
deii po operédcii neboli zistené Ziadne mitotic-
ké figury.

Pri aplikicii adeturonu 30 min pred oZiare-
nim (A+O) bol priebeh zmien MI podobny ako
po samotnom oZiareni, ale jeho ‘hodnoty na 30.
a 48. hodinu boli signifikantne vysSie (P<0,05).

Aplikacia adeturonu 30 min po oZiareni (O+
+A) nemala Ziadny modifikujiaci efekt.

Pomer M/P. Pomer poétu metafdz k profdzam
u kontrolnych zvierat (K) od 24. do 30. hodiny
po PHE vzréastol viac ako dvojndsobne (obr. 2).
ZvySené zastipenie metafdz pretrvavalo do 3.
dila po oper4cii.

Samotny adeturon hodnoty pomeru M/P pod-
statne neovplyvnil.

OZiarenie davkou 5742 mGy (O) spdsobilo
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Obr. 1. Mitoticky index v regenerujicej peéeni kontrolnyjch potkanov a po jednorazovom oZiareni ddvkou 5742 mGy
rtg liéov a aplikdcit adeturonu.

K — kontrola; A — adeturon; O — oZiarenie; A+ 0 — adeturon+oZiarenie; O+A — oZiarenie+adeturon,
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Tab. 1
Mitoticky index (°/o0) v regenerujiicej peleni potkanov po o¥iareni a aplikdcii adeturonu
DOBA PO PHE
SKUPINA
24 h 30 h 48 h 72 h 7. deit 14, deft
KONTROLA 027+ 0,06 | 26,84+ 0,56 | 11,48+ 047 | 8244052 | 0,754+ 012 | 0,60+ 0,12
ADETURON 1,10 & 0,07 | 31,06 = 1,86%* | 13,97 = 1,21%* | 12,20 + 0,60** | 1,80 - 0,25 1,43 4 0,14
OZIARENIE 0,00 4+ 0,00 | 7,024+ 0,39%* | 838 4 0,53%*| 2,86 4+ 0,63**| 2,50 + 0,40% | 0,00 + 0,00
g’gf&%%?g T 1 0014000 | 846 026%*| 11,004+ 0,15. | 3,60 & 0,15%* | 1,204+ 0,15 | 0,16 4 0,06
%g‘%‘gg&g+ 0,00 + 0,00 | 6,164 0,33%% | 7,16 & 0,60** | 2,27 4 0,12** | 1,80+ 0,26 | 0,00 & 0,00

V tabulke st uvedené priemerné hodnoty 4 smerodajné odchylky od priemeru. Statistickd vyznamnost rozdielov v porovnani
s neoZiarenymi kontrolami (K) *P < 0,05; **P < 0,01. Statistick4 vyznamnost rozdielov v porovnani s oZiarenymi zvieratami (0)

.P < 0,05; ..P < 0,01.
Tab. 2
Pomer poltu metafdz k poltu profdz (M|P) v regenerujticej peleni potkanov po o¥iareni a aplikdcii adeturonu
DOBA PO PHE
SKUPINA
24 h 30h 48 h 3. den 7. deni 14. deni
KONTROLA 0,88 4 0,42 2,01 + 0,13 1,60 + 0,08 1,64 + 0,04 1,18 4 0,37 1,14 4- 0,08
ADETURON 1,34 + 0,07* 1,81 4 0,12 1,67 4 0,05 1,76 4+ 0,06 1,14 + 0,08 1,17 + 0,12
OZIARENIE 0,00 4 0,00 2,41 + 0,05* 2,49 4 0,19** | 1,44 4 0,40 1,56 4 0,09 0,00 4 0,00
AT s Ol T 1 0,00£000 | 1984004 | 211+012% | 1,68£ 012 | 131£006 | 000000
OZIARENIE + | 000+ 0,00 | 218:£001 | 249+ 005%%| 1674016 | 1,85+ 0,20%% | 0,00+ 0,00
Vysvetlivky su uvedené pri tabulke 1.
Tab. 3
Chromozomové abnormality (%) v regenerujiicej peceni potkanov po ofiareni a aplikdcii adeturonu
DOBA PO PHE
SKUPINA :
24h 30h 48 h 72h 7. deni 14. deni
KONTROLA 0,00 4 0,00 1,79 + 0,78 5,01 + 3,00 6,67 4 3,32 12,50 4 3,01 0,00 + 0,00
ADETURON 0,00 4+ 0,00 3,83 + 2,00 5,25 4+ 2,71 2,78 4 2,60 5,55 4 4,56 0,00 -+ 0,00
OZIARENIE 0,00 + 0,00 94,51 + 3,93** | 95,27 4 2,90** | 91,66 + 8,33** | 88,89 4 9,11** | 0,00 -+ 0,00
ADETURON + 71,33 4 67,96 1 66,03 4 61,11 4-
OZIARENIE 0:00£0.00 |\ awx . | £ 078%%.. | £ 3301%%.. | 4 14,67, 0,00 -+ 0,00
OZIARENIE -+ 75,00 72,14
ADETIIROE 0,00 + 0,00 i’l,gi*' o Yee | 7547 £ 2,48%% 7500 4 144354 0,00 0,00

Vysvetlivky si uvedené pri tabulke 1.
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Obr. 2. Pomer poétu metajdz k poétu profdz (M/P) v regenerujiicej pecéeni kontrolngch potkanov a po jednora-
zovom oZziareni ddvkou 5742 mGy rtg liéov a aplikdcii adeturonu.

K — kontrola; A — adeturon; O — oZiarenie; A+ 0 — adeturon+oZiarenie; O+A — oZiarenie +adeturon.
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Obr. 3. Chromozémové abnormality v regenerujiicej peéeni kontrolngch potkanov a po jednorazovom oZiareni
ddvkou 5742 mGy rtg lidov a aplikdcii adeturonu.

K — kontrola; A — adeturon; O — oZiarenie; A+ 0 — adeturon+oZiarenie; O+A — oZiarenie+adeturon.
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zvySenie pomeru M/P oproti kontrolnym hodno-
tam od 30. hodiny po operécii (tab. 2). Do 30.
hodiny a na 14. defi pomer M/P nie je vyéisle-
ny, pretoZe v tychto obdobiach sa mitotické fi-
gury vyskytovali len vo velmi malom pocte.

Pozitivny efekt adeturonu sa prejavil pri je-
ho aplikdcii pred oZiarenim (A+0), pretoZe
hodnoty pomeru M/P v porovnani s kontrolami
boli zvySené iba na 48. hodinu po operacii.

Pri podani adeturonu po oZiareni (O+A) boli
hodnoty pomeru M/P podobné ako po samot-
nom oZiareni.

Chraomazémavé abnermality. V regenerujucej
peceni kontrolnych zvierat (K) a zvierat, kto-
rym bol pred operdciou podany adeturon (A],
bolo 1,8—12,5 % aberantnych postmetafaz
(obr. 3, tab. 3).

Oziarenie vyvolalo do 30. hodiny po PHE
prudky vzrast poctu chromozémovych abnor-
malit, ktoré sa pocas celého vySetrovaného ob-
dobia vyskytovali v 90—95 % postmetaféz.

Frekvencia chromozémovych abnormalit bo-
la adeturonom pozitivne ovplyvnend hlavne pri
jeho aplikdcii pred oZiarenim (A+O0). U zvierat
tejto skupiny v priebehu celého vySetrovaného
‘obdobia bol vyskyt chromozémovych abnorma-
lit signifikantne niZ8i neZ po samotnom oZia-
reni (0).

Pri podani adeturonu po oZiareni (O+A) sa
jeho modifikujici efekt prejavil menej vyrazne.
Statisticky vyznamny rozdiel v porovnani s oZia-
renymi zvieratami (O) sme zaznamenali len na
30. a 48. hodinu po PHE.

Diskusia

Vysokodiferencované bunky pecene dospe-
lych organizmov maja nizku proliferativnu ak-
tivitu a su refativie rddiorezistentné. Bunky pe-
¢ene si v8ak udrZuja schopnost syntetizovat
DNA a delit sa, ked 'si k deleniu nejakym sp6-
sobom, napr. parcidlnou hepatektomiou, stimu-
lované.

Na 4. hod. po PHE vstupuje velkd ¢ast buniek
synchronne z G, S§tddia do presyntetickej G, fa-
zy nasledovanej dalSimi fdzami interkinézy a
mitozy (Malinovskij a spol. 1973, Zorin a spol.
1975). Regenerujiica peceii nadobuda tak cha-
rakter radiosenzitivneho tkaniva a naviac si
jej bunky aZ do 48. hodiny po PHE viacmenej
synchronizované (Grigorjev a spol. 1971, Fabia-
nova a spol. 1977), preto tento modelovy sy-
stém je zvlast vhodny pre Stidium latentného
posSkodenia a moZnosti jeho ochrany.

Jednorazové oZiarenie davkou 5742 mGy spo-
sobilo oneskorené zahdjenie mitoézy v regene-
rujacej pedeni menej ako o 6 hodin, ¢o suhlasi
s tdajmi Gilijana a Malinovského (1976), ktori
pri oZiareni jednorazovou davkou 630 rad pred
PHE zistili zabrzdenie mitotickej aktivity o 4
hodiny. Maximdlny pocet mitotickych figir sme
po tejto davke zaznamenali o 18 hodin neskor

ako u neozZiarenych kontrolnych zvierat (Kro-
pacova a Misturovd 1981). V neskorSich inter-
valoch po PHE sa rozdiel medzi hodnotami mi-
totického indexu u oZiarenych a kontrolnych
zvierat straca.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze jednorazo-
vé oZiarenie ovplyviiuje predovSetkym prvi vl-
nu mitézy, ktord u kontrolnych zvierat nastu-
puje do 30. hodiny po PHE.

Inhibicia mitotickej aktivity indukovand Zia-
renim bola pozitivne ovplyvnend podanim ade-
turonu pred oZiarenim v podobnom rozsahu
ako pri aplikacii cysteaminu [Kropédcova a spol.
1980).

Vzrast pomeru M/P indukovany Ziarenim bol
tieZ ¢iasto¢ne zmierneny adeturonom, resp. cys-
teaminom, iba pri aplik4cii pred oZiarenim.

Vyraznejsie sa prejavil ochranny efekt uve-
denych radioprotektivnych latok na frekvenciu
chromozémovych abnormalit. Pri aplikacii ade-
turonu 30 minit pred oZiarenim bola frekven-
cia chromozémovych abnormalit pribliZzne o 20
percent niZSia ako po samotnom oZiareni (Kro-
pacova a spol. 1980).

Pri postiradia¢nej aplikécii adeturonu alebo
cysteaminu bol efekt menej vyrazny, pretoZe
podet aberantnych postmetafdz bol iba o 18 %,
respektive o 12 % niZ3i ako po samotnom oZia-
reni.

Uvedené nalezy svedéia o tom, Ze radiopro-
tektivne latky — adeturon a cysteamin — c¢ias-
to¢ne zabrariuji vzniku latentného poSkodenia
v orgdnoch s nizkou proliferativnou aktivitou.

Na zéaklade hodnot MI a pomeru M/P v rege-
nerujicej peCeni potkanov pri postiradiacnej
aplikacii radioprotektivnych latok predpokla-
dame, Ze mechanizmy zucastiiujice sa pri bun-
kovom deleni si v intaktnej pedeni poSkodené
uZ podcas oZiarenia alebo v priebehu niekolkych
nasledujocich minit, pretoZe zmeny tychio pa-
rametrov pri postiradia¢nej (do 30 min) apli-
kacii adeturonu, respektive cysteaminu boli po-
dobné ako po samotnom oZiareni, alebo dokon-
ca eSte vécsie.

Na druhej strane zniZena frekvencia chromo-
zoémovych abnormalit zistend aj v pripade post-
iradiat¢nej aplikdcii adeturonu, respektive cys-
teaminu, ukazuje, Ze Ziarenim indukované la-
tentné poskodenie genetického materidlu sa
prehlbuje aj po oZiareni a moéZe byt aspoii ¢ias-
to&ne ovplyvnené radioprotektivnou latkou po-
danou v tomto case.

Siithrn

Sledovali sme zmeny mitotického indexu,
(MI), pomeru metafdaz k profdzam (M/P) a
frekvenciu chromozémovych abnormalit indu-
kované v pefeni potkanov jednorazovym celo-
telovym oZiarenim rtg lGémi ddvkou 5742 mGy
v priebehu 14-diiovej regenerédcie po parcialnej
hepatektomii.

KedZe ionizujtce Ziarenie vyvoldva v intakt-
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nej peceni latentné poSkodenie, sledovali sme
modifikujaci vplyv radioprotektivnej latky —
adeturonu na rozsah tohoto poskodenia.

Na zédklade zmien MI a pomeru M/P v rege-
nerujicej peceni predpokladdme, Ze mechaniz-
my zudastiiujice sa pri bunkovom deleni si po-
S$kodené v intaktnej peceni uZ pocas oZiarenia
alebo v priebehu niekolkych nasledujicich mi-
nit, pretoZe zmeny tychto parametrov pri post-
iradiac¢nej aplikéacii adeturonu (do 30 min) boli
podobné ako ‘po samotnom oZiareni.

Na druhej strane zniZend frekvencia chromo-
zémovych abnormalit zistend aj v pripade post-
iradia¢nej aplikacii adeturonu ukazuje, Ze la-
tentné, Ziarenim indukované poskodenie gene-
tického materidlu sa pprehlbuje aj po oZiareni
a moZe byt Ciastotne ovplyvnené radioprotek-
tivnou latkou pouZitou v tomto Case.
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