
ROČNÍK LIV, 1985, č. 3 VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY 117

616.36-001.28-036.15-092.9.'615.7/-001.28-084/

MODIFIKĂCIA ŽIARENÍM INDUKOVANÉHO LATENTNËHO POŠKODENIA PEČENE POTKANOV
ADETURONDM

RNDI‘. K. KROPÂÜ‘OVÂ, CSC., dOC. RNDI‘. E. MIŠÚROVÄ, CSC.,
Prírodovedecká :fakulta Univerzity P. I. Šafárika, Košice

Skúmanie rádioprotektívnych účinkov niekto-
rých fyzikálnych Zásahov a chemických látok
je Založené väčšinou na sledovaní životne dô-
ležitých ukazovatel'ov poškodenia, ako je mor-
talita Zvierat, Stav *.krvot'vorby alebo -poškode-
nie gastroin'te'Stinálneh'o traktu (Gerebtzolff a
Bacq 1954, Mole a Temple 1957, Kuna 1973, Ku-
na 1978, Kuna 1981, Kuna 1982]. Z teoretické-
ho 'hl'adiıska i Z praktických dô'vodov pokladá-
me však za ıpotrebvné poznat' aj možnosti ochra-
ny :pre-d latentným ˇpoškodením, ktoré Sa ne-
p're'jıaví bezprostredne, ale môže sa manifesto-
vat' pri určitých |Zát'ažových alebo patologic-
kých Istavoch organizmu.

yPre Skúmania ta'kéhoto druhu je vhodným
modelovým Systémom pečeň. Ožiarenie vy'vo-
lá'va v nej Ívzni'k latentného 'poškodenia, ktoré
Sa 'preja'ví v priebehu indukovanej proliferácie
(napr. parciálınou hepatektómiou] niektorými
bioflchemilc'kými a morfologic'kými Zmenami,
hlavne inhibíciou syntézy DNA a mitotickej ak-
tivity a chromozómovými abnormalitalmi (Cater
a spol. 1956, Stevenson a Curtis 1961, Poliščuk
1973, Gilijano a Malinovskij 1977]. V predc'há-
dzfajúcej práci (Kropáčová a sp'ol. 1980] sa Zis-
tilo, že rozvoj latentného poškodenia pečene
možno VZmiernit' apli-káciou jednej yZ klasických
rádioprotektívnych látok — cysteamínom.

Ciel'om tejto práce je 'dopl'nenie informácií
'o rozsahu latentného poš'kodenia pečene po
jednorazovorm ožiarení rtg lúč'mi a zistenie
možnosti ovplyvnenia latentného pošk'odenia
novším 'druhom rá'di'oprotektí'vnej látky ——. ade-
turonoˇm. Adeturon 'bol Syntetizo'vıaný v r. 1973
vo Vedeckovýslkumnflom Iúısta've ráfdiobiológi'e a
rádiołhygieny v -Soıfii a jeho ochranný efekt b'ol
testzovaný na Základe prežívania 'Zvierat, Stave
krvotvorby a IZmien ga'Strointestinálneho trak-
tu (Pantev 1984]. -

Materiäl a metodika

Pokusy Sme robili nia samcoch potkanov kme-
ňa Wistar [SPF] o priemernej telesnej hmot-
nosti 200 g, ťkřmených štandardnou laborator-
nou potravou a-d l'ibitum.

Všetky Zvieratá boli podrobené 2/3 parciálnej
Ihepatektómii [PHE] a rozdelené do 5 skupin:
1. 'skupina —— neožiarené oper-ované Zvieratá

[K].
2. .skupina —— neožiarevné Z'vierıatá, ktorým bol

30 min pred operáciou podaný a-detur'on (A).
3. slkupina —— Zvieratá ožiarené 60 ımin pred

o'peráciou jednorazoˇvou celotelovou 'dávkou
5742 mGy [0].

4. skupina —— Zvieratá, ktorým bol 30 min pred
ožiarením (tj. 90 min pred operáciou] poda-
ný ade'turon (A+O].

5. skupina —— Zvieratá, ktorým bol podaný ade-
turon 30 min po ožiarení (tj. 30 min pred
operáciou], (O+A].

Podmienky Ožarovania
Zvieratá yboli celotelove `ožiarené terapeutic-

kým rtg .prístrojom TUR-T-250 pri 'týchto po'd-
mienlkach: 200 kV, 16 mA, Ifiltre 0,5 mm Al+0,5
mm Cu, dáv=k<o\vý príkon 430,65 mGy/ˇmin.

Aplikácia adeturonu

Adeturon (S-2-a\minoetyl izotiourea adenozin
5 trilf-o'słfát — vsyntetizovaný v=o Vedeckovýskum-
nom ústave rádiobiológie a rádiohygieny v S'o-
til] bžol apli'kova'ný intrflaperitoneálne v dáv'ke
15 mg/100 g tele-snej hmotnosti.

Parciálna hepatektómia bola urobená podľa
š'tandardného postupu ( Higgins a Anderson
1931] a Zvieratá boli vyšetrené na 24., 30., 48.



118

hodinu, 3., 7. a 14. deň po operácii. V jednotli-
vých časových intervaloch bolo vyšetrených po
5 Zvierat Z *každej skupiny.

Z tkani'va regeneruj'úcej lpečene Sme Zhotovi-
li 'r'oz'tlakové preparáty ıflarbené Feulgenovou
metódou. Pri Złhodnoteni 50 000—60 000 buniek
v každej vyšetrovanej Skupine Sme Zaznamena-
li všetky mitotické Íigúry a chromozómové ab-
normality v postmetaÍáZe. Na Základe tý'chto
údajov sme vypočítali 'mitotický index [MI],
tj. počet miˇtotických fig'úr pripadajúcich na
1000 buniek, pomer počtu =metafáz k 'počtu pro-
fáz (M/P) a percento cihromozómovýcih abnor-
malít Z celkového počtu postmetafázovýˇch fi-
gúˇr lnájıdefnýcflh meldłzi uvedenýım počtom vyhod-
notených buniek.

Štatistickú významnost' Sme hodn'Otili analý-
Zou variance a Duncanovým testom [Duncan
1955].

Výsledky
Mitotický index. V regenerujücej pečeni kon-

trolných Zvierat [K] Sa mitotické figú'ry do 24.
hodiny po ˇ-PHE nachádznajú len ojedinele (obr.
1]. V nasledujúcich hodinách mitotic'ký index
prudko |e›aStá k maximu (26,84±0,56 0/0] na 30.
hodinu. V priebehu d'alšiehp obdobia MI rýchle
klesá a od 7. dňna po operácii Sú jeho Ihodnoty
blizke ıhodnotám inta'ktnej pečene.
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Po podani adeturonu (A) 'mali |Zmeny MI po-
dobný priebe'h ako u Ikontrolných ZIVierat, ale
jeho hodn'oty 'Sa p-ohybovali 'väčšinou na šta-
tiSticky vý'Znaımne `-vyš'šej úrovni (tab. 1).

U Zvierat ožiarených 'dá'vvko'u 5742 mGy (O)
Sme na 24. hodinu po operácii nenašli žiadne
mitoftické \Íigúry. Maximálny Ipočet mitóz Sme
Zaznamenali až na 48. hodinu po PHE. V tomto
Období bol ich počet 'p'ribližne 3,5k'rát nižší
v porovnani S maximálnymi hodnotami vneožia-
rených kontrolných IZvierat [K]. V nasledujú-
cich dňoch mitotická aktivita klesala a na 14.
deň lpo operácii neboli Zi-Stené žiadne mitotic-
ké vfigúry.

Pri ıapli'kácii adeturonu 30 min pred ožiare-
ním (A+0) bol priebeh Zmi'en MI podobný a'ko
po Samotnom ožiarení, ale jelh'o 'hodnoty na 30.
a 48. *hodinu boli 'Signi'fi'kantne vyššie (P<0,05].

A'pli'kácia adeturonu 30 min po Ožiareni [0+
+A) tnemala žiadny modi'fikujúci efekt.

Pomer M/P. łPomer počtu metafáz k profázam
u zkontrolných zviernat [K] od 24. do 30. hodiny
po PHE v'ZráStol viac ako 'dvojnásobne (Obr. 2).
Z'výšené \zastúˇpenie metaˇfáz pretrvávalo do 3.
dňa po operácii.

Samotný adeturon hodnoty 'pomeru M/P pod-
Statne neovplyvnil.

Ožiarenie dávkou 5742 mGy [O] spôsobilo

INDEX
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Obr. 1. Mitotı'cký index uregeneruiúcei pečení kontrolných potkanovfl po iednorazovom Ožiareni dávkou 5742 mGy
rz‘g lúcˇOv a aplikácı'l adeturonu.

K - kontr'ola; A —-— adeturon; O — ožiarenie; A+O -adetuıroın+'0žiarenie; O+A — |Ožiarenie+avdetur-0n.
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Mítotický index (0/00) v regenerujúcej pečem' potkanov po ožíarenı' a aplika'ciı' adeturonu
Tab. 1

SKUPINA
DOBA PO PHE

24h 30h 48h 72h 7. deň 14. deň

KONTROLA 0,27 ± 0,06 26,84 ± 0,56 11,48 ± 0,47 8,24 :1: 0,52 0,75 ± 0,12 0,60 ± 0,12

ADETURON 1,10 ± 0,07 31,06 :1: 1,86** 13,97 ± 1,21 ** 12,20 :1: 0,60** 1,80 ± 0,25 1,43 ± 0,14

OŽIARENIE 0,00 ± 0,00 7,02 ± 0,39** 8,38 :1: 0,53** 2,86 :1: 0,63** 2,50 ± 0,40* 0,00 ± 0300

ADETURON +
OZIARENIE 0,01 :1: 0,00 8,46 ± 0,26**. 11,00 :1: 0,15. 3,60 :1: 0,15** 1,20 ± 0,15 0,16 :1: 0,06

OŽIARENIE +
ADETURON 0,00 :1: 0,00 6,16 :1: 0,33** 7,16 :1: 0,60** 2,27 :1: 0,12** 1,80 :1: 0,26 0,00 :1: 0,00

V tabuľke sú uvedené priemerné hodnoty ± smerodajné odchýlky 0d priemeru. Štatistická významnosť rozdielov v porovnani
S neožiarenými kontrolami (K) *P < 0,05 g **P < 0,01. Štatistická významnosť rozdielov v porovnani S Ožiarenými Zvieratami (0)
.P < 0,05; ..P < 0,01.

Tab. 2
Pomer počtu metafa'z k počtu profáz (M/P) 'v regenerujúcej pečem' potkanov po ožíarem' a aplika'cz'ı' adeturonu

SKUPINA
DOBA PO PHE

24h 30h 48h 3. deň 7. deň 14. deň

KONTROLA 0,88 ± 0,42 2,01 :1: 0,13 1,60 ± 0,08 1,64 :1: 0,04 1,18 :1: 0,37 1,14 :1: 0,08

ADETURON 1,34 :1: 0,07* 1,81 :1: 0,12 1,67 :1: 0,05 1,76 :1: 0,06 1,14 :1: 0,08 1,17 :1: 0,12

OŽIARENIE 0,00 :1: 0,00 2,41 :1: 0,05 * 2,49 :1: 0,19** 1,44 ± 0,40 1,56 :1: 0,09 0,00 ± 0,00

ADETURON +
OŽIARENIE 0,00 :1: 0,00 1,98 :1: 0,04 2,11 :1: 0,12* 1,68 :1: 0,12 1,31 :1: 0,06 0,00 ± 0,00

OŽIARENIE +
ADETURON 0,00 :1: 0,00 2,18 :1: 0,01 2,49 :1: 0,05** 1,67 ± 0,16 1,85 :1: 0,20** 0,00 :1: 0,00

Vysvetlivky Sú uvedené pri tabul'ke 1.

Chromozómo'vé abnormality ( % ) v regenerujúcej pečení potkanov po ožíarem' a aplíkácz'ı' adeturonu
Tab. 3

SKUPINA
DOBA PO PHE

'24h 30h 48h 72h 7. deň 14. deň

KONTROLA 0,00 ± 0,00 1,79 ± 0,78 5,01 ± 3,00 6,67 ± 3,32 12,50 :1: 3,01 0,00 :1: 0,00

ADETURON 0,00 :1: 0,00 3,83 ± 2,00 5,25 ± 2,71 2,78 ± 2,60 5,55 ± 4,56 0,00 :1: 0,00

OZIARENIE 0,00 ± 0,00 94,51 ± 3,93** 95,27 :1: 2,90** 91,66 :1: 8,33** 88,89 :1: 9,11** 0,00 ± 0,00

ADETURON +
OŽIARENIE 0,00 ± 0,00 71,33 :1:

±1,41**..
67,96 :1:
± 0,74**. .

66,03 ±
± 3,31**. .

61,11 ±
± 14,67**. 0,00 :1: 0,00

OŽIARENIE +
ADETURON 0,00 ± 0,00 75,00 ±

± 1,67**.
±72,14

1,48**. .± 75,47 ± 2,48** 75,00 ± 14,43** 0,00 ± 0,00

Vysvetlivky Sú uvedené pri tabul'ke l.
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Obr. 2. Pomer počtu metaíáz k počtu profäz [M/P] u regeneruiúcei pečení kontrolných potkanov a po jednora~
zovom Ožz'arenž dávkou |5742 mGy rtg lüčOu a aplikácíi adeturonu.

K —- kontrola; A —— adeturflon; 0 —— Ožiarenie; A+O -— a-detur0n+0žiarenie; O+A —— Ožiarenie+fadetur-On.
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Obr. 3. Chromozâmovë abnormality v regeneruiúcei pečení kontrolných potkanov a po iednorazovom Ožiarení
dávkou 5742 mGy rtg Zúčov a aplíkácı'ı' adeturonu.

K —— kontrola; A — adeturuon; O —- Ožiarenie; A+0 -a'deturon+0žiarenie; O+A — Ožiarenie+adetunon.



ROČNÍK LIV, 1985, č. 3

zvýšenie pomeru M/P Oproti kontrolným hodno-
tám Od 30. hodiny po operácii (tab. 2]. Do 30.
hodiny ıa na 14. deň pomer M/P nie je vyčisle-
ný, lpretože v týc'hto ob'dobiach sa mitotické fi-
gúry vysvkyto'vali len `vo veľmi malom počte.

Pozitivny efekt adeturonu Sa -prejavíl pri je-
ho a'plífkácíi [pred ožiarenim [A+O], pretože
hodnoty pomeru M/P v porovnani Ä'S kontrolami
boli 'zvýšené iba na 48. hodinu po operácií.

Pri I`po'dani adeturonu po ožiareni [0+A] boli
hodnoty \pomeru M/P podobné .ako po Samot-
nom ožiareni.

Chramazámavé abnormality. V regenerujúcej
pečení kontrolných zvierat [K] a zvierat, kto-
rým bol pred operáciou podaný adeturon [A],
bolo 1,8-12,5 0/0 aberantných ~po`stmetafáz
[obr. 3, tab. 3].

Ožiarenie vyv'olalo do 30. 'hodiny po PHE
prudký Ivˇzrast počtu c'hro'mozómových abnor-
malit, ktoré ıSa :počas celého vyšetrovaného Ob-
dobia 'vys'kytovalí v 90—95 0/0 postmetafâz.

Frekvencia chromozômovÿch abnormalît bo-
la adetur'onom `po`Zítivne ovplyvnená hlavne pri
jeho a'plíkácii ıpred ožiarenim [A+O]. U zvierat
tejto ıskupiny V priebehu celé'ho vyšetrovaného
Obdobia lbol výskyt chromozómových abnorma-
lit 'Signifí'kantne nižší než po samotnom ožia-
reni "[O].

Pri po-dani adeturonu ıpo ožiareni [0+A] sa
jeho modifiıkujúci efekt |prejavíl menej výra'zne.
Štatífsticky Vvýznamný rozdiel v |porovnani S ožia-
renými zvieratami [O] sme Zaznamenali len na
30. a 48. hodinu ìpo PHE.

Diskusia

Vyso'ko'dí'ferencované bunky |pečene doepe-
lých organiz'mov majú Vnizku proliferativnu ak-
tivitu a sú relativfle rádiorezfs'teflmé. Banky/pe-
čene Si v'ša'k udržujú schopnost Syntetizovat'
DNA a |delit' sa, 'ked' 'Sú k deleníu nejaıkým Spô-
Sobom, n'a'pr. žparciálnou hepatektómiou, Stimu-
lované.

Na 4. hod. po PHE |vstupuje ıvel'ká .ča'st' buniek
Synchronne Z G0 štádína d-o Ipresyntetickej G1 fá-
zy nasledovanej d'alšimí Vfázaımí interkinézy a
mitózy [Malino'vs'kij a spol. 1973, Zorin a spol.
1975]. Regenerujúca pečeň ınadobúda tak cha-
rakter rádio'senzitivneho tkaníva a naviac sú
jej bunflky až do 48. h'o'díny |po PHE *viacmenej
Synchronizované [Grigorjev a spol. 1971, Fabiá-
nová a spol. 1977], lpreto tento modelový Sy-
stém je ızvlášt' vhodný \pre štúdium latentného
poškodenia a možností jeho ochrany.

Jednorázové ožiareníe dá'vkou 57424mGy “s.pô-_
Sobilo Oneskorené Zahájenie mitózy v regene-
rujúcej ipečení menej ako o 6 hodin, čo súhlasi
s údajmi Gilijana a Malinovského [1976], ktori
pri Ožiareni jednorázovou dávkou 630 rad .pred
PHE zistili zabrzdenie Imitotiokej aıktivíty o 4
hodiny. Maximálny počet mitotických fígúr sme
po tejto dávke Zaznamenali o 18 Vhodin ne'skôr
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ako u neožíarenýeh kontrolných zvierat [Kro-
páčoˇvá va Mišúrová 1981]. V neskoršic'h inter-
valoch Ipo PHE Sa rozdiel medzi hodnotami mí-
totíckéh'O indexu u ožíarených a lkontrolných
zvierat stráca.
Z uvedených |výsledkov vyıplýv'a, že jednorázo-
vé Ožiarenie Ofvplyvňuje Ipredovšetkýzm prvú vl-
nu mitózy, ktorá u kontrolných zvierat nastu-
puje do 30. hodiny po PHE.

Inhíbicia mí'totíckej a'ktivity índukovaná žia-
renim bola lpozitivne Ovlply'vnená podanim ade-
turonu Äpred ožiarenim v lpod-obnom rozsahu
ako pri aplikácii cysteamínu I Kropáčová a spol.
1980].

Vzrast l`po'meru M/P indukovaný žínarenim bol
tiež čiafstočne zmiernený adeturonoˇm, resp. cys-
teamino'm, iba zpri aplikácii =pred ožiarenim.

Výraznejšie ISa =prejavíl Ochranný efekt vuve-
dených rádioprotektivnych látok na frekvenciu
chromozómových labn'ormalit. Pri aplikácíi ade-
turonu 30 minlút pred ožiarenim bola frekven-
cia chromozómovýflch abnormalit približne o 20
percent nižšia ako po samotnom ožiareni [Kro-
páčová a Sfpol. 1980].

Pri xvp'ostirfla'diačnej naplikácií adeturonu alebo
cysteaminu bol efekt menej výrazný, pretože
počet aberan'tný'ch postmetafáz bol iba o 18 O/0,
respektive o 12 O/o nižší ako Ípo samotnom ožia-
reni.

Uvedené nálezy svedčia O tom, že rádiopro-
tektivne látky —— adeturon a cysteamín —— čias-
točne Zabraňujú vzniku latentného poškodenia
v -Orgánoch s nízkou prolifferatívnou aktivitou.

Na základe holdnôt MI a *pomeru M/P lv rege-
nerujúcej pečení *pot'kanov 'pri postiradiačnej
aplikacíi rádioprotektivnych látok predpokla-
dáme, že mechanizmy zúčastňujúce Sa Ipri bun-
kovom deleni Sú 'v intnaktnej pečení pfoškodené
už zpočas ožívarenia alebo v ıpriebehu niekol'kých
nasleđuýúcžcb mmúf, prefozˇe ZmeDy týchľo pa-
ra'metrov pri žpoStiradia'čnej [do 30 min] apli-
kácíí adeturonu, respektive cysteaminu bolí po-
dobné alko po samotnom Ožiareni, |alebo dokon-
ca ešte ıvě'íčšie.

Na druhej Strane znížená frekvencíıa chromo-
zómových a'bnormalit zístená aj v pripade *post-
írvadiačnej apli'kácii adeturonu, respektive cys-
teamínu, uıkafz'uje, že žia'reni'm indukované la-
tentné poškodenie genetického materiálu Sa
prehlbuje aj ıpo ožiareni a lmôže byt' aspoň čias-
točne lovplyˇvnené rádioprotektivnou látkou =po-
danou v tomto čase.

Súhrn

Sledovali Sme zmeny mitotíekénho indexu,
[ MI), 'po'meru metafáz fk 'profázam [M/P] a
frekvenciu Ohromozómových abnormalit indu-
kované Iv [pečení lpotkanov jednorázovým celo-
tel'ofvým ožiarenim rtg lúčmi dávkou 5742 mGy
v priebehu 14-dňovej regenerácíe po parciálnej
hepatektómii.

Ked'že ionizujúce žíareníe vyvolává v intakt-
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nej pečení lıatentné 'poš'kodenie, Sledovali sme
modifikujúcí vplyv rádíopr-otektívnej látky ——
adeturonu na rozsah tohoto lpoš'kodenía.

Na základe |zmíen MI la pomeru M/P V rege-
nerujúcej pečení ˇpredOkl-adáme, ıže mechaniz-
my Zúčas'tňujúce sa pri fibuníkovom delení sú po-
škodené v íntflaktnej ıpečení 'už ıpočas ožíarenía
alebo v priebehu níekol'kých nasledujúcích mí-
núˇt, pret-Ože 'Zmeny týchto Iparametrov pri post-
í'ra-dívačnej aplíìkácií a'deturonu [do 30 min] bolí
podobné ıako po samotnom Ožíarení.

Na druhej strane znížená frekvencía chromo-
zómových Iabnormalít lzi'Stená aj v pripade post-
íradíačnej aplikácii Iadeturonu ukazuje, že la-
tentné, žiarení'm índukovıané lpoškodenie gene-
tiokého materiálu sa ıprehlbuje aj po ožina'rení
a môže byt' číastočzne ovfplyvnené rádioprotek-
tívnou látkou `použitou V Ätomto čase.
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