KISERLETES KOZLEMENYEK

Sugarvédd vegyuletek hatadsa az in vitro véralvadasra

Irta: Fiam Béla dr. orvosalezredes, az orvostudoméanyok kandidatusa
Technikai munkatars: Gazsé Margit

Sztanyik és Geszti (1) beszamoltak arrél, hogy ismert sugarvédd vegyi-
letek: Cisztein, MEA, AET és APT a citratos nyulplazma rekalcifikalasi és
thrombinos alvasztasi idejét elnyujtjak. Szikségesnek latszott a vizsgalatok ki-
terjesztése 1 és 20 mM végkoncentracion belil. Szikségesnek tartottuk azt
is, hogy a vizsgalati médszerek szamat emeljik és ezzel esetleg kdzelebb jus-
sunk a tdmadaspont megallapitasahoz.

Kisérleti modszerek:

1. A kisérletekhez 2—3 kg slulyd vegyestdrzs nyulakbol frissen levett oxalatos
vért hasznaltunk. Irodalmi adatok szerint az oxalat a prothrombin rendszer szem-
pontjabél alkalmasabb alvadasgatld, mint a citrat.

A levett vért 3000 fsz.-mal 15 percig centrifugaltuk, majd a plazmakat lesziva
1:1 aranyban higitottuk. A higité folyadékkal vittik be 2,5 10, 20, és 40 rnM-os kon-
centracioban a vizsgalandd vegylleteket. Az alvadas vizsgalatokat az oldészer hoz-
zdadasa utan azonnal (kb. 3 sec.) 4—4 allat plazmajaval ill. savojaval végeztik.

2. Higité folyadékként deszt. vizet (a cisztein esetében karbonat pufferrel pH-7,3
allitva be), pH-7,2-es foszfat- és pH-7,35-6s Owren-féle Veronai puffert hasznaltunk.
A vizsgalatokat a kovetkez6 szabvany modszerekkel végeztik el. (2):

a) Thrombinos alvasztas.
b) Toluidinkék idé.

d) Egyfazisd prothrombin id6.
e) Thrombininakt.ivalas.

A rekalcifikalashoz 0,55%-0s CaCl2 oldatot, a prothrombin-id6 meghatarozashoz
marhatidé thromboplastint hasznaltunk fel.

3. KETI thrombinoldat kb. 10 és 20 sec. alvasztasra beéllitva.
4. Holland Voroskereszt liofil fibrinogenjébdl készitett 0,8 g%-os oldat.
5. Az Egyesult Gyogyszer altal gyartott heparin.

Kisérleti eredmények

1. Thrombinidé.

Az alkalmazott oldészert6l fliggetlenil a MEA nem valtoztatjia meg a
kontrolihoz viszonyitva lényegesebben a thrombinid6t. Cisztein esetében az
alvadas csak a foszfatpufferben okoz elnyllast (1—10 mM), feltételezhetéen
ebben a pH-valtozas is szerepet jatszik. Oldoszertdl fliggetlenil az AET a kon-
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centracié novelése aranyaban hosszabbodd alvadasi id6t okoz, mig APT eseté-

ben az alvadasi id6 meghosszabbodas csak 20 mM-os végkoncentracioban és

foszfat, illet6leg Owren puffereit oldatban jelentkezik. A deszt. vizben oldott

APT a thrombinid6t kissé roviditi.
®. Toluidinkék idé.

Oldoszertdl fiiggetlentl nem valtozik meg a toluidinkék jelenlétében vég-
zett thrombinos alvasztas ideje MEA és Cisztein esetében. Az APT deszt, vizes,
illetéleg Owren puffereit oldatdban valtozatlan id6értékeket ad, foszfat puf-
fereit formaban 1 és 25 mM koncentraciéban gyorsitja, 20 mM koncentraciéban
elnydjtja a toulidinkék id6t. Az AET olddszertél fliggetlenil (—5 mM koncent-
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rdcioban nem hatasos, 10—20 raM végkoncentraciéban azonban igen erds gatlast
fejt ki.

3. Egyfazist prothrombin id6:

Lényeges eltolddast a prothrombin id6 alakuldsaban csak az AET és APT
eredményez. Az AET mindharom old6szer esetében a koncentracié emelésével
aranyosan nyulé id6értékeket mutat, az APT csak foszfat és Owren puffereit

oldataban gatolja az alvadast. A MEA és cisztein a prothrombin id6t nem
befolyasolja.
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4. Rekaldfikaléasi id6:

0,55 g%-0s CaClz-vel végzett rekaldfikalasi vizsgalatainkban a MEA, AET
és APT mutatott szignifikans alvadas gatlast. MEA esetében a deszt. vizes oldat
5 mM végkonoentradoig rovidit, 10—20 mM-os oldatban visszatér a kontroll
szintre. Owren puffereit oldatban a MEA hatadstalan, foszfat pufferben oldva
a koncentradé novelésének aranyaban nydjtja ill. gatolja a rekaldfikalt plazma
alvadasat. A Cisztein ,deszt. vizben” (1,5 ml pH-9 karbonéat puffer + 85 m
deszt. vizes tisztein oldat) és Owren pufferben adva a rendszerhez nem valtoz-
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tat a rekalcifikalas idején, foszfat puffereit oldata csak 20 mM végkoncentra-
cioban eredményez értékelheté elnyulast.

Az APT deszt. vizes oldatban hatastalan, foszfat pufferben juttatva a rend-
szerbe koncentracié ndvekedésével parhuzamos idéelnyudlast eredményez. A gatlo
hatds Owren pufferben oldva 10 és 20 mM végkoncentracioklban jelentkezik,
alacsonyabb koncentraciokban gyorsitd6 hatast mutat. Az AET mindharom oldo-
szerbe bevive 20 mM végkoncentracioban erdsen szignifikdns elnyulast ered-
ményez.

5. Thrombin inaktivalas:

Kisérleteinkban a Gerendas altal kidolgozott mdédszert hasznaltuk fel. A su-
garvédd vegytletek végkoncentraci6jat az inkubaciés elegyre allitottuk be.
Mind a négy vizsgalt vegyllet olddszertdl fliggetlenil lassitja a thrombin inakti-
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valédasat, a legerésebb inaktivalodasi — tehat a thrombin hatdsossagat meg-

tart6 — képességgel az AET ill. az APT rendelkezik. A kisérleti eredmények
arra mutatnak, hogy az AET, APT-nek antiheparin hatassal is kell rendel-
keznie.

6. Deszt. viz, karbonat, -f- deszt. viz, foszfat és Owren puffer hatdsa a
mal nyllplazma alvadasi idejére és a thrombin inaktivalasra:

Az eddig ismertetett kisérleti eredmények szikségszerlivé tették, hogy az
olddszer kérdésével is foglalkozzunk. Klinikai gyakorlatban a test-plazma higi-
tdsara deszt. vizet szoktak hasznalni. Sztanyik és Geszti (1) alapkdzleményikben
csak foszfat puffert hasznaltak, mi sziikségesnek tartottuk, hogy a hatdsossagot
az alvadasi gyakorlatiban hasznalt Owren pufferes oldatban is megvizsgaljuk ill.
megnézzik, hogy a hasznalt higit6 szereknek a normal nyulplazma alvadoké-
pességére milyen hatasik van. Vizsgdalatainkat a 6. sz. &braban foglaltuk &ssze,
s az aldbbiakban kivanjuk ismertetni.
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a) Thrombin id6: A deszt. vizes 'higitashoz viszonyitva mindharom higité szer
idéelnyualast eredményez,, a foszfat puffer gatlohatasat jelentésnek kellett tartanunk.
A plazma alvadasi ideje 24 6ra + 6 C°-on torténé taroldsa utan tovabb nydalik.

b) Toluidinkék id6: A kilonb6zé higité pufferek kisfokd nyulast erdményeznek.
ez a hatas azonban stabil., csak a foszfat pufferrel higitott plazma tol. kék ideje nyu-
lik tovabb a tdrolas hatsara

¢) Prothrombin idé: A kilonb6z6 higité pufferek kisfok( elnyulast eredmé-
nyeznek., a deszt. viz + carbonat roviditi az alvadast. Szignifikanssa valik a prot-
hrombin id6 gatlasa a foszfat puffereit plazma 24 6ras tarolasa utan.

d. Rékalcifikalasi id6. Rekalcifikalasi testben csak a foszfat puffer mutat al-
vadasi id6 nyujto hatast, ez 24 oOra tarolas utan tovabb nyulik. A tdbbi higité puffer
esetében kisfokl fokozédés észlelhetd.

e) Thrombin inaktivalas: A savé inaktivalé képességét a higité pufferek nem
befolyasoljak.

7. Vizsgalatok huméan fibrinogen oldattal:

FIQDINOGEN OLDAT
TPROMBINIDIVNEK
INIOUBALAe PA FASABA.

7. sz. abra
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A véralvadast a fibrinogen fibrinné valo atalakulasa fejezi be. Amennyiben
a vizsgalt vegyiletek egyik hipotetikus tdmadaspontja a fibrinogen, Ugy tiszta
rendszerben — fibrinogen oldat thrombinos alvasztasdban — is jelentkeznie
kell az atalakuldas gatlasanak ill. inkubalas esetén a gatldhatds erfsddésének.
A vizsgalatokat a Holland Vérellat6 Szolgalat therapidas célokra készitett hu-
man fibrinogénjének foszfat ill. Owren puffereit 0,8 g%-os oldataval végeztik.
M iutan szignifikans gatlast nyalplazman csak 20 mM végkoncentracional kap-
tunk a vizsgalt vegylleteket 20 mM végkoncentraciéban adtuk a fibrinogen
oldathoz. Thrombinos alvasztast végeztiink a hozzaadas utan azonnal (3 sec.),
1 és 24 6ra inkubacié utan (7. sz. abra).

Mint az abrabdl is 'lathatd, a foszfat pufferrel készitett fibrinogen oldat
alvasztasi ideje az inkubacié alatt nem valtozik. Ugyancsak nincs lényegesebb
véaltozds a MEA-val t6rténd inkub&las sordn sem.

FBQINORENNLL AS TPBOAABINNAL SUGABVdUO \éiG'}/ngATBK ANTIUTPABIN'

TUBTANO 5’ INKUBALAS BA-
rA'BA A TUBOMBIN IDOBC.

Lényeges eltérést kaptunk azonban az AET, APT és Cisztein esetében. Az
Gn. azonnali vizsgalat kb. 3 sec. inkubaciot jelent a thrombin oldat hozzaadasa
elétt és ez id6é elég volt a gatlohatds kialakulasahoz, amely kiléndsen AET
esetében tobb 100% megnyllast eredményezett az inkubaciok soran. A vizsga-
latok igazoljak, hogy az alkalmazott vegyiletek egyik timadéaspontja a fibrino-
gen, de nem zarjak ki a thrombinra gyakorolt hatas lehet6ségét, ezért inku-
bacios kisérleteket végeztiink, Gugy, hogy a 20 mM végkoncentraciot elé6bb a
fibrinogen, majd a thrombin oldatban hoztuk létre és 5 perc inkubdacié utéan
thrombint ill. fibrinogent adtunk a rendszerhez. A fibrinogennel inkubélt rend-
szer olvadasa AET és APT esetében jelentésen eltér a thrombinnal inkubalt
rendszer alvaszthatdsagatol.

8. Az ,antiheparin” hatas vizsgalata:

Mint méar az el6z6ekben kozoltik az AET, APT és cisztein csokkentik a savo
thrombin inaktivalo képességét, el6segitik a thrombin existaci6jat. A heparin
antithrombin szerepe régota ismert, és ismert Gerendas vizsgalatai alapjan a
thrombin inaktivalasban betdltott szerepe is. Ennek alapjan normal nydlsavo
0,6 ml-hez (savo puffer 1:1) 1,5 gamma heparint adtunk és néztik az inakti-
valédas valtozasat. A vizsgalatokhoz a vegyileteket 20 mM végkoncentraciéban
foszfat puffereit oldatban adtuk a savohoz. Meghataroztuk a thrombin inakti-
valédasat a hozzaadas utan azonnal és Ggy, hogy a savd — puffer — heparin
rendszert a thrombin hozzaadéasa el6tt 30 percig inkubaltuk.
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A savd inaktivalo képességét a vegylletek csokkentették. A heparinnal kis
fokban fokozott inaktivalast kilondsen az AET és APT gatolja. Az inkubalas
ezt a hatast fokozta és az AET esetében az inaktivalasi folyamat teljes felflig-
gesztését, APT esetében pedig erds gatlasat valtotta Kki.

El6kisérleteink szerint a heparin okozta touidinkék metakromazia AET-vel
felfiiggeszthetd, tehat direkt antiheparin hatas is kimutathaté.

A kisérleti eredmények megheszélése

Kisérleteink megerdsitik Sztanyik és Geszti (1) rekalcifikalasi és thrombinos
alvasztasi vizsgalatokkal kapott eredményét.

A kozolt adatok szerint els6sorban a potencidlis SH-vegyitletek rendelkez-
nek alvadasgatlé hatassal. A gatlas altalaban 10—20 mM végkoncentraciéknal
jelentkezik:. Az SH tartalmu vegyiletek esetében jelentkez6 kisfoku alvadasgat-
last nagyon nehéz elkiloniteni az alkalmazott higité-puffer hatasatol, vizsga-
lataink szerint ugyanis a higit6-pufferek — kilénosen a foszfat puffer — on-
magukban is nyujtjdk az alvadas idejét. Owren-féle veronai pufferben az SH
tartalm G vegyuletek gatléhatdsa kisebb, mint foszfat pufferben. A potencialis
SH-vegyiletek hatadsossagat a puffermedium osszetétele kevésbé befolyasolja.

Az, hogy az AET és APT gatlohatdsa az alkalmazott testelések (thrombin-,
tol. kék-, prothrombin-, rekaleifikalasi-id6) mindegyikében jelentkezik, arra
mutat, hogy zavar van mind az intrinsic mind az extrinsic thrombin aktivadd-
ban, ill. a kett6s kozds talalkozasi pontjaban a fibrinogen-fibrin atalakulasban.
Ez utobbit er8siti meg az is, hogy a thrombin-idé vizsgalata esetében is alva-
dasgatlast lehetett tapasztalni.

Fibrinogen oldaton vizsgalva a hatast, mar a vizsgalati anyag hozzaadéasa
utan azonnal (3 sec.) gatlédik a thrombinnal t6rténd alvaszthatésadg és ez a
gatlas inkubéacidval tovabb fokozhaté. Ezzel szemben nincs kiilonbség az azon-
nali meghatarozas és a thrombinnal t6rténé 5 perces inkubalas utadn végzeti
thrombinos alvasztasi id6k kdzott, ugyanez fibrinogennel tortént inkubalas ese-
tében mar megnyulast eredményez.

Ezek az adatok arra mutatnak, hogy a potencidlis SH-vegylletek egyik
tdmadaspontja a fibrinogen.

Kilén kérdés az AET és APT savOban észlelhetd inaktivalas gatlo, ,anti-
heparin” hatasa. Az, hogy a thrombin a vizsgalati id6 5 perce alatt aktivitasat
valtozatlanul megtartja, hogy a heparin bevitel ellenére az inaktivitas csékkent-
het6, ill. a heparin metakromazids hatdsa tiszta rendszer esetében AET-vel
felfliggeszthetd, arra mutat, hogy a potencialis SH-t tartalmaz6 sugarvéddé ve-
gylletek kapcsolatba léphetnek a heparinnal.

A két eredménycsoport kdzott latszédlagos ellentmondas van. Ugyan azok a
vegylletek a plazméaban alvadasgatlast; a savéban az alvadas aktiv thrombin
megtartasat eredményezik. Bar a plazmaban van heparin a savé azonban fib-
rinogent nem tartalmaz, tehat olyan rendszer, ahol el6térbe Iéphet a heparinra
gyakorolt hatds. Két killonbdz6 rendszerrél van szé és az ellentétes hatas tisz-
tdzasara tovabbi kisérleteket kell végezni.

Osszefoglalas
1. Kisérleteink megerd@sitik Sztanyik és Geszti megfigyelését a sugarvédd

vegylletek alvadasgatlé hatasarol.
2. Kisérleteinkben a potencialis SH-vegyliletek (AET, APT) thrombin-,
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toluidinkék-, prothrombin-, és rekalcifikalasi-idét nyGjt6 hatdsat észleltiik, az
SH-tartalm( vegyllletek (MEA, tisztein) hatdsa nem egyértelmd.

3. A vegylletek bevitelére hasznalt puffer-oldatok a deszt. vizhez viszo-
nyitva 6nmagukban is kisfokd alvadasgatlast mutatnak, ez a gatlas kilondsen
foszfat-puffer esetében és inkubalds soran fokozdédik.

4. Liofil human fibrinogennel végzett vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az AET
és APT egyik tamadaspontja a fibrinogen. Nem zartuk ki azonban az egyéb
tényez6kre gyakorolt hatast.

5. Az AET és APT gatoljak ill. erésen felfliggesztik a savé thrombin inak-
tivalo képességét, a heparin antithrombin hatdsat és a toluidinkékkel adott in
vitro metakromaziat.
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A~P (Duém B., tioatioakobhuk Mea. cAyxobi, idxo M.:

AEHCTBHE PA4HO03AUJHTHbIX COE"HHEHHH HA CBEPTbIBAHHE
B nPOBHPKE

1. Hamn BKcnepHMeHTbi noATBepaiflaiOT HaOAioAeHHe CTaHHKa h ITcth 0 tém, «to pa-
4H03aUJHTHbie COeAHHeHHH OOAaAaiOT npOTHBOCBepTbIBaiOUIJHM aeOCTBHeM.

2. B BKcnepuMeHTax HaOAioAaAH, hto coeAHHeHHs SH (AET, AFIT) yaahhhiot TpoM-
OHHHOe, TOAYHAHHCHHee, npOTpOMOHHOBOe BpeMH H BpeMB peKaAblJH(j)HKaiJHH. B tom CAyiae,
ecAH 3TH coeflHHeHHii He noTeHHHaAbHbie, (M EA, jjhctchh), Torsa hx aeficTBHe HeoflHo-
poAHoe.

3. By<|)epHbie pacTBopbi, KOTopwe CAyasaT aah BBefleHHH paflH03aiijHTHbix coeAHHeHHH,
C3MH TOHie no OTHOIUgHHK> ABCTHAAHpOBaHHOH BOflbl OOAaAaiOT npOTHBOCBepTbIBalOIgHM Aefi-
CaMH TOHie no OTHOineHHIO AHCTHAAHpOBaHHOH BOAM 00AaAaiOT npOTHBOCBepTbIBaiOIgHM Aefi-
CTBHeM h ara AoficTBHe b cAyaae (pocipaTHoro 6yipepa b xoAe HHKydagHH ycHAHBaeTCH.

4. SKCnepHMeHTbIl, npOBeAeHHble AHO()HAH3HpPOBaHHMM HeAOBeieCKHM CpHOpHHOreHOM, AO-
Ka3blBaiOT. HTO TOHKOH npHAOHieHHH AET H A1lT HBAHeTCH (pHOpHHOreH. HeAb3H HCKAIO
BHTb AeficTBHe h Ha Apyrne (JjaKTopbi.

5. AET HAUT OAOKHpyiOT HAH CHAbHO AeHCTBYiOT Ha HHaKTHBaiJHOHHyiO CnOCOOHOCTb
TpOMOHHa CbIBOpOTKH, aHTHTpOMOHHOBOe AeHCTBHe renaTHHa n MeTaxpOMa3HK> TOAyHAHHOBOH
CHHbKH & npoOHpKe.

Dr. B. Fiam, Oberstl. d. Med. D., Kandidat d. Med. Wissensch., Frau M. Gazs6:
WIRKUNG DER STRAHLENSCHUTZSTOFFE AUF DIE BLUTGERINNUNG

Die Versuchsergebnisse der Autoren bestatigen die Daten von Sztanyik und
Geszti im Zusammenhang mit der gerinnungshemmenden Wirkung einiger Strahlen-
schutzstoffe. Als Resultat der Versuche liess sich feststellen, dass die potentiellen
SH-Verbindungen (AET, APT) die Thrombin-, Toluidinblau-, Prothrombin-, sowie
Rekalzifizierungszeit verlangern, wéahrend die Wirkung der SH-enthaltenden Verbin-
dungen (MEA, Cystein) nicht eindeutig ist. Die zur Einfihrung der Verbindungen
angewandten Pufferlésungen besitzen im Vergleich zum destillierten Wasser, sogar
an sich eine schwache hemmende Wirkung auf die Blutgerinnung, welche sich be-
sonders bei Verwendung eines Phosphatpuffers und wahrend der Inkubation erhdht.
Aus den Versuchen mit menschlichem lyophilem Fibrinogen geht es hervor, dass das
Fibrirgen als ein Angnoiffspunkt des AET und APT dient. Es konnte jedoch dessen
Einwirkung auf andere Faktoren nicht ausgeschlossen werden. AET und APT hem-
men, bzw. dampfen betrachtlich die thrombininaktivierende Fahigkeit des Serums, die
Antithrombinwirkung des Heparins, sowie die mit Toluidinblau in vitro erzeugbare
Metachromasie.
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