Déavid Gabor dr. orvosalezredes, az orvostudomanyok kandidatusa:
A vaz- és szivizom adenozindeaimnaz-
aktivitasanak valtozasa kisérletes
organofoszfat-mérgezésben

Néhany évvel ezel6tt megjelent kdzleményinkben (1) részletesen besza-
moltunk a vaz- és szivizomzat dimetilaminocianfoszforsavetilészter-mérgezés
hatdsadra bekdvetkez6 adenozintrifoszfat-tartalméanak valtozasarol. Megélla-
pitottuk, hogy mig a vazizomzat adenozintrifoszfat-tartalma a mérgezés ha-
tasara szignifikansan csokken, a szivizomzaté ugyanakkor szignifikansan no-
vekszik. Emlitett k6zleménylinkben azonban nemcsak ennek a nagyenergiaju
foszfagénnek a vizsgalataval foglalkoztunk, hanem tanulméanyoztuk a mérge-
zés kovetkeztében fellép6 EKG-, vérnyomadsvaltozasokat is, és hisztologiai
bizonyitékat szolgaltattuk a szivizomzatban létrejové mikrotrombusok. vér-
zések keletkezésének. Az utdbbi évek elméleti biokémiai, izomélettani és kli-
nikai enzimolégiai kutatasai élénk figyelmet szentelnek az adenozindeaminéaz-
aktivitas jelent6ségének. Ezen a terileten jelent6s munkéat végeztek magyar
kutaték (Straub és m.tarsai, 2,3). Tekintve, hogy az adenozindcaminaz-akti-
vitds meghatarozasdnak metodikaja is lényegesen egyszer(isodott és klinikai
kémiai diagnosztikai mddszernek is ajanljak (4,5). célszerlinek véltik régebbi
kisérleteink tovabbfolytatasat. Mostani kisérletsorozatunkban megvizsgaltuk,
hogy metilfluorfoszfonsavizopropilészter-mérgezés utdn a vaz- és szivizom-
zat adenozindeamindz-aktivitdsa hogyan valtozik meg.

Kisérleteinkhez 60 db 180—200 g sulyu Wistar eredetli ndstény patkanyt
hasznaltunk.

a) 30 patkanyt dekapitaldssal elvéreztettiink, azonnal felboncolva 6ket, a
mellkasbdl a szivet kivettik, Uregeibdl a vér maradékat kimostuk, sz(r6-
papirral megtorilgetve a nedves szervet centigramm-pontossaggal lemértik,
tengeri homokkal doérzsmozsarban homogenizaltuk és tizszeres térfogatmeny-
nyiségre (w V arény) fizioldgids séoldattal felhigitottuk. Ezzel a mivelettel
egyid6ben a comb dorzalis felszinén a bért felvdgva a comb izomzatubdl,
minden egyes allat azonos izomcsoportjaib6l dsszesen 1,00—1,00 g-os darabo-
kat vettlink ki, ugyancsak tengeri homokkal homogenizaltuk és fiziolégias
sooldattal tizszeres térfogatmennyiségre kiegészitettik, 6t percnyi Ulepedési
id6 utdn a szupernatansbdl végeztilk a kémiai meghatarozast.

Ezek az allatok képezték a normal kontroli-csoportot.

b) A mérgezett allatok csoportja ugyancsak 30 tagbdl allott. 0,1 ml Sarint
9.9 ml alkoholban oldottunk, majd ebb6l az alkoholos térzsoldatb8l desztillalt
oldattal végeztiuk, ugyhogy 50 // g kg d6zisnak megfelel6 mennyiséget (0.5
ml 100 g testsuly) adunk az allatoknak intraperitonealisan. Ezt az adagot
5—8 percenként addig ismételtiik, mig heves, az egész testre kiterjed6 toniko-
klonikus gorcsrohamok fel nem Iéptek. Négy-6t izben adott injekcié (200—
250 p g/kg 0Osszddzis) utdn heves gorcsok kozepette, a klinikai halal beéllta
el6tt, dekapitaltuk az allatokat, vériket, amennyire csak lehetett, kifolyat-
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tik. A tovabbiakban a sziv és vazizomat kivételét és feldolgozasat illet6en
ugyanugy jartunk el, mint az el6bb, a normal kontroll csoport allatai eseté-
ben.

c) Kémiai meghatarozast

a Elve: Az adenozinb6l az adenozindeaminaz hatasara irreverzibilisen inozin
lesz, mikdzben ammonia szabadul fel. A felszabadulé ammonia mennyiségét meg-
hatarozva (4,7.) kovetkeztethetlink a ferment aktivitasara (lasd: 3. sz. abra).

B. Sziikséges oldatok.

1 Szubsztrat-oldat: 20 mg adenozint (Adenosine ,,Reanal®) oldunk 100 ml 0,2 mél
6,8 pH-ju foszfatpufferben (kaliumdiihidrogénfoszfat és dinatriumhidrogénfoszfat).
Frissen készitendd!

2. Fenol-reagens: 5 ml fenolhoz (Phenolum liquidum) 100 desztillalt vizet adunk,
ebben 25 mg nitropusszidnatriumot oldunk és 200 ml-re egészitjuk ki desztillalt
vizzel. Lehet6leg frissen készitendd!

3. Hipoklorit-reagens: 18 g natrium (hidroxidot 150 ml desztillalt vizben oldunk
és hozzaadunk 2 ml hipoklorit-oldatot (,Hypo™) és desztillalt vizzel 200 ml-re ki-
egészitjik. Frissen készitendd!

4. Standard torzs-oldat: 472 mg p. a. min6ségli ammaéniumszulfatot 10 ml desz-
tillalt vizben oldunk. Ez az oldat jol tarolhat6. A meghatarozashoz frissen készitett
1:100 ardnyU higitadst hasznalunk. Ennek az oldatnak 1 ml-e felel meg 10 vy am-
monia-nitrogénnek.

Megjegyzés: valamennyi oldat készitéséhez és a tovabbiakban a reakciokhoz is
ioncseréld gyantadn atsz(rt, majd Uvegrendszerbdl kétszer frissen desztillalt vizet
hasznaltunk.

y. Kivitelezés:

Negy cs6be 0,5—05 ml szubsztrat-oldatot mériink. Az 1 és 2. cs6 a vizsgalathoz,
a 3 és 4 cs6 a vak-érték meghatarozasahoz szikséges. Az 1 és 2. cs6hoz a vizs-
galandé szervhomogenizatumb6l 0,1 ml-t adunk és mind a 4 csovet egy 6ra id6-
tartamra 37 C° (+ 0.1 °) h6mérsékletli vizfurd6be tessziik. Egy dra elteltével vala-
mennyi cs6héz 20 ml fenolreagenst adunk, a 3. és 4. cs6be ezenkivil 01 ml
desztillalt vizet mérink. Ezutan valamennyihez 2,0 ml hipoklorit-reagenst pipetta-
zunk és a csdveket 20 percre 37 C°-os vizfird6be helyezzik, majd leh(tjuk. A mé-
rést Pulfrich-féle Stufenfotométerrel végezzik, 1 cm rétegvastagsagu kivettat és
S—57-es szinsz(ir6t hasznélva, viz-vak ellenében.

% Szamitas:

Adenozindeamindz-aktivitds: E vizsg. —E vak »f. 0,57 = .... IU. A f (faktor)
értékének meghatarozasa a kovetkezéképpen torténik: 3 cs6be 0,05 ml 1:100 higi-
tasi ammoéniumszulfat standard-oldat, 3 cs6be pedig ugyanennyi desztillalt viz
(reagens-vak) keril a szervhomogemzatum helyett. A reakciot elvegezve az inku-
balas (20 perces) és leh(ités utadn viz ellenében 1 cm-es rétegvastagsagu kivettdban
S—57 sziir6n fotometraljuk.

Standard koncentréacio

f=

E standard ~ b reagensvak

Tekintve, hogy a szokadsos metodikatél két helyen tértiink el, a nyert értékek
esetében még egy szorzészamot kellene alkalmaznunk. Nevezetesen: L1 a vizsga-
landd szerv tizszeres higitasat (homogenizatumét) hasznaltuk; 2. nem 0,05 ml, ha-
nem 01 ml aktivitdsat hatadroztuk meg, logikus lenne, hogy a nyert értéket '5-tel
szorozzuk. Ett6l jelen esetben mégis eltekinthettiink, mert 6sszehasonlité vizsga-
latokat végeztiink, relativ értékekkel.dolgoztunk. Csupan az &brékon tintettik
fel, hogy a kapott értékek az IU-érték 0,2-szerese, az az egydtdde — elvben!).

d) A vizsgalatsorozat megkezdése el6tt fermentkinetikai vizsgéalatokat vé-
geztiink. 5 patkadnybdél 5 g izmot vettiink ki és a leirt metodikanak megfele-
lI6en — de 6tszorés mennyiségl szubsztratot és homogenizatumot inkubalva
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30—60—90—120 perc mulva az inkubatumbol alikvotokat vettiink ki és el-
végeztik a reakciét. Eredményeinket az 1 sz. dbra tinteti fel. A kapott
gorbe Iényegében megfelel a monomolekularis enzimreakciok szokéasos gorbe-
tipusanak (7).

Eredményeink és azok megbeszélése

Vizsgalataink eredményeit az 1 sz. tdblazaton, illetve a 2. sz. abran tintet-
juk fel. Mint az abrabol is jol lathatd, a mérgezés hatasadra mind a vazizom-
zat, mind a szivizomzat adenozindeaminéz-aktivitdsa jelent6ésen megné. En-
nek a ndvekedésnek a magyarazatara tobb hipotézis allithaté fel. Tény, hogy

1 sz. tablazat

i . Vézizom Szivizom
Biomctriai
jellemz8k norm. ) " norm. mérgezett
kontroll mergeze kontroll ergeze
n 30 30 30 30
x 17.22 22,60 12,85 21,97
vs +2,89 +4,11 +3,48 +6,63
x-f 8 20,11 26,71 16,33 28,60
X — 8 14,33 18,42 9,37 15,34
p p<0,l% P<0,1%

A vaz- és szivizomzat adenozindeaminaz aktivitdsanak valtozadsa metilfluor-fosz-
fonsav-izopropilészter-mérgezésben
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a bevezetd részben idézett kézleményink (1) megirasakor nehezen talalhat-
tunk magyarazatot olyan ellentétes folyamat indokolédséra, mint amilyent ott
volt alkalmunk észlelni — azaz a v&zizomzat csékkent adenozintrifoszfat-tar-
talmaval szemben a szivizomzaté emelkedett a mérgezés hatdsara. Mar akkor
megéallapitottuk, hogy az organofoszfat-mérgezések soran a szervezet bio-
kémiai folyamataiban tobb, mélyrehatd valtozas torténik, és a klasszikus
szemlélet, a kolineszteiraz-bénité hatas, bizonyos fokig reviziora szorul. Habar
a korfolyamat kdzéppontjaban tagadhatatlanul a kolineszteraz-inhibitor ha-
tas all, még egyéb tényez6k is befolydsoljak a patolégiai folyamatot. Jelen
esetben az adenozindeamindz aktivitdsanak valtozasat, ndvekedését mutat-
tuk ki. Hogy ez a jelenség a mérgezési korfolyamat soran hogyan kapcsolo-
dik a szervezet, nevezetesen az izomzat és szivizomzat energetikai folyama-

2. sz. abra: Az 1 sz. tablazat adatainak grafikus abrazolasa
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3. sz. dbra: Az ATP-ADP-AMP-Adenozin-Inozin lanc
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tdba, nem lehet vildgosan tudni. Rigé és mtsai (6) kimutattdk, hogy kardio-
vazopatogén diéta hatdsara a szivizomzatban infarktusok keletkeznek, az in-
farktus kozvetlen kornyékén az adenozintrifoszfat-tartalom csékken, de a
tavolabbi aredban er6sen fokozédik. Ennek a megfigyelésnek az ismeretében
el6z6 észlelésiinkre, a szivizomzat adenozintrifoszfat-tartalmanak ndévekedé-
sére bizonyos fokig magyarazatot kapunk. Feltételezhetd, hogy a biokémiai
meghatarozas soran ezt az abszollit mennyiségi valtozast észleltik. Az adeno-
zindeamindz valtozdsdnak — nodvekedésének — magyarazata az el6bbiekbdl
részben kovetkezik. Ez az a ferment, amelynek hatasara az adenozinbél, am-
monia felszabaduldsa mellett, irreverzibilisen inozin lesz (3. sz. abra). A vaz-
izomzatban a nagyfokd, sok energiat igényl6 izommunka miatt az elbomlé
adenozintrifoszfat — difoszf&t — monofoszfat — adenozin-lanc feltartoztat-
hatatlanul tovabb halad az inozin iranyaban, az adenozindeaminaz aktivi-
tasa szlikségszerlien novekszik. A szivizomzatban részben ellentétes folya-
mat zajlik le — legaldbbis részben, a mikroinfarktusoktél tavolabbi terile-
ten az adenozinb6l — adenozin monofoszfat — difoszfat — trifoszfat kelet-
kezik. de az infarktus kozvetlen kornyezetében a vazizomzathoz hasonlo
energiat igénylé, a makroerg foszfagént degradalé folyamat megy végbe és
ennek a jelenségnek biokémiai megnyilvanulasat latjuk az emelkedett adeno-
zindeaminaz-aktivitdsban Elgondolhaté azonban az is, hogy az észlelt jelen-
ség a szivizomzatban lezajlé, a lokalizaci6 szempontjabol is ellentétes bio-
kémiai folyamatok megnyilvanuldsa. Ezekb6l a teoretikus alapokbdl kiin-
dulva érdemes lenne a tovabbiakban biokémiai és hisztokémiai modszerek-
kel vizsgalni a sziv- és vazizomzatban a kilénbdz6 fosztatazok és foszfokina-
zok viselkedését organofoszfat-mérgezésekben.

OSSZEFOGLALAS

A szerz6 egy régebbi kisérletsorozatdban megallapitotta, hogy dimetil-
aminocianfoszforsavetilészter-mérgezés hatasara a sziv adenozintrifoszfat-
tartalma novekszik, a véazizomzaté csékken. Jelen Kkisérletsorozataban az
adenozindeminaz aktivitdsdnak valtozasat vizsgalta metilfluorfoszfonsav-
izopropilészter-morgezésben. Megallapitotta, hogy a ferment aktivitdsa mind
a sziv. mind a vazizomzatban a mérgezés hatasara szignifikansan novekszik.
A régebbi és jelen kisérletsorozat kozotti dsszefliggést vizsgalva elgondola-
sat ismerteti a makroerg foszfagének és az adenozindeaminéaz fokozott akti-
vitdsanak feltételezhetd Osszefiiggését illetéen.
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. Oasugd, NOANONKOBHWK M/CA., KaHAMAAT Mef. Hayk:

M3MEHEHWE AKTUBHOCTW ALEHO3UHAEAMWHAS3bLI B CKENETHON W
CEPLEYHOW MYCKYJIATYPE MNPV 3KCMNEPUMEHTAJIbHOM
OTPABJIEHUN ®OB

B npexxHeil cepuy OMbITOB aBTOP YCTAHOBW/, YTO MpW OTpasfeHUn [AumMeTunamMmuMHOLMaHo-
(hOChOPKMCNOTHBIN-eTUNECTEPOH COAEPXKaHUe afeHO3MHTpudocthaTa B CepAeyHON MyCKyna-
Type YBeNMUMBAETCHA, a B CKENETHOM MycKynaType — YyMeHbLUaeTcsi. B HacTosiweli cepum
OMbITOB aBTOP WCC/efoBas W3MeHeHVe aKTMBHOCTU afeHO3VHAeaMuHasbl Mpu OTpaB/ieHUU
MeTundgnyoptocthoHKNCNOTHbI-130NponuaecTepom. OH YCTaHOBW/, 4YTO aKTUBHOCTbL (ep-
MeHTa MpW OTPaB/IEHNN YBENNYMBAETCS W B CEPAEYHON U B CKeneTHoW MyckynaType. Cono-
CTaB/MIsIA PaHIO W HACTOALLYI0 CEPUI0 OMbITOB aBTOP M3naraeT CBOM COOGPaXKeHUs 0 BO3-
MOXHOW CBSI3Y MaKpo3pruyeckux GoctareHoB M YCWUMEHHOW aKTUBHOCTW aJeHOo3VHAeaMu-
Hasbl.

Dr G. David, Oberstl. d. Med. D., Kandidat d. Med. Wissensch.:

VERANDERUNGEN DER ADENOSINDEAMINASE-AKTIVITAT
DES SKELETTMUSKELS UND HERZMUSKELS IN EXPERIMENTELLER
ORGANOPHOSPHAT-VERGIFTUNG

In einer friheren Vermchsreiche stellte Verfasser fest, dass nach einer Dimetil-
aminocyan phosphorsénreétilester-Vergiftung erhdht sich der Adenosinphosphat-
Gehalt im Herzen, sinkt dagegen im Skelettmuskel. In der vorliegenden Versuchs-
reihe untersuchte er die Verdnderungen der Adenosindeaminase-Aktivitdt in me-
tilfluorphosphorsanreizopropilesten-Vergiftung. Es Hess sich feslegen, dass unter
der Einwirkung der Vergiftung erhdht sich signifikant die Fermentaktivitat sowohl
im Herzmuskel als auch im Skelettmuskel. Anhand der Analyse von Korrelation
zwischen der friheren und gegenwaértigen Versuchsreiche erdrtert Verfasser seine
Uberlegungen in Bezug auf die vermutlichen Zusammenhdnge der makroergischen
Phosphagenen und die erhdhte Adenosindeaminase-AKktivitat.
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