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VLIV PARENTERALNE PODANEHO CYSTAMINU A GAMAFOSU (WR-2721) NA NEKTERE
BIOCHEMICKE UKAZATELE V KREVNIM SERU PSU

]J. SIMSA, M. TICHY, F. PODZIMEK, S. SPELDA, M. RESL, P. KUNA
Vojensk§ lékafFsky vyzkumny a do3kolovaci dstav JEP v Hradci Krélové
(nacelnik: genmijr. prof. MUDr. ]J. Vaiidsek, CSc.)

Ovod

Cystamin (2,2-dithiobis(ethylamin) a gama-
fos (WR-2721,S-2-(3-aminopropylamino)-ethyl-
thiofosfore¢nd kyselina patii do skupiny siru
obsahujicich radioprotektivnich latek. Blizce
pfibuzny cystaminu je cysteamin (2-amino-
ethanthiol), pfipadn& téZ cystein (kyselina 2-
-amino-3-thiolpropionova) a cystin (dicystein).

Pro lepsi predstavu uvddime chemické vzor-
ce uvedenych latek.

Vzhledem k tomu, Ze o prvnich dvou latkach
se uvaZuje jako o radioprotektivech pouZitel-
nych v indikovanych pfipadech i u lidi, neni
zanedbatelnéd otédzka jejich pripadnych vedlej-
Sich a¢ink. Pomérn& znatnd pozornost byla
v minulosti vénovédna jejich hemodynamickym
i¢inklim a snaze o odstranéni kfe¢i kosterniho
svalstva vyvolavanych cystaminem. Podrobnéj-
§i infomace o téchto Gdincich lze nalézt v pra-
ci Kuny a Vodic¢ky (1973), Kuny (1975, 1981},
Kuny aj. (1983), kde je téZ uvedena rada dal-
Sich praci zabyvajicich se t&mito otdzkami.

Pon&kud men3i pozornost byla vénovéna
i¢inkiim téchto latek na biochemické trovni.
V tomto sméru lze uvést praci Arienta aj.
(1969], v niZ je popisovan wvzestup aminotrans-
ferdz u ozarfenych psi po aplikaci AET (ami-
noethylthiouronium). U krys sledovali t€inek
cysteaminu a 5-merkaptopyridoxinu na plaz-

NH,—CH—CH,—SH
EIOOH
cystein
NHr—CH—CHz—S—S—CHZ—CH—NHz
éJOOH COOH
cystin (dicystein)
NH,—CH;—CH,—SH
cysteamin
NH;—CH,—CH;—S—S—CH,—CH;NH,
cystamin
(¢}
ZHN—CHZ-—CHZCHZ—NH—CHZ—CHZ—-S—III’—OH
okt
gamafos (WR-2721)

matické enzymy Plomteaux aj. (1969). Pozoro-
vali vzestup koncentrace laktodehydrogenazy
(LDH), maldtdehydrogendzy (MDH), glutamét-
dehydrogenédzy (GLDH), aspartdtaminotransfe-
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razy (AST, GOT) a beta-glukuroniddzy soucas-
né s radioprotektivhim efektem podanych 14-
tek.

Podani beta-merkaptoethanolu a 4-merkap-
topyridoxinu tento efekt nevyvolalo, ale tyto
latky také nemé&ly u krys Zadny radioprotek-
tivni efekt. RovnéZ v naSich pokusech s ozéfe-
nymi psy jsme po aplikaci cystaminu pozoro-
vali vzestup aminotransferdz AST a ALT, pfi-
padn& téZ alkalické fosfatdzy (ALF), jak je
uvedeno v prdci Sim3a a Tichy (1981), popf.
v praci Simsa aj. (1983). Zajimavé je, Ze intra-
ven6zni podani cystaminu tyto efekty nevywvo-
ldvalo. Dalsim z popisovanych ucinkd cysta-
minu je zvySeni obsahu gluk6ézy a Kkyseliny
mlééné v krvi. Podle Druyckaertse a Gillese
(1971a) jde o vysledek zv§3Sené glykogenolyzy
vyvolané aktivaci jaternich a svalovych fosfo-
rylaz. Podrobnéji se touto problematikou auto-
¥i zabywvaji v dalsi prdci (1971b). Pfedpokla-
daji, Ze k aktivaci fosforyldz dochézi pfes ka-
techolaminy, uvolnéné v disledku hypotenze
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pii cystinézy) zabywvaji Avner aj. (1983). S tim-
to nazorem vSak polemizuji Gahl aj. (1983).

Z hlediska zmén v obsahu lipidd, které jsme
po cystaminu rovnéZ pozorovali, je déle zaji-
mavé prace Fischera a Gahla (1982), ktefi po-
pisuji ptiznivy efektpodévanicysteaminu u lid-
ské hyperlipidémie typu III (apo E,).

Materiil a metodika

K pokusu bylo pouZito t¥i psti-bigld (samci)
o hmotnosti 17,5; 18,5; 19,5kg. Prvnimu byl
podan gamafos v ddvce 300 mg . kg~! intramus-
kularn&, druhy pes obdrZel 50 mg . kg~! cysta-
minu base intravenézn& a tieti 150 mg.kg™?
cystaminu base intramuskularné.

V intervalech 15min, 30min, 1h, 2h, 4h,
6h, 24 h, 48 h byly od zvifat odebirdny vzorky
krve z v.cephalica antebrachialis, ze kterych
bylo oddé&leno sérum, kterého bylo pouZito pro
biochemicka vySetfeni. Z enzymi@i byla stano-

vyvolané cystaminem. vovdna  aktivita aspartdtaminotransferazy
AST ALT ALF CK GGTP | LDH | MDH SDH | alfa—A
SHEAf + + ++
% ++ ||+ 4
i 44| A+ | | 44| +++] @
Vzestup 100—200 % -+ ; 200—500 % + -+ ; vice jak 500 % -+ -+ +
Distribuce
Kosterni svalstvo +4++ ++ +4+ ? e ol Heeferl
Jétra +++ | +Ed |+ +++ | +++ | [+

Z hlediska pripadné hepatotoxicity cystami-
nu, o které uvaZujeme v dalsi Casti této préce,
je zajimavé sdéleni Strubeldta aj. (1974) o p¥i-
znivém dfinku cystaminu a cysteaminu poda-
vaného i.p. mySim otrdvenym paraacetamolem
(paraacetamidofenol) a prdce DeFerreyry aj.
(1979) popisujici priznivy G€inek tychZ latek
u krys otrdvenych dimethylnitrosaminem, thio-
acetamidem a brombenzénem, kde zabratiovaly
vzniku jaterni nekrézy. P¥i otravé allylalkoho-
lem a aflatoxinem B; byly tyto latky netdcinné.

Autofi vysv&tluji antitoxicky Gfinek cystami-
nu a cysteaminu tak, Ze tyto latky méni cha-
rakter reakce jaternich bunék na podané he-
patotoxiny. Z novéjSich praci se moZnou hepa-
totoxicitou cysteaminu (podavaného pri tera-

(AST), alaninaminotransferdzy {ALT), alkalic-
ké fosfatdzy (ALF), kreatinkindzy (CK), gama-
glutamyltranspeptiddzy (gama-GT, GGTP) na
analyzdtoru firmy ABBOTT, ddle dehydrogené-
zu kyseliny mlééné ({LDH), dehydrogenazu
kys. jablecné (MDH), dehydrogenazu sorbitolu
(SDH) a alfa-amylazu pomoci kitd firmy La-
chema.

Dale byl na analyzatoru Abbot stanoven ob-
sah celkové bilkoviny, albuminu, celkového bi-
lirubinu, dusiku modoviny (BUN), kreatininu
a glukoézy. Koncentrace triglyceridd, celkovych
lipidf, celkového cholesterolu a véapniku byla
stanovena opé&t pomoci kith Lachema. Sodik a
draslik byl stanoven plamenovou fotometrii na
pfistroji fy. Radiometr. U né&kterych vzorkid
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s vysokou aktivitou LDH bylo provedeno
stanoveni izoenzymii LDH elektroforézou na
acetylceluloze v modifikaci podle Tichého a
Zadaka (1973). Podobné byly v nékolika vzor-
cich stanoveny izoenzymy kreatinkindzy CK-
-MM, CK-MB a CK-BB, s vyuZitim souprav fy.
Sigma (USA).

K pokusiim byl pouZit cystamin.2HCl a ga-
mafos (base) ¢eskoslovenské provenience (viz
préaci Kuna aj., 1983). U cystaminu udavame
davky prepoctené na obsah base.

Vysledky jsou uvedeny v procentech kontro-
ly, tedy hodnoty, nalezené u téhoZ psa pied
aplikaci té které latky. Pro ilustraci jsou uve-
deny u intervalu 0 (kontroly, 100%) v jednot-
livych grafech prislusné hodnoty v absolutnich
jednotkéach.

Vysledky a diskuse

Vysledky stanoveni jednotlivych enzymatic-
kych aktivit jsou shrnuty v grafech 1—9. Pro
vétSsi ndzornost piipojujeme nésledujici ta-
bulku:

Pokud jde o distribuci enzymi v kosternim
svalstvu a jatrech bylo totiZ jednim z mnaSich
cili v tomto pokuse zjednat jasno v otézce,
zda vzestup aktivity aminotransferdz po i.m.
podéani cystaminu je vyvoldn lokdlnimi zména-
mi svalové tkdané& v okoli vpichu, nebo jeho to-
xickym (byt krdtkodobym) pisobenim na j&t-
ra, popfipad& kombinaci obou efektd. Vznik in-
tersticidlniho edému a pozdé&ji nekrotickych
zmén byl po i.m. poddni cystaminu psim a
kralikim prokézéan histologickymi vySetFenimi,
pricemZ aplikace gamafosu vedla ke zm&nam
podstatné mensSim a kratkodobéj$im (Resl aj.,
1983).

Nami pozorované zmény enzymatickych akti-
vit jsou celkem v souladu s uvedenymi nélezy,
pokud jde o z&nétlivé a nekrotické zmény vy-
volané cystaminem i. m. Nasvédéuje tomu vze-
stup aktivit AST, ALT, CK, LDH, MDH (grafy 1,
2, 4, 6, 7), i kdyZ s vyjimkou CK jsou vSechny
tyto enzymy, lépe feCeno jejich pfrislusné izo-
enzymy, pfitomny téZ v jatrech (Homolka,
1969). U Kkreatinkindzy (CK) jsme u nékterych
vzorki po cystaminu i.m. provedli stanoveni
izoenzymi (obr. 1), kterym byla potvrzena pri-
tomnost kosterné svalového izoenzymu CK-MM.
V pfipad& LDH je vzestup celkové aktivity po
i.m. aplikaci cystaminu zplisoben 5. izoenzy-
mem (LDHs), ktery je obsaZen v kosternim sva-
lu, ale téZ v jatrech (Wilkinson, 1965). Obrov-
sky vzestup aktivity CK, resp. jejtho MM izo-
enzymu, je nutno ovSem jako projev zané&tu a
nekrézy svalu v okoli vpichu hodnotit s jistou
opatrnosti. Po podani cystaminu dochéazelo
u obou psi ke kfec¢im kosterniho svalstva, ze-
jména po davce 150 mg.kg~! i.m. (viz praci
Kuny, 1981). Je proto moZné, i kdyZ o zming-
ném histologickém prikazu svalovych 1ézi po
cystaminu i. m. neni pochyb, Ze velka Cast vze-
stupu aktivity CK-MM a LDHs mohla byt zpfiso-

Obr. 1.
Elektroforetické déleni izoenzymi- kreatinkindzy. Anoda
nahofe. Starty zleva doprava: sérum pacienta s infark-
tem myokardu (IM], psi sérum pfed i. m. poddnim cysta-
minu (K]), psi sérum za 2 a 4 hodiny po i. m. podéni
cystaminu (11, 10), standard izoenzymi kreatinkinazy
(St), zcela vpravo lidsk¢ albumin. Vpravo po strand
oznatena poloha skvrn izoenzymé CK-MM, CK-MB, CK-BB
a albuminu. U vzorku 10 a standardu nespecifické arte-
ficidlni zabarveni v blizkosti zény CK-MM

bena uvoln&nim z kosternich svald b&hem kie-
¢1. Pro presn&jsi informaci bude tfeba provést
tato enzymatickd vySetfeni je$t& u psd preme-
dikovanych pied podédnim cystaminu Diazepa-
mem, jak je uvadéno v jiZ citované praci Kuny

(1981). Pokud jde o poSkozeni, nebo spise pre-

chodné zatiZeni jater, neni moZno jej na zakla-
dé ndlezdl ziskanych po i.m. podédni cystami-
nu vyloucit. Svédc¢i pro né&j téZ vzestup aktivi-
ty ALF (graf 3) a SDH (graf 8), pFipadn& téz
zvySené hodnoty celkového bilirubinu (graf
10). Jedna se v3ak zfejmé o prechodné piso-
beni a zmény jaternich funkci jsou pravdé&po-
dobné& ve vztahu k radioprotektivnimu tdéinku
cystaminu, jak uvadi Plamteux aj. (1970). Za-
jimavé ov3em je, Ze i.wv.aplikace cystaminu ne-
vedla k vyrazngj5im zmé&ndm v aktivité amino-
transferdz, zato vSak k vzestupu aktivity ga-
maglutamyltranspeptiddzy (GGTP) (graf 5),
kterd je uvadéna jako enzym znacéné& specific-
ky a citlivy pro toxické poSkozeni (nebo zati-
Zeni) jater.

Pes, kterému bylo aplikovdno 150 mg.kg™!
cystaminu i. m., uvhynul za 6 hodin po aplikaci.
Jatra a ledviny byly odebrdny pro histologické
vySetieni. Bylo zjist&no vyrazné piekrveni, zce-
la ojedin&le miniméalni fokdlni nekrézy s gra-
nulocytarni reakci, zpravidla centrilobuldrné
lokalizované. Malokapénkova steat6za, jen lo-
Ziskové ma periférii lobuli. Nebyly nalezeny
zndmky cholestdzy, aktivace sinoendothelii ¢i
Kupferovych bunék. Parenchym ledvin s pti-
meérenym mikroskopickym nélezem. Morfolo-
gicky nélez nesveéd¢i pro vyraznéjs$i poskozeni
hepatdlni nebo rendlni. Lze jej hodnotit jako
nespecifické zmény pfi termindlni kardidlni
insuficienci.

Jak je zFejmé z dfive uvedené tabulky, byly
po i.m. aplikaci gamafosu pozorovdny pouze
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malé zmény v enzymatické aktivité séra (LDH,
MDH), zajimavy je vSak vzestup aktivity alfa-
-amyldzy, pozorovany ve druhé polovin& po-
kusu. Existuji 2 izoenzymy alfa-amyldzy —
slinny (S) a pankreaticky (P). Je tedy zatim
otdzkou, ktery z nich je pfi¢inou pozorované-
ho vzestupu. Pravd&podobné&jsi se zda vzestup
pankreatické sloZky.

Z ostatnich, neenzymatickych biochemickych
parametrd byly vyrazné&js$i zmeény pozorovany
pouze v koncentraci kreatininu, dusiku moco-
viny (BUN), glukobzy, triglyceridii a celkovych
lipidd (grafy 10—15). U kreatininu je uréity
vzestup po aplikaci cystaminu zFfejmé& vyvolan
kfeCovou aktivitou kosterniho svalstva pokus-
nych zvifat. U dusiku mocoviny je vzestup kon-
centrace zfejmé& zphsoben depresivnim ucin-
kem cystaminu na krevni obé&h, pripadné na-
ristajici srdec¢ni insuficienci u 3. psa. Je tfeba
uvést, Ze u intervalu 6 hodin jde o odb&r post
mortem, provedeny punkci srdce pri otevre-
ném hrudniku.

Vzestup koncentrace glukézy (graf 13) je
v souladu s jiZ uvedenymi nalezy Duyckaertse
(1971) u krys. Rozdil ve velikosti vzestupu a
posun maxima glykémie po i.v. a i. m. podéni
je zfejmé& zplsoben pomalejSim vstFebavanim
a odbourdvanim i. m. podaného cystaminu. Po-
kud jde o vzestup obsahu triglyceridd, je situa-
ce vcelku obdobnéd jako u glukézy. Vzhledem

k jejich tvorb& v jatrech (esterifikace glyce-
rolu) je pravdépodobné, Ze jde o0 souvislost
s aktivaci glykogenolyzy. Pro zvy3enou esteri-
fikaci glycerolu svédci i ur€ity pokles koncen-
trace celkového cholesterolu (graf 16) po i.m.
podéani cystaminu. Co se tyle vzestupu celko-
vych lipidd, je z grafu 15 zfejmé, Ze k n&mu do-
Slo jak po aplikaci gamafosu, tak cystaminu.
Po i.m. podéni obou liatek jsou zmé&ny co do
velikosti a dynamiky prakticky shodné. Vzhle-
dem k tomu, Ze podani gamafosu nevedlo ke
zméné v obsahu triglyceridd a pfi srovnani
zmén v koncentraci celkovych lipidd a choles-
terolu je zrfejmé, Ze spolu nekoreluji, je prav-
dépodobné, Ze se na vzestupu celkovych lipidd
podileji jeSté dalsi sloZky, patrné fosfatidy ne-
bo neesterifikované mastné kyseliny.

Jak bylo jiZ uvedeno v metodické ¢asti této
priace, krom& biochemickych parametrtt dosud
uvedenych byly sledovdny jeSt& nékteré dalsi
hodnoty. Jednd se o obsah celkové bilkoviny,
albuminu, sodiku, drasliku a vapniku v séru.
V t&chto piipadech nebyly po aplikaci gamafo-
su a cystaminu pozorovany Z&dné vyrazné&jsi
zmény koncentrace.

Zavér

Intramuskularni aplikace cystaminu vyvola-
vd Padu zm&n biochemickych ukazatell pFi
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Graf 16. Zmény koncentrace celkového cholesterolu

srovnani s i. v. aplikaci a s i. m. aplikaci gama-
fosu. Tyto zmény se tykaji hlavné enzymi a li-
pidd (+ glukoza). Jejich pfi¢inou jsou po i.m.
podéani cystaminu hlavné zand&tlivé a nekrotic-
ké zmeény v okoli vpichu. U cystaminu nelze
vyloucit urcité prechodné ovlivnéni jaternich
funkci ve smyslu toxické zatéZe. Po i.m. apli-
kaci gamafosu byl pozorovan pouze mirny vze-
stup aktivity LDH, MDH a alfa-amyldzy, spolu
s mirnym vzestupem obsahu celkového choles-
terolu. Vezmeme-li v tvahu téZ men3i hemo-
dynamické uc¢inky gamafosu (Kuna aj., 1983),
jevi se tedy pri stejné radioprotektivni acin-
nosti poddni gamafosu vyhodné&jsi neZ podéni
cystaminu.

Souhrn

V préci je srovnéavan vliv intravenoézni a in-
tramuskularni aplikace cystaminu s intramus-
kularni aplikaci WR-2721 (gamafos) u psi na
biochemické parametry krevniho séra. Byla
sledovédna aktivita aspartdt a alaninamino-
transferazy, alkalické fosfatazy, kreatinkina-
zy, gamaglutamyltransferazy, laktodehydroge-
nazy, malatdehydrogenazy, sorbitoldehydroge-
nazy a alfa-amylazy. Ddle byla sledovdna kon-
centrace celkové bilkoviny, albuminu, celkové-
ho bilirubinu, dusiku mocoviny, kreatininu,

glukozy, triglyceridd, celkovych lipidd, celko-
vého cholesterolu a bilirubinu, vdpniku, sodi-
ku a drasliku.

Nejvétsi zmény byly pozorovany po intra-
muskuldarni aplikaci cystaminu — vzestup veét-
$§iny enzymatickych aktivit, koncentrace lipi-
di a glukozy. Intravendzni poddni meélo efekt
podstatng men$i. Nejmens$i zmény vyvolala in-
tramuskuldrni aplikace WR-2721 (gamafosu),
kde byl pozorovan pouze mirny vzestup aktivi-
ty laktodehydrogenazy, maldtdehydrogenazy a
alfa-amylazy. Je diskutovdna otdzka moZnosti
pFechodného toxického pisobeni cystaminu na
jatra.
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