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Zbadano wpltyw karmienia szczuréow dietami o réznej zawartosci
biatka (0, 4, 8, 12 i 24%) ma aktywno$é aminotransferazy alaninowej
i asparaginianowej oraz aldolazy fruktozodwufosforanowej i izomerazy
glukozofosforanowej w surowicy krwi i watrobie. Oznaczenia wykony-
wano po 24, 48 i 72 h oraz po 1, 2, 4, 8 i 12 tygodniach.

Pismiennictwo dotyczace badan ukladéow enzymatycznych w warun-
kach niedoboréw pokarmowych nie jest obszerne, chociaz na przestrzeni
kilku ostatnich lat obserwuje sie znacznie wieksze zainteresowanie tymi
zagadnieniami. Niedobor choéby jednego ze skiadnikéow pozywienia pro-
wadzi najplerw do zmian biochemicznych, nastepnie czynno$ciowych
a w koncu daje charakterystyczne objawy chorokowe.

Czesto wystepuja niedobory pewnych skladnikéw pokarmowych wy-
nikajace z nieodpowiedniego sktadu pozywienia. Gléwnie wystepuje
niedcbor bialka, przy czym zwraca sie uwage na obecno$¢ biatek petno-
wartosciowych zawierajgcych aminokwasy egzogenne [2, 9]

Ze wzgledu na to, ze diety niskobialkowe sg jednocze$nie wysoko-
weglowodanowymi, a procesy przeaminowywania stojg na pograniczu
przemiany biatkowej i weglowodanowej, uwazano za celowe przebada-
nie w niniejszej pracy nie tylko aminotransferazy asparaginianowej
(EC.2.6.1.1) — AspAT i aminotransferazy alaninowej (EC.2.6.1.2)
AIAT, ale rowniez enzymow zwigzanych z przemiang weglowodanows:
aldolazy fruktozodwufosforanowej (EC.4.1.2.13)) — FDPA i izomerazy
glukozofosforanowej (EC.5.3.1.9.) — PHI,

MATERIAL I METODYKA BADAN

Dofwiadczenie wykonano na 370 szczurach obu plei, rasy Wistar, hodowii
wiasnej Zakladu, 4—5-tygodniowych, o ciezarze ciala 50—70 g Zwierzeta podzie-
lone na grupy po 5 szczuréw w kazdej, karmiono dietami o réznej zawartoéci
biatka (0, 4, 8, 12 i 24%),

Sklad diety kontrolnej (24% bialka), zapewniajgcej optymalne warunki wzro-
stu i rozwoju zwierzat przedstawiono w poprzedniej pracy [17]. Zmniejszenie za-
wartoSei biatka w dietach badanych uzyskiwano kosztem zwigkszenia ilosei skrobi
pszennej. Wszystkie diety byly izokaloryczne, Zawarto$é bialka w dietach ozna-
czono metoda Kjeldahla.

Przed rozpoczeciem podawania diet badanych wszystkie zwierzeta karmiono
przez 7 dni dietg zawierajaca 24% biatka, aby wyréwnaé ewentualne braki zy-
wieniowe w poprzedmeJ diecie [7]. Zw1erzetom przez caly okres do§wiadczenia
podawano paszg i wode bez ograniczen. Oznac7en1a wykonywano po: 24, 48, 72 h
oraz 1, 2, 4, 8 i 12 tygodniach. Czas ka zwierzat dleta bezblakkowa ograni-
czono do 2 tygodni ze wzgledu na obded®$wane duze wyniszczenie. Grop
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Po upiywie ustalonych okresow karmienda, szezury wykrwawiano przez na-
ciecie tetnicy szyjnej. Watroby usuwano i umieszczano natychmiast w naczyniu
chlodzonym lodem, po czym homogenizowano W szklanym homogenizatorze umiesz-
czonym w lodzie, przez 2 min. przy 200—400 obr./min. biorgc 60 mg tkanki na
1 em® 0,9% roztworu NaCl. Nastepnie homogenaty wirowano przez 10 min. przy
2000 obr./min. celem usuniecia fragmentow tkanki watrobowe]j. Homogenaty i su-
rowice przechowywano w temp. 0—4 °C,

Oznaczen aktywno$ci enzyméw dokonywano w surowicy krwi i homogenatach
watroby.

Aktywno$é aminotransferaz oznaczano metoda Reitmang i Frdnkela [15] w mo-
dyfikacji Jicha [8], polegajacej na zwigkszeniu stezenia 2,4-dwunitrofenylohydra-
zyny do iloSci odpowiadajacej stezeniu ketokwasOw w mieszaninie reakeyinej.
Dwukrotne zwiekszenie stezenia tego zwigzku podwyzsza rozdzial absorpcji hydra-
zonu kwasu pirogronowego i a-ketoglutarowego o 30% i wtedy absorpcja tego
ostatniego jest bez znaczenia. Pomiar6w dokonywano przy 505 nm. Przed wyks-
naniem oznaczei homogenaty rozeieficzano w stosunku 1:20 buforem fosforano-
wym o pH 74, a surowice 1:5 w przypadku AspAT, dla oznaczenia aktywnaosel
AJAT wuzywano surowic nierozcieficzonych. Zawartosé pirogronianu (w pmolach)
uwolnionego w czasie reakeji enzymatycznej w warunkach metody odezytywano
z krzywej wzorcowej i wyrazano jako jednostki AspAT i AIAT. Aktywnos¢ ami-
notransferaz w surowicy wyrazano w jednostkach na em3, a w homogenatach
watroby w tysigcach jednostek na 1 g §wiezej tkanki Aktywno§¢ izomerazy
glukozofosforanowej oznaczano metoda Bodansky’ego [4]. Do oznaczenn pobierano
0,5 cm?® surowicy rozcieniczonej 1:20 roztworem soli fizjologicznej i 0,5 cm? homo-
genatu rozciefczonego 1:100 rowniez 0,9% roztworem NaCl. Aktywno§¢ tego
enzymu podawano w jednostkach Bodanysky'ego — W surowicy w przeliczeniu
na 1 em®, a w homogenatach w tysigcach jednostek na 1 g $wiezej tkanki. Po-
miar6w dokonywano przy 490 nm.

Aktywno§é aldolazy fruktozodwufosforanowej oznaczano metodg Brunsa [5, 6]
odmierzajac 0,5 cm?® surowicy rozcienczonej 1: 10 buforem kolidydowym o pH 7,4
i 1 cm?® homogenatu rozcienczonego 1:20. Absorbancje odczytywano przy 540 nm.
Aktywno$é enzymu wyrazano w jednostkach Brumnsa, przeliczajge 'w surowicy na
1 cm®, za§ w homogenatach na 1 g $wiezej tkanki X102,

Aktywnosé enzyméw we wszystkich grupach badanych oznaczano zawsze rowW-
nolegle z odpowiednia grupa kontrolng.

Ponadto oznaczano: poziom bialka ogblnego w surowicy krwi, bialka rozpusz-
czalnego 'w watrobie, frakcje bialkowe surowicy krwi oraz ciezar watroby. Kaz-
dego dnia kontrolowano spozycie paszy i przyrost ciezaru ciata.

WYNIKI

Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze aktywnos¢ enzymoéw przemiany biatko-
wej w watrobie ulega zmniejszeniu poglebiajacemu si¢ w miare obni-
zania poziomu biatka w diecie oraz czasu trwania doswiadczenia. W su-
rowicy krwi obserwowano natomiast wzrost aktywnosci.

Najwieksze zmiany w homogenatach watroby stwierdzono w Pprzy-
padku AIAT. Juz po 24 h obserwowano zmniejszenie aktywnosci tego
enzymu w grupach otrzymujacych 8 i 4% bialka oraz bezbialkowej.
Poczagwszy od pierwszego tygodnia do$wiadczenia obnizenie aktywnosci
tego enzymu bylo zaznaczone wyraznie we wszystkich grupach zZwie-
rzat, w poréwnaniu z otrzymujacymi 24% biatka w diecie. Zaobserwo-
wano wzrost aktywnosci AIAT wraz z wiekiem zwierzat.

Aktywno$¢ AspAT rowniez zmniejszyla sie pod wplywem obnizenia
poziomu bialka w diecie. Zmniejszenie to utrzymywalo sie przez caly
okres podawania diet niskobiatkowych. Stwierdzony spadek aktywnosci
AspAT byt ilosciowo mniejszy niz AlAT. Zmiany aktywnosci AspAT
i AIAT w watrobie szczuréw wywolane zywieniem niedoberowym
w biatko przedstawiono na rye. 1.

Aktywnoéci enzymoéw zwigzanych z przemiang weglowodanow ule-
galy znacznie mniejszym zmianom pod wplywem obnizenia ilosci biatka
w diecie (ryc. 2). Aktywno$¢ aldolazy fruktozodwufosforanowej w wa-
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Ryc. 1. Aktywnoé§é aminotransferaz: asparaginianowej (AspAT) i alaninowej (AlAT)
w watrobie szezuré6w w zalezno$ci od poziomu biatka w diecie.

trobie wykazywala tendencje wzrostowe. Zmniejszenie jej aktywnosci
byto jedynie widoczne u szczuréw karmionych dieta bezbiatkows.

Stwierdzono spadek aktywno$ci izomerazy glukozofosforanowej po
2, 4, 8 1 12 tygodniach karmienia szczuréw dietg o 4% zawartosci biatka
oraz po 1 i 2 tygodniach — dietg bezbialtkows.

Aktywnosci badanych enzyméw w surowicy krwi szczuréw karmio-
nych dietami o réinej zawartosci biatka przedstawiono na ryc. 3 i 4.
Karmienie deficytowe szczuréw w- mniejszym stopniu wplywalo na
aktywnosé AlAT w surowicy krwi, w poréwnaniu ze zmianami jakie
obserwowano u tych zwierzat w watrobie. Nie obserwowano zmian
aktywnoséci AspAT w surowicy krwi.

Aktywno$¢ PHI zmniejszyla sie po 1, 4 i 8 tygodniach tylko w grupie
zwierzat otrzymujgcych 4% biatka w diecie.

Zmiany aktywnos$ci FDPA wystapily po 12 tygodniach karmienia —
obserwowano wzrost u szezurdéw karmionych paszg o 4 i 12% zawar-
tosci biatka. Natomiast zmniejszenie aktywnosci tego enzymu stwier-
dzono po 1 tygodniu karmienia dieta o 4% poziomie biatka oraz po
1 i 2 tygodniach podawania szczurom diety pozbawionej bialtka.

Wpiyw zawartosci bialka w paszy na jej spozycie przez szczury,
przyrost ciezaru ciala zwierzat, cigzar watroby, poziom biatka rozpusz-
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Ryc. 2. Aktywnosé aldolazy fruktozodwufosforanowej (FDPA) i izomerazy gluko-
zofosforanowej (PHI) w watrobie szczuréw w zaleznosci od poziomu biatika
w diecie.

czalnego watroby, poziom bialxa ogélnego i frakeji biatkowych suro-
wicy krwi oraz dane liczbowe | obliczenia statystyczne przedstawiono
poprzedaio [12].

OMOWIENIE WYNIKOW

Wykazano, ze obnizenie poziomu biatka w diecie zwierzat powodo-
walo zmniejszenie aktywnosci aminotransferaz w watrobie, za§ aktyw-
no$é enzymoéw przemiany weglowodanowej albo nie ulegla zmianie badz
stwierdzano jej wzrost. Jedynie karmienie diety bezbiatkowg powodo-
walo zmniejszenie aktywnosci aldolazy fruktozodwufosforanowej.

7 drugiej strony Blumenthal i wsp. stwierdzili, ze przy ograniczeniu
biatka w diecie zwierzat aktywno$é niektorych enzymow tkankowych
biorgcych udzial w metabolizmie weglowodanow zwigksza sie [3]. Byé¢
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Ryc. 3. Aktywno§¢ aminotransferaz: asparaginianowej (AspAT) i alaninowej (AlAT)
w surowicy krwi szczuréw w zaleznoéci od poziomu bialtka w diecie.

moze, rodzaj uzyskanych zmian enzymatycznych zalezy od stopnia obni-
zenia poziomu biatka w diecie i czasu jej podawania.

Szepesi i Freedland [16] przebadali na szczurach zmiany aktywaoéci
kilku enzyméw watrobowych zwigzanych z metabolizmem biatek i we-
glowodanéw i wykazali, ze aktywno$¢ wiekszosci z nich byla podwyz-
szona po podaniu diety wysokobialkowej.

Przy matych réznicach poziomu biatka w diecie 21—27% Perez i wsp.
{14] nie obserwowali zmian aktywnosci PHI w watrobie.

Peglady dotyczace zmian aktywnos$ci aminotransferaz przy zZywieniu
deficytowym w biatko sg kontrowersyjne. Muramatsu i Ashida [11]
stwierdzili, Ze wraz ze wzrostem zawartoéci biatka w diecie podwyzsza
sie¢ aktywnos$¢ aminotransferazy asparaginianowej i alaninowej, argi-
nazy i oksydazy ksantynowej oraz zmniejsza sie aktywno$¢ alkalicznej
fosfatazy. Beaton i wsp. wskazujg na stale obnizanie aktywnosci AIAT
u szczurow karmionych dietg bezbiatkows. Dla AspAT autorzy nie
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Ryc. 4. Aktywnosé aldolazy fruktozodwufesforanowej (FDPA) i izomerazy glukozo-

fosforanowej (PHI) w surowicy krwi szczuréw w :zaleznoSci od poziomu biatka

w diecie.

stwierdzili stalej zaleinos$ci pomiedzy poziomem jej aktywnosci a za-
wartoécia bialka w paszy [1]. Podobne wyniki uzyskat Wells i wsp.
[18]. Wykazali oni, ze aktywnos¢ AlAT w watrcbie zmniejszyla sie przy
obnizeniu zawartosci bialka w diecie, natomiast AspAT nie ulegla zmia-
nie. Wedtug Wirthgena i Bergnera [19] aktywnos¢ AspAT i AIAT w wa-
trobie szezurow karmionych dietg zawierajaca 5% biatka albo bezbial-
kowa zmniejsza sie. Przy zawartosci 10 i 20% biatka zwroécono uwage
na bardzo niewielkie zmniejszenie aktywnos$ci enzymoéw badz nawet
tendencje wzrostowe.

Nieco odmienne wyniki uzyskal Metwalli [10]. Stwierdzil on, ze pod
wplywem ograniczenia biatka w pozywieniu aktywnosci AspAT i AIAT
w watrobie byly wyraznie podwyzszone, przy czym bardziej zwiekszyla
:ie aktywno$¢ AspAT.

Na podstawie wynikow uzyskanych w niniejszym doswiadczeniu
mozna przypuszczaé, ze karmienie zwierzat dietami o obnizonej zawar-
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tosci biatka moglo spowodowa¢ zmniejszenie syntezy aminotransferaz
w komérkach watroby. Stad tez obserwowano istotne zmniejszenie
aktywnosci tych enzymoéw w watrobie przy nieznacznym tylko zwigk-
szeniu ich poziomu w surowicy, wynikajgcym prawdopodobnie ze zmie-
nionej przepuszezalnosei bton komoérkowych.

WNIOSKI

1. Niedobory bialkowe u szeczurow powodujg przede wszystkim
zmniejszenie aktywnosci aminotransferazy alaninowej i asparaginiano-
wej w watrobie.

2. Wielkos¢ zmian aktywnosci aminotransferaz w watrobie uzaleznio-
na jest od stopnia obniZenia poziomu hialka w diecie oraz czasu trwania
niedoboru biatkowego.

3. Oznaczanie aktywno$ci enzymow przemiany weglowodanowej jest
mniej przydatne przy ocenie stanu niedoboru bialtkowego.

4. Poziom aktywnoséci badanych enzyméw w surowicy krwi wydaje
sie mieé mniejsze znaczenie diagnostyczne w niedozywieniu biatkowym.

M. Huxonopos, B. ¥pbansxk-Kapaoecka, K. Kapnosckn

BIMAHUE HEJOCTATKA BEJKA B KOPME KPBIC HA AKTUBHOCTB
HEKOTOPEIX ®EPMEHTOB BEJIKOBOI'O U VIJIEBOOIHOI'O OBMEHA

Pezwme

YceaenoBanyu BAMAHME PA3IMYHOTO cozepxkauusa Gerka B xopme kpoic (0, 4, 8, 12
u 24%0) Ha aKTUBIOCTL allaHUMHOBOI ¥ AacIaparuioOBOl aMMHOTpaHCepas, a Takke
qrpykToz0auGocdaTHON anxgonaszbl M IUI0OK030MocdaTiiofn mu3oMepashl B ChIBCDOTKE
XpPOoBU U neueHu Kpoic, Onpepesiennsa NpoBOAMANCE Kaxnsle 24, 48 u 72 gaca u Kax-
aoie 1, 2, 4, 8 u 12 Heaedsn.

VeTanoBiieHo, UTO HEAOCTATOK 0eiKa BRIZBIBACT B INEPBYK OUepenb yMEeHRINeuue
akTHUBHOCTU (pepmeuToBR Genxoporo obmena B nedenu. CTemenb M3MEHEHMS YCCIEnye-
MbIX NapaMeTpOB 3aBUCUT OT CTelleHM IIOHMIKeHUs YPoBHA Oenka B KOpMe M OT
BpeMeHy KOPMJEHUS AMeTaMM C NOHMIKEHHBIM ypoBhem Oenka.

M. Nikonorow, B. Urbanek-Karlowska, K. Kartowski

THE EFFECT OF PROTEIN DEFICIENCY IN RATS ON THE ACTIVITY
OF SELECTED ENZYMES PARTICIPATING IN PROTEIN
AND CARBOHYDRATE METABOLISM

Summary

The effect of feeding of rats on diets containing wvariovs levels of protein
(0%, 4%, 8%, 12% and 24%) on the activity of alanine and aspartate aminotrans-
ferase, fructosediphosphate aldolase and glucose-phosphate isomerase in the serum
and liver was investigated.

The determinations were done after 24, 48 and 72 hours and after 1, 2, 4, 8, 12
weelks.

It was found that protein deficiency causes in the first place decreased activity
of protein metabolism enzymes in the liver. The degree of changes in these indices
depends on the degree of dietary protein content decrease and the duration of
protein deficiency.
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