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WPLYW OSTREGO ZATRUCIA SZCZUROW KARBARYLEM
NA REAKCJE TRANSAMINACJI Z UDZIAELEM PIROGRONIANU

CZ. 1II. BADANIA UZUPEENIAJACE AMINOTRANSFERAZ OSOCZOWYCH

- Z Katedry i Zakladu Chemii Toksykologicznej Akademij Medycznej w Lublinie
Kierownik: prof. dr hab. S. Szczepaniak

Po jednorazowym podaniu szczurom korbarylu w dawce 1/2 LDy, -
zbadano aktywno$é aminctransferaz nie wystepujacych w osoczu krwi
w warunkach fizjologicznych, katalizujgcych reakcje miedzy pirogro-
nianem i szeScioma aminokwasami—donorami grupy aminowej, Stwier-
dzono, ze insektycyd powoduje przechodzenie do osocza pieciu amino-~
transferaz.

Praca niniejsza stanowi uzupelnienie wczesniej wykonanych badan
[3, 4] dotyczacych wplywu karbarylu na procesy transaminacji z udzia-
fem pirogronianu. We frakcji cyteplazmatycznej homogenatéw watroby
szezura wykazano aktywno$¢ aminotransferaz katalizujgcych reakcje
miedzy pirogronianem i o$mioma wybranymi aminokwasami zaréwno
w warunkach fizjologicznych, jak i po podaniu karbarylu w dawce
1/2 LDsy [5]. Natomiast w osoczu krwi szczura zbadano (w grupach do-

_ Swiadczalnych) wplyw insektycydu tylko na te enzymy, ktére katalizujg
procesy transaminacji z udzialem argininy i leucyny [4]. Pozostate ami-
notransferazy nie zostaly w {ych badaniach uwzglednione, poniewaz
W osoczu w warunkach fizjologicznych (w grupie kontrolnej) nie stwier-
dzono ich aktywnosci. Biorac -jednak pod uwage fakt wzrostu aktywmo-
Sci prawie wszystkich aminotransferaz watrobowych u szczuréw otrzy-
mujacych karbaryl (5], podjeto badania majace na celu sprawdzenie czy

- zwigzek nie powoduje pojawienia sie tych enzZymow W O0SOCZU. '

W przedstawionej pracy zbadano w' osoczu szczura aktywnosé amino-
transferaz biorgeyh udziat w reakcjach transaminacji'z udziatem piro-
gronianu i szescioma donorami grup aminowych w réznych okresach
po podaniu karbarylu w dawce 1/2 LDs,.

MATERIAL I METODYKA

Do badan uzyto 108 szczuréw, samcow rasy Wistar o sSredniej masie ciala
256 g. Badania aktywnoSci enzyméw transaminujgeych w osoczu wykonano po
2,4,24 1 72 h od podania insektycydu. Szczury, podzielone na 4 grupy doswiad-
czalne po 27 zwierzat w kazdej, otrzymywaly per os jednorazowy dawke karba-
rylu 474 mg/kg (1/2 LDy). Warunki eksperymentu opisano w pierwszej czesci
pracy [4]. .

Do reakcji transaminacji uzyto 6 aminokwaséw: asparagine, kwas glutamino-
wy, izoleucyne, lizyne i waling. R6wnolegle przygotowywano 8 mieszanin reagu-
jacych: 2 préby kontrolne i 6 prob z poszezegblnymi donorami grup aminowych,
dlatego tez w celu uzyskania 8 em? osocza, laczono przygotowywane jak poprzed-
nio {4] osocze pochodzgce od 3 szezuréw. Praktycznie wiec kazdej grupie do$wiad-
czalnej wykonywano 9 oznaczen, lecz ostateczne wyniki sg Srednig z 27 szezurdéw.
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Ilo$ci poszczegélnych reagentéw dodawanych do mieszanin inkubacyjnych za-
wierajagcych 1 cem? osocza, temperatura i czas wykonania reakcji transaminacji,
a takZe dalszy tok postepowania z mieszaninami reagujacymi w celu przygotowa-
nia roztwor6w do analizy chromatograficznej i metodyke iloSciowych oznaczen
alaniny opisano poprzednio {4]. "

Wyniki oznaczen ilosciowych opracowano statystycznie testem t-Studenta, aby
sprawdzi¢, ktore z enzymow transaminujacych mie wykazujgeych aktywnosei w wa-
runkach fizjologicznych (grupa kontrolna) pojawiajg sie w osoczu i sg aktywne
po podaniu karbarylu. : S N

WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

Rezultaty oznaczenn alaniny endogennej (pochodzgcej z puli amino-
kwasow osocza) i alaniny powstajgcej w wyniku reakcji transaminacji
w réznych okresach po podaniu karbarylu zestawiono w tabeli I, poda-
jac wartoéci Srednie, przedzialy ufnosci i istotnos¢ réznic. Tabela
uwzglednia réwniez grupe zwierzat kontrolnych, przebadanych poprzed
nio [4].

Tabela I Srednie stgzenia alaniny endogennej i tworzacej sie w wyniku reakeji transami-
nacji w osoczu krwi szczuréw kontrolnych i po jednorazowym podaniu karbarylu w dawce
1/2 LD,, (umol/cm?/h)

Okres intoksykacji

Donorgrupy Alanina Kontrola
aminowe] endogenna 2 h 4h 24 h 72h
N=9 N=11 N=9 N=9 ~N=9 N=9

ASP-NH, 0,41+-0,05 0,034-0,02 0,031+0,01° 0,0140,005 0,024-0,008 0,16-+-0,05*
ASP dla wszyst- -
. kich szeéciu '

aminokwaséw 0,09--0,03  0,0640,02 ' 0,0740,02° 0,124-0,06  0,214-0,02*

GLU 0,141+0,06 0,1240,05 - 0,294-0,03* 0,114-0,05 0,104-0,05
ILEU . 0,05+0,03 0,094-0,05 0,0740,05 0,15-40,02* 0,5340,05*
L1Z 0,044-0,02 0,034+-0,01 0,054-0,02 0,0740,05 0,064-0,02

WAL 0,054-0,05 0,03+0,02 0,07+0,02 0,084-0,05 0,124-0,05%*

ASP-NH, — asparagina, ASP—kwas asparaginowy, GLU—kwas glutaminowy, ILEU—
izoleucyna, LIZ—lizyna, WAL—walina.
N — liczebno$é.

Znamiennoéé statystyczna réznic: * — p<<0,001; ** — p< 0,01

Analiza statystyczna wynikéw wykazala, ze w wyniku ostrego zatru-
cia szeczuréw karbarylem dawka 1/2 LDs, pojawialy si¢ w osoczu enzy-
my transaminujgce, katalizujace reakcje miedzy pirogronianem i pie-
cioma sposréd szesciu przebadanych aminokwaséw — dawcéw grup
aminowych. Po 4 h po podaniu karbarylu wykazano aktywnos¢ amino-
transferazy katalizujgcej reakcje z udzialem kwasu glutaminowego, a po
uptywie 24 h — z udzialem izoleucyny.

W 24 h po podaniu karbarylu nie stwierdzono aktywnosci enzymu
katalizujgcego reakcje miedzy pirogronianem i kwasem glutaminowym
(p > 0,05), natomiast aktywne$é aminotransferazy katalizujacej reakcje
z udzialem izoleucyny wzrosla znacznie w 72 h od podania karbarylu.
W tym czasie w osoczu wykazano akiywnos¢ réwniez innych amino-
transferaz. We wszystkich badanych terminach nie obserwowano wptly-
wu karbarylu na aktywno$¢ enzymu katalizujgcego reakcje miedzy pi-
rogronianem i lizyng. Wcezesniejsze badania wykazaly, ze aktywnos¢. tego
Roczniki PZH — §
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enzymu we frakcji cytoplazmatycznej homogenatéw watroby utrzymy-
wala sie w granicach poziomu fizjologicznego przez caly okres ekspery-
mentu. '

Ponadto w ostrym zatruciu szczuréw karbarylem wykazano wzrost
aktywnosci pozostatych enzyméw transaminujgecyh we frakeji rozpu-
szczalnej homogenatu watrobcwego — najwickszy w 24 i 72 h intoksy-
kacji. Najwczesniej, bo juz w 2 h narazenia wzrosta aktywnosé amino-
transferaz katalizujgcych reakcje z udzialem kwasu glutaminowego
i leucyny, przy czym. aktywnosé enzymu biorgcego udzial w pierwszej
z wymienionych reakcji powracala do normy juz po 4 h. W osoczu krwi
- Szezuréw otrzymujgcych karbaryl enzym ten pojawial sie najwczeéniej,
juz po 4 h i znikal =z krwiobiegu po dluzszym czasie naraze-
nia. Inne badane enzymy transaminujgce wykazywaly aktywnosé w oso-
czu po 72 h, a aminotransferaza katalizujgca reakcje miedzy pirogro-
nianem i izoleucyng — réwniez po 24 h, tj. w czasie, kiedy stwierdzano
ich wzmozony udzial w procesach transaminacji w homogenatach watro-
by. Dotyczy to reakcji, w ktorych udzial biorg nastepujgce aminokwa-
sy: kwas asparaginowy, izoleucyna i walina. Zaleznosé ta nie wystepo-
wata w przypadku wczesniej przebadanych donoréw grup aminowych,
a mianowicie leucyny i argininy [4]. . ~

Rezultaty przeprowadzonych badan zdajg sie $wiadezyé o tym, ze
pojawienie sie miektérych aminotransferaz w osoczu w wyniku ostrego
zatrucia szczuréw karbarylem, jest odzwierciedleniera aktywnosci tych
enzymoéw we frakeji cytoplazmatycznej homogenatéw watroby. Wiado-~
mo bowiem, ze enzymy frakeji rozpuszczalnej najtatwiej przenikaja
z komérki i najczesciej spotyka sie je we krwi w stanach patologicz-
nych. Niezaleznie od tego, czy wzrost aktywno$ci danego enzymu w wa-
trobie jest zjawiskiem pierwotnym, czy wtérnym, powinien on znalezé
swe odbicie w jego poziomie w surowicy [15]. Zmiany aktywnosci enzy-
méw w surowicy  stwierdza sie jednak pézniej niz w watrobie. Mozna
przypuszczaé, ze wzrost aktywnoscei niektérych z przebadanych amino-
transferaz we frakcji cytoplazmatycznej homogenatu watroby szczura
doprowadzil do pojawienia sie tych enzyméw w osoczu. ‘

Przechodzenie enzyméw z tkanek do surowicy w wyniku dzialania
substancji toksycznych moze by¢ spowodowane réznymi przyczynami.
Jedng z nich sg zmiany metabolizmu komériki, nawet jesli sa one nie-
wielkie i majg charakter przejsciowy [15]. Wzrost enzyméw komérko-
wych w surowicy moze byé spowodowany réwniez przez zmiany czyn-
nosciowe w przepuszezalnosei blony komérkowej, przy czym jedne
z enzyméw moga przedostawaé sie do krwiobiegu w mniejszej, a nie-
ktére w- wiekszej ilosci. Zmiany komérkowe nie zawsze sg wynikiem
bezposredniego dzialania substancji toksycznej na komoérke [2, 8]. W wa-~
runkach zmienionej przepuszezalnoéei blony komérkowej sklad enzy-
matyczny surowicy mie musi odpowiadaé skiadowi enzymatycznemu da-
nego narzadu. W warunkach fizjologicznych réwniez nie stwierdza sie
korelacji miedzy iloscia danego enzymu w tkance a jego poziomem
‘W surowicy [15]. ’

Do uwalniania si¢ enzyméw z komérki nie jest kenieczny jej rozpad,
poniewaz subtelne nawet uszkodzenie powodowaé¢ moze nieprawidlowe
przenikanie enzyméw [15]. Tylko w niektérych przypadkach przechodze-
nia enzyméw z komérek narzadowych do krwiobiegu mozna tlumaczyé
tworzeniem sie ognisk martwiczych. Wykazano bowiem, ze niekiedy
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zwickszanie sie aktywnosci enzyméw w surowmy " moze wyprzedzac
tworzenie sie¢ martwicy komoérkowej [2, 7].

Bardzo wazing przyczyng przechodzenia enzymow do plynu pozako-
moérkowego i surowicy jest niedotlenienie i zwigzane z nim zaburzenia
gospodarkl energetycznej. Na zmiany w zachowaniu SIQ enzymow moze
réwniez wplywac adaptacja enzymatiyczna [15].

Zmiany aktywnosci enzyméw pod wplywem czynnikéw szkodliwych
(hamowanie badz pobudzanie) $wiadczg o nieprawidlowosci biochemicz-
nych procesdw usirojowych., Aktywno$¢ wielu enzymdéw moze byé wy-
kladnikiem proces6w metabclicznych zachodzacych w organizmie [14].
Substancje hepatotoksyczne moga wywiera¢ bezposredni wplyw na blo-
ny plazmatyczne i blony komérkowe watroby, a efektem wtoérnym jest
dezorganizacja metabolizmu hepatocytéw. Szereg hepatotoksyn wywo-
luje uszkodzenie watroby przez selektywng interferencje w procesach
metabolicznych hepatocytow. Te zaklocenia w funkcjonowaniu podsta-
wowych szlakéw metabolicznych komérek watrobowych prowadzg z ko-
lei do wystgpeinia zmian strukturalnych w blonie komérkowej i organel-
lach hepatocytéw, przy czym zmiany te maja charakter wtorny [3].

Jak wykazaly badania Urbanek-Kariowskiej [14], nie ma pojedyn-
czego testu enzymatycznego wskazujgcego mna uszkodzenie watroby.
W ocenie toksykologicznej przydatnos¢ oznaczen enzymatycznych wyko-
nywanych w,_ surowicy krwi jest mmiejsza niz w watrobie, zwlaszcza
przy dlugotrwalym narazeniu na mate dawki substancji toksycznych.

Dane literaturowe dowodza, ze karbaryl zaréwnoe w duzych, jak
i w matych dawkach powcduje zmiany strukturalne, morfologiczne i hi-
stopatologiczne w narzgdach, a glownie w watrobie. Wykazano, Ze zwig-
zek uszkadza tkanke watrobowsg zwiekszajgc przepuszczalnosé blon ko-
moérkowych dla substancji endogennych, w tym i enzyméw [6, 7, 10, 11,
12, 13]. Hepatotoksyczne dzialanie karbarylu ujawniajace sie rozwojem
zmian martwiczych i destrukcyjnych prowadzi do szeregu funkcjonal-
nych i morfologicznych zaburzen i1 dotyczy takze funkcji wydzielniczej
i katabolicznej watroby [9, 13].

Wyniki niniejszej pracy oraz wcze$niej wykonanych badan [4, 5]
mogg sugerowac réwniez wplyw ostrego zatrucia karbarylem na mecha-
nizmy przepuszczalnosSci blon komérkowych i plazmatyeznych hepato-
cytow, w wyniku czego dochodzi do przechodzenia niektérych amino-
transferaz do osocza. Przyczyng przechodzenia enzymoéw transaminujg-
cych do'krwi moze by¢ réwniez niedotlenienie, bowiem w badaniach
na kroélikach dowiedziono, ze karbaryl powoduje hipoksje, ktéra charak-
teryzowala sie glownie wzrostem stezenia tlenu we krwi zylnej i zmniej-
szeniem wspdtczynnika wykorzystania tlenu przez tkanki [1].

WNIOSK!

1. W wyniku ostrego zatrucia szczuréw karbarylem pojawiajg sig
si¢ w osoczu enzymy transaminujgce reakcje miedzy pirogronianem
i piecioma arhinokwasami (oprocz lizyny). '

2. Najwczesniej, bo juz w 4. h intoksykacji wykazano aktywnosé
aminotransferazy, katalizujgcej rreakc;e z udzialem kwasu glutamino-
wego. ’

3. Najwyzsza aktywnos¢ badanych aminotransferaz w osoczu wyste-
powala po 72 h od podania karbarylu.
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K. Enenensnuy

BIMAHUE OCTPOIO OTPABJEHUS KPPHIC KAPBAPUJAOM HA PEAKIIUU
TPAHCAMMHUWPOBAHMSA C Y HACTUEM IIMPOBUHOTPAJHOMN KUCIOTEI

Y. III. JononuureabHble MCCNEe0BaHNA amMuHoTpaHcdepas Ia3Mbl
Peszwume

Beanle xpoicel nopoasr Wistar (CaXKTEI) OTPABAAHO per os OJHOKDATHOM J030%
Kapbapuna 474 wmr/kr (1/2 DLg). ITocne 2, 4, 24 1 72 4. ¢ BpemMeHy BBeJeHMA
MHCEKTMUMAA 0003HaYeHO B IIa3Me KPOBM AKTHMBHOCTH aMuHoTpaHcdepas xaraamn-
3MPYIOLMX DpeaknMyu MeXAYy NUPOBUMHOTPANHON KMUCIOTON W CHeAYIOLIMAMM aAMMUHO-
KHMCJIOTaMM: acNapriMHOM, . aCIIAPrUHOBOM KMCJIOTOM, IJIYTAMMHOBOII KWCJIOTOM, M30~
JIeMLIMHOM, JIMIUHOM M BaJIMHOM. )

B M3MONOrMUecKUX YCHOBUAX 9TH aMUHOKMUCIOTHI He y4YacTBOBANM B PEaKLMAX
TPaHCAMMHUPOBAHUS,

ARTHBHOCTE aMUHOTPaHC(epas #306pazReHO KONMYECTROM aJaHMHA, KOTODAIi
co3jlaercA B TeweHMe MHKyGauwm 1 Ma nnasmer B Tedenue 1 waca, Anaunn o06o3ua-
HaHO CHeKTPOHOTOMETPUHECKHM JIOCIE XPOMATOPTaduIecKoro pasaenenus Ha Oymare.

Cratuctuyeckas OLEHKA pe3yJbTATOB uccnenoBaHMiI TOKasana, uTO Hocje
OCTPOi MHTOKCHMKALMM Kapbapuiom B nja3sMe KpPOBU ISKCHEPUMEHTAIAbHBIX 3IKUBOT-
HbIX TIOABJAIOTCA IIONTM BCe MCCIEAyeMble aMuHOTpaHCdepasbl (32 MCKIIOYEHMeM
depMenTa KaTaaM3UPYIOLIEr0 pPeaxluio MeXIy IVMPOBHMHOIPARHOII KMUCJIOTOM ¥ JM-
3uHOM). Iloce 4 4. ¢ mMOMeHnTa BBeZeHUA MHCEeKTULAA OTMETMIIM aKTUBHOCTL (hbep-
MEHTA TPAHCAMUHVDYIOLETO DeakLUMI0 C yuaclTMeM IJIyTaMMHOBOIX KUCJIIOTHI,
a mocne 24 u 72 4, — ¢ yuacTuem usondeiuua. B 72-oM 4. uHTORKCMKAamMy o6ua-
PYHEHO TOXe AKTMBHOCTL aMuHOTPaHctepa3s KaTaaU3MPYIOLIMX Deakumu MeXIY
TNMPOBUHOTPAXHOM KMCIOTOM ¥ CHECAYIOUWIMMM AMUHOKMCIOTAMU: acnaprmMHoM, acnap-
TMHOBOJ KMCJIOTOII M BaJXMHOM. .

K. Jeleniewicz

THE EFFECT OF ACUTE POISONING OF RATS WITH CARBARYL
ON THE TRANSAMINATION REACTIONS WITH THE PARTICIPATION
‘ OF PYRUVATE '

Part III. Supplementary studies of the plasma. aminotransferas&s
‘ Summary

Male Wistar rats were poiscned orally with one carbaryl dose 474 mg/kg
(/2 DLg). After 2, 4, 24 and 72 hours from the administration of the insecticide
the ‘activity of plasma aminotransferases catalysing the reactions between pyru-
vate and the following amino acids: asparagine, aspartic acid, glutamic acid,
isoleucine, lysine and valine was determined.

Under physiological conditions these aminc acids are not participating in the
transamination reactions. :

The activity of aminotransferases was expressed as the amount of alanine
developing during incubation of 1 ml of plasma for 1 hour, Alanine was deter-
‘mined spectrophotometrically after chromatographic separation on paper.

The results of the investigations demonstrated that acute poisoning with
carbaryl caused the appearance of activity of all studied plasma aminotrans-
ferases, except for the enzyme catalysing the reaction between pyruvate and
lysine. The activity of the studied aminotransferases appeared as follows: glutamic
acid — pyruvate — 4 hr; isoleucine — pyruvate — 24 and 72 hr; asparagine —
pyruvate, aspartic acid — pyruvate and valine — pyruvate — 72 hr after intoxica-
tion.
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