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Z Zakladu Farmakologii Instytutu Lekéw i Instytutu Gruzlicy w Warszawie
Kierownik: doc. dr J. Venulet

Wydaje sig, ze mechanizm acetylowania hydrazydu kwasu izonikoty-
nowego * przez ssaki jest podobny do acetylowania przez nie sulfonami-
dow, lub innych amin pierwszorzedowych. Wykazano, ze przy roéwnocze-
snym podaniu ludziom INH i PAS-u ilo$¢ wolnego INH w moczu zwiek-
szyta sig o 75%. (Brettoni 1952). Nastepnie doniesiono o zjawisku silnego
hamowania acetylacji sulfonamidéw pod wplywem INH in vivo zwlaszcza
po podaniu z INH pyrogronianu (Gerattini, 1953).

Na podstawie tych faktow wysnuto wniosek, ze zachodzi tu konkuren-
cyjne acetylowanie PAS-u zamiast INH w wyniku czego poziom INH
w krwiobiegu krolika jest po uplywie 4 godz. dwukrotnie wiekszy (John-
son, 1954). Autor ten dyskutuje réwniez korzystny wplyw PAS-u na le-
czenie przy pomocy INH. Zamiast PAS-u podaje sie niekiedy w Polsce
preparat T-40, wprowadzony do terapii przez Hornunga i Krakowskq
(1951).

Dlatego po opracowaniu przez nas metodyvki pozwalajgcej na badanie
przemian, a zwlaszcza acetylacji INH u szczura i po ustaleniu dwoéch drog
metabolizowania INH u tego zwierzecia [8] podjelismy studia nad prze-
biegiem acetylacji in vivo i wplywem dwéch popularnych lekéw PAS-u
1 preparatu T-40 na ten proces.

Celem niniejszej pracy bylo: 1) wykazanie za pomocg wlasnej metodyki
chroematografii wstepujgcej ewentuainego wplywu preparatu T-40 i PAS-u
na rodzaje metabolitéw INH u szczura biatego; 2) okreslenie ewentualnego
wplywu obu preparatéw na liczbe poszczegdlnych metabolitow.

— = - -

* W niniejszej pracy uzyto naslepujgce skroty: INH — hydrazyd kwasu izoni-
kotynowego, PAS — kwas p-aminosalicylowy, T-40 — kwas 5-bromosalicylohydro-
ksanowy.
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Materiat doswiadczalny stanowily szczury biate, samce wagi od 250 do
360 gramow w ogolnej liczbie 25.

METODYKA

W doswiadczeniach uzyliSmy preparatow PAS i T-40, ktorych czysto$é uprzednio
skontrolowano chromatograficznie. Szczurom podawaliSmy INH w ilosci 50 mg/kg
podskornie, przy jednoczesnym podaniu doustnym 500 mg/kg PAS-u lub preparatu
T-40. Zwierzeta nawadniano solg fizjologiczng podawang w ilosciach stanowigcych
3% wagi ciala. Mocz zbierano przez 4 godz. od czasu podania lekéow.

Zebrany mocz zageszczano i nanoszono na chromatogramy. Chromatogramy roz-
wijano w ukladzie n-butanol nasycony 1,5N, 3N, lub stezonym (25°) amoniakiem.
Wywolywano bromocyjanem lub azotanem srebrowym w roztworze alkalicznym.
Szczegoly metodyczne podano w pracy wcze$niejszej [8].

WYNIKI

W toku doswiadczen poréwnywano chromatogramy, na ktére nanoszono
rowne ilosci zageszczonego moczu, stwierdzono przy tym, ze dodatek
PAS-u wplywa na wzajemny stosunek metabolitow INH, przy czym nie
pojawiajg sie¢ nowe metabolity. Ilustruje to ryc. 1 i ryc. 2.

Ryc. 1. Chromatogram wykazujacy wplyw
PAS-u na wzajemny stosunek metaboli-
tow INH. Chromatogram moczu zwierzat,
ktorym podano INH oraz INH i PAS roz-
wijamy w ukladzie n-butanol nasycony
stezonym amoniakiem wywotany bromo-
cyjanem i benzydyng. Ilo$§¢ naniesionego
moczu w kazdej prébie wynosila 0,2 ml.
Préobki od lewej przedstawiajg: O — mocz
0 7 2 5 4 5 kontrolny od zwierzecia, ktéoremu podano
roztwor soli fizjologicznej (nawodniono);
1i2 — mocz zwierzat nawodnionych, kto-
rym podano INH; 3, 4, 5 — mocz nawod-
nionych zwierzat, ktérym podano oproécz
INH, PAS. Oznaczenia literowe na chro-
matogramie przedstawiajg a — izoniko-
tynoiloglicyna; b — kwas izonikotynowy;
¢ — pochodna acetylowa INH; d — INH;
e — kwas nikotynowy; x — ciemnobra-
zowy barwnik moczu zwierzat, ktore
otrzymatly PAS.
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Chromatogram 1 wykazuje mate ilosci INH, znaczniejsze kwasu izoni-
kotynowego i izonikotynoiloglicyny oraz pochodnej acetylowej INH w mo-
czu szczurdow, ktore.otrzymaly sam INH, w poréwnaniu z moczem zwie-
rzat, ktore procz INH dostaly PAS.

Ryc. 2. Chromatogram wykazujgcy ilosée
wolnego INH w moczu zwierzat, kto-
rym podano sam INH oraz INH ljcz-
nie z PAS-em. Chromatogram moczu
zwierzat, ktorym podano INH oraz INH
i PAS, rechromatografowany dwu-
Krotnie w uktladzie n-butanol nasycony
stezonym amoniakiem, wywolywany
metodg srebrowg. Kazda probka za-
wiera 0, 35 ml moczu. Probki od lewej
przedstawiajg: 1 — mocz zwierzat, kto-
rym nie podawano leku; 2, 3 — mocz
zwierzat, ktore otrzymatly INH 1lacznie
z PAS-em; 4, 5, 6 — mocz zwierzat,
ktore otrzymaly sam INH. Ilos¢ zre-
dukowanego srebra przez metabolit d
(INH) w moczu zwierzat, ktére otrzy-
maly dodatkowe PAS jest znacznie 9 7 3 4

wieksza. : :

Celem uwidocznienia wiekszych ilosci wolnego INH w moczu zwierzat,
ktére otrzymaly INH i PAS w pordéwnaniu z moczem zwierzgt, ktorym
podano sam INH sporzgdzono chromatogram wywotany metodg srebrows,
ktory ilustruje ryc. 2.
~ Ponadto stwierdziliémy w moczu zwierzat, ktére otrzymaty INH oraz
PAS pojawienie sie niewykrywalnego w innych warunkach kwasu niko-
tynowego.

W celu przekonania sie czy w moczu zwierzat otrzymujacych dodat-
kowo PAS nie ma innych metabolitow INH wystepujgcych tam w ilos-
ciach kilkakrotnie mniejszych, chromatografowano zageszczony mocz zwie-
rzat, ktérym podano procz INH PAS. Mocz nanoszono na chromatogram
w ilo$ci trzykrotnie wiekszej niz w przypadku przedstawionym na ryc. 1.
Wyniki przedstawia ryc. 3.

Précz zidentyfikowanych metabolitow INH na chromatogramie tym po-
jawia sie nowa pochodna f, ktéra wystepuje okresowo w moczu SZCZUrow,
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otrzymujgcych sam INH. Pochodnej tej nie udalo sie nam zidentyfi-
kowac.

Uzyskane dotad wyniki wykazujg wyrazng role PAS-u w hamowaniu
wewngtrzustrojowej acetylacji INH. Podobny wplyw udalo sie nam uzy-
ska¢ w przypadku zwierzat, ktérym zamiast PAS-u podawano lgcznie
z INH preparat T-40.

Przed uzyskaniem ostatecznych wynikéw nalezalo przekonaé sie czy
metodyka uzywana dotad, odpowiednia bedzie dla badan nad preparatem
T-40, a mianowicie czy metabolity T-40 w badanym moczu nie dajg bar-

Ryc. 3. Chromatogram moczu zwierzat,
ktore otrzymaty PAS i INH. Ilo$¢ na-
niesionego moczu jest trzykrotnie wie-
ksza niz normalnie. Chromatografia
moczu zwierzat, ktorym procz INH po-
dano PAS. Mocz nanoszono na bibule
w ilosci 0,6 ml na kazdg probke. Chro-
matogram rozwijano w ukladzie n-bu-
tanol nasycony stezonym amoniakiem
rechromatografujgc trzykrotnie. Row-
nolegle rozwijano mocz kontrolny z do-
datkiem INH (d), acetylo — INH (e),
oraz kwasu izonikotynowego (b) Kko-
lumna 1. Kolumny 2, 3, 4, 5, 6, 7T —
przedstawiaja mocz zwierzat otrzymu-
jacych PAS i INH, ale nakroplony
w wiekszych ilo$ciach niz w poprzed-
nich chromatogramach. Wykryto naste-
pujace pochodne INH: a — izonikoty-
noiloglicyne; b — kwas izonikotynowy;
¢ — pochodng acetylowg INH; d —
INH; f — niezidentyfikowana pochodna
INH; w kolumnach doswiadczalnych
od 2 do 7 wida¢ wyraznie ciemny luk e
zidentyfikowany jako kwas nikotynowy.

wnych reakcji z bromocyjanem, aky je ewentualnie odrézni¢ od metabo-
litow INH. Okazalo sie, ze metabolity T-40 nie dajg polgczen barwnych
z bromocyjanem (ryc. 4).

Po ustaleniu metodyki poréwnywano mocz zwierzat, ktorym podano
preparat T-40 tgcznie z INH z moczem zwierzat, ktorym podano sam INH.
Wyniki ilustruje ryc. 5.

Na podstawie ryc. 5 widzimy, ze preparat T-40 podany zwierzeciu lgcz-
nie z INH powcduje podobnie jak PAS zmniejszenie ilosci izonikotyno-
lloglicyny, kwasu izonikotynowego oraz pochodnej acetylowej. Na podsta-
wie innych chromatograméw widzimy, ze iloéci samego INH wykrywa-
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nego w moczu zwierzat otrzymujacych dodatkowo T-40 zwickszaja sie.
Dowodzi to antyacetylujgcego dzialania preparatu T-40.

To wykazane przez nas antyacetylujace dziatanie preparatu T-40 jest
stabsze od analogicznego dziatania PAS-u. Powyzszy wniczek wynika z po-

rownania chromatograméow wywola-
nych metodg srebrowg w modyfika-
cji pozwalajacej na uchwycenie ilosci
w moczu zwierzat, ktére otrzymaty
sam INH. INH Iacznie z preparatem
T-40, oraz INH Igcznie z PAS-em
(ryc. 6) oraz (ryc. 7) wywolana réow-
niez metodg srebrowg pozwalajgca na
uchwycenie tak INH, jak i acetylo-
pochodnej tego zwigzku (pordéwnaj
w przypadku T-40 podanego lgcznie
prace wczesniejszg 8).

Na ryc. 7 wida¢ wyraznie, ze
z INH, mamy o wiele wiecej acety-
lopochodnej niz w przypadku PAS-u,
zas INH znacznie mniej.

Ryc. 4. Chromatogram kontrolny moczu
zwierzecia, ktére otrzymalo tylko prepa-
rat T-40. Chromatogram moczu zwierze- :
cia, ktore otrzymalo sam preparat T-40, / : 2 3 : 4
kolumna 1, i moczu zwierzat, ktére otrzy- .

maty sam INH —- kolumny 2 3, 4. Chro-
matogram rozwijano w ukladzie n-buta-
nol nasycony 3N amoniakiem i rechroma-
tografowano trzykrotnie. U zwierzecia kon-
trolnego nie otrzymywano plam na chro-
matogramie. Stwierdzono wystepowanie
nowej pochodnej INH oznaczonej tu jako g,
o ktérej juz donosiliSmy w pracy wcze-

$niejszej.

OMOWIENIE WYNIKOW

Z doswiadczen niniejszej pracy wynika, ze PAS podobnie, jak prepa.l-
rat T-40 wplywa na wzajemny stosunek metabolitow INH oraz hamuje
acetylacje INH w organizmie szczura silniej niz preparat T-40.
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Nalezy podkresli¢, ze oba preparaty podawano w réwnej ilosci wagowej,
tj. 500 mg/kg zwierzecia. Czgsteczka PAS-u wazy okoto 51°%0 mniej niz
czgsteczka T-40, operowano zatem roéznymi ilosciami molarnymi obu
zwigzkow. Wiemy, ze hamowanie acetylacji przez PAS polega na wsp6t-
zawodnictwie tego zwigzku i INH wobec enzyméw acetylujgcych. Nie-
jasny jest natomiast mechanizm hamowania acetylacji przez preparat T-40,
gdyz nie wykryto acetylopochodnej tego zwigzku.,

Ryc. 5. Wplyw preparatu T-40 na wza-
jemny stosunek metabolitow INH.
Chromatogram moczu zwierzat, Kkto-
rym podano preparat T-40, oraz pre-
parat T-40 lgcznie z INH. Chromato-
gram rozwijano trzykrotnie w uktladzie
n-butanol nasycony stezonym amonia-
kiem. Na kazdg probke nakraplano
0,5 ml stlabo zageszczonego moczu.
Probka 1, 4, 5 — przedstawia metabo-
lity INH zwierzat, ktérym podano do-
datkowo preparat T-40. Probki 2 i 3
przedstawiajg metabolity INH u zwie-
rzat, ktérym podano wylgcznie tylko
ten preparat. Na fotografii nie uwidocz-
niono INH (metabolitu d); oznaczenia
literowe przedstawiajg: a — izonikoty-
noiloglicyna; b — kwas izonikotynowy;
¢ — acetylowa pochodna INH.

Wydaje sie natomiast, ze gra¢ tu moze role metabolit ustrojowy pre-
paratu T-40 — amid kwasu 5-bromosalicylohydroksamowego, oraz ten
amid w polgczeniu z kwasem glukuronowym. Inne metabolity T-40 [6, 7]
wydajg sie nie mie¢ wplywu na hamowanie acetylacji INH.

Hamowanie acetylacji przez 5-bromosalicylamid in vitro obserwowat
Johnson i wsp. (1956) na ekstrakcie watroby golebia. Proces acetylacji INH
hamowany byt przez 5-bromosalicylamid prawie w tym samym stopniu
(52%9) co i przez PAS (49%). Poniewaz ani sam amid ani w polgczeniu
z kwasem glukuronowym nie ulega acetylacji, w procesie hamowania jej
przy lacznym podawaniu T-40 z INH, hamowanie acetylacji INH przez
T-40, zwigzane jest by¢ moze z wplywem posrednim lub bezposrednim
powstalego z przemian T-40 amidu, na koenzym A.

Wydaje sie, ze dla zahamowania acetylacji w ré6wnym stopniu przez oba
preparaty nalezy podac o 50%¢ wiecej preparatu T-40 niz PAS-u w sto-
sunku wagowym.
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Ryc. 6. Ryc. 7.

Ryc. 6. Antyacetylujace dzialanie preparatu T-40. Chromatogram zagegszczonego
moczu dwukrotnie rozwijano w ukladzie n-butanol nasycony 1,5N amoniakiem.
Probki od lewej przedstawiajag mocz nakraplany w ilosciach 0,1 ml kazda, wywo-
lany metodg srebrowa. 1 i 2 — mocz szczura, ktéremu procz INH podano prepa-
rat T-40; 3 — mocz szczura, ktéremu podano INH lacznie z PAS-em; 4, 5 — mocz
szczura, ktéremu podano sam INH; 6 — mocz kontrolny — zwierzecia, ktore nie
otrzymalo zadnego leku; d — przedstawia ilo§¢ wolnego INH w moczu.
Ryc. 7. Antyacetylujgce dzialanie preparatu T-40 wykazane przez uwidocznienie
wolnego INH i jego acetylopochodnej. Chromatogram moczu niezaggsz€zonego roz-
wijany trzykrotnie w ukladzie n-butanol nasycony 3N amoniakiem. Chromatogram
rozwijano metoda srebrowa. Na kazdg probke nanoszono 0,25 ml niezageszczonego
moczu. Prébki przedstawiajg kolejno: 1 — mocz zwierzecia kontrolnego po 4 godz.;
2 — mocz zwierzecia ktére précz INH otrzymalo PAS, zebrany po 2 godz.,; 3 i 4 —
mocz zwierzecia, pobrany po 4 godz., ktére procz INH otrzymalo preparat T-40;
5 — mocz zwierzecia, ktére procz INH otrzymato PAS, pobrany w cztery godziny
od czasu rozpoczecia do$wiadczenia. Na chromatogramie uwidoczniono nastepujgce
metaholity: d — INH; ¢ — acetylowa pochodna INH.
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W przypadku podawania INH lgcznie z PAS-em obserwujemy pojawia-
nie sie w moczu zwierzgt znaczniejszych ilosci kwasu nikotynowego. Kwas
nikotynowy nie jest metabolitem INH i dotychczas nie mozemy wytiu-
maczy¢ jego pojawiania sie w moczu w iloSciach wykrywalnych.

Pani Elzbiecie Baliszewskiej pragniemy podziekowa¢ za pomoc techniczng przy
wykonywaniu niniejszej pracy.

K. Odoitera

BJAUSAHUE TAPA-AMHIHOCAJUIIUJIOBOI W 5-BPOMCAJUIIUJIOBOTHUIIPOKCAMO-
BOII RKHUCJIOTHI HA OBMEH T'UIPA3UIA H30HHUKOTHHOBOU KHCJOTHI ¥ BE-
JBIX KPBIC

Codeporcarue

CpaBHHBanuch xXpomarorpaMMmbl OenblX Kpbic, KoTopble mnoaydanu I'HHEK, T'HHE
¢ MACK, uau 'HHK c¢ npemaparom T-40.

YcranoBiaeHo, 4T0 npenapart T-40 o6xagaer 6onee cra0blM aHTHALETHIMPYOIUM Jeli-
creueM 1o oramomennw kK ['HHK, gem ITACK. O6a npemaparsl B ONHHAKOBOH CTelleHH
n3Mensann BzamMooTHOomenus MerabonutoB 'HHK. Ilocne npumenemna 'MHK m ITACK
B MOYe KpblC O0OHApYKHMBAIM HHUKOTHBIBYK KHCIOTY.

K. Obojska

THE EFFECT OF PARA-AMINOSALICYLIC AND 5-BROMOSALICYLHYDRO-
XAMIC ACIDS ON ISONICOTINIC ACID HYDRAZIDE METABOLISM IN THE
RAT

Summary

White rats were given (a) INH, (b) INH + PAS, and (¢) INH + T-40, and chro-
matograms of their urine were compared.

The anti-acetylizing effect of T-40 with regard to INH was inferior to thar of
PAS. The two preparations modified in a like maner the proportions of INH me-
tabolites. PAS given together with INH caused nicotinic acid to appear in the urine.
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