Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum

Wydziat Farmaceutyczny

i Oddziat Analityki Medycznej

Jolanta Szabla

Hemolityczne dziatanie
eterow alkilowych glikolu etylenowego

- rola ATPaz

Praca doktorska wykonana w Zaktadzie

Biochemii Toksykologicznej



Promotor: prof. dr hab. Andrzej Starek

Krakow 2007



Niniejszym skladam gorqgce podziekowania
promotorowi, Panu prof. dr hab. Andrzejowi Starkowi,
za nieoceniong pomoc,

poswiecony czas i cenne wskazowki,

bez ktorego nie powstataby ta praca

oraz Pani prof. dr hab. Katarzyny Kie¢ — Kononowicz

za synteze kwasow alkoksyoctowych.

Dziekuje rowniez catemu Zespotowi
z Zaktadu Biochemii Toksykologicznej CMUJ

za pomoc w pracy doswiadczalnej.



MezZowi i Rodzicom
za cierpliwos¢ i wyrozumiatosc.



Spis tresci

L A7) o 1
2. Zatozeniaicel pracy........oovvviiiiiiiiiii 22
3. Materiaty imetody.......oovviiiniii i, 24
31.0dezynniKi. ..o e 24
3.1.2 Synteza kwasow alkoksyoctowych (PEAA, BAA, PAA)... 25
3.2 Zwierzeta 1aboratoryjne ......oveeiviiiii i 26
3.3 Przebieg doswiadczenia in Vivo ............cooiiiiiiiiiiiiiii 29
3.3.1 Badania hematologiczne ................ccooeiiiiiiiiiinnnnn... 27

3.4 Ocena wplywu etanolu, pirazolu i metylopirazolu na przebieg

ostrej hemolizy indukowanej przez BE.........................l. 28
3.5 Przebieg doswiadczenia in vitro ................ccooiiiiiiiiiiiiinn.. 29
3.5.1 Izolacja erytrocytow szczurzych 1 ludzkich................... 29

3.5.2 Ocena hemolitycznego dziatania kwaséw
alkoksyoctowych na erytrocyty szczurze i ludzkie .......... 29
3.6 1zolacja bton erytrocytow szczurzych 1 ludzkich do
oznaczania ATPaz ..., 31
3.7 Oznaczanie aktywnosci Na'/K"-ATPazy komercyjnej oraz ATPaz
w cieniach erytrocytéw szczurzych i1 ludzkich
(Na*/K*/Mg**-ATPazy, Na'/K*-ATPazy, Ca>"-ATPazy) .......... 32
3.7.1 Oznaczanie fosforu nieorganicznego .......................... 32
3.7.2 Wptyw odczynnikdéw odbiatczajacych na rozpad ATP...... 34
3.7.3 Zalezno$¢ aktywnosci enzymu od stezenia substratu ....... 36
3.7.4 Zalezno$¢ aktywnosci enzymu od czasu inkubacji .......... 38
3.7.5 Wplyw stezenia biatka cieni erytrocytarnych na
aktywnoSC ATPaz ..o 39



3.7.6 Wplyw kwasow alkoksyoctowych na Na'/K'-ATPaze
komercyjng oraz ATPazy w cieniach erytrocytow
szczurzych i ludzkich (Na*/K*/Mg**-ATPaze,
Na'/K*-ATPaze¢ oraz Ca**-ATPaze) ...............cceevn..

5.2 Etanol, metylopirazol i pirazol jako swoiste odtrutki w ostrym
zatruClu EGAE. ...,
5.3 Hemolityczne dziatanie kwasow alkoksylowych na erytrocyty
szczura i cztowieka in Vitro ...
5.4 Wpltyw AAA na aktywno$¢ komercyjnej Na'/K"-ATPazy ........
5.5 Wpltyw AAA na aktywno$¢ ATPaz w cieniach erytrocytow
szczuraiczlowieka. ...
6. DYSKUSA ..o e
6.1 Hemolityczne dziatanie EGAE in vivo oraz AAA in vitro ........
6.2 Mechanizmy hemolitycznego dziatania EGAE .....................
T WNIOSKIL ..o,
8. SHIESZCZENIC ....vve i
0. SUMMATY ..ottt e e e e

10, PISIMIECNNICEWO ..ottt et e e e e e e e e e



Wykaz skrotow stosowanych w pracy:

AAA — kwasy alkoksyoctowe

ADH — dehydrogenaza alkoholowa

ALDH - dehydrogenaza aldehydowa

ATP — adenozynotrifosforan

BAA — kwas 2-butoksyoctowy

BE — 2-butoksyetanol

CI — przedziat ufnosci

EAA — kwas 2-etoksyoctowy

ECso — efektywne stezenie wywotujace zmiany o 50%
EC,s — efektywne stezenie wywotujace zmiany o 25%
EE — 2-etoksyetanol

EDsy — efektywna dawka wywotlujaca zmiany o 50%
EGAE — etery alkilowe glikolu etylenowego

HGB — hemoglobina catkowita

HGB, — hemoglobina osoczowa

Ht — hematokryt

IPE — 2-1zopropoksyetanol

ICso — stezenie inhibitora wywolujace zmiany o 50%
K, — stata hamowania (inhibicji)

MAA — kwas 2-metoksyoctowy

MALD - aldehyd metoksyoctowy

MCH - $rednia masa hemoglobiny w krwince

MCHC - $rednie stezenie hemoglobiny w 100 ml krwinek
MCYV — érednia objetos$¢ krwinki

ME - 2-metoksyetanol

MP — 4-metylopirazol

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy
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PAA — kwas 2-propoksyoctowy
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PCA — kwas nadchlorowy
PEAA — kwas 2-pentoksyoctowy
PhE — 2-fenoksyetanol

PY — pirazol

RBC - liczba erytrocytow

Ret — liczba retikulocytow

ROS — reaktywne formy tlenu
TCA — kwas trichlorooctowy



1, WSTEP

1.1 Wiasciwosci fizykochemiczne i zastosowanie eterow
alkilowych glikolu etylenowego.

Etery alkilowe glikolu etylenowego (EGAE) sa bezbarwnymi cieczami
o charakterystycznym ‘lagodnym zapachu aromatycznym. EGAE
otrzymywane s3 w reakcji tlenku etylenu z odpowiednimi alkoholami
oraz poprzez bezposrednig alkilacje glikolu etylenowego (Morrison,
1986).

EGAE 1acza cechy alkoholi i eteréw tj. hydrofilowos¢ 1 lipofilowos¢.
O ile 2-metoksyetanol (ME) 1 2-etoksyetanol (EE) sa zwigzkami
hydrofilowymi, to 2-izopropoksyetanol (IPE) i 2-butoksyetanol (BE)
wykazuja przewage wlasciwosci lipofilowych. Ogoélny wzér tych

zwiazkow przedstawiono na ryc. 1.

R-0-CH; -CH; - OH
Gdzie R:

CH; - metyl

CH3 - CHz - etyl
H:;C

- CH - izopropyl

H;C
CH3 - CHz - CHz - CHz - b'lltYl

Ryc. 1. Ogolny wzor eterow alkilowych glikolu etylenowego.
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EGAE s3 zwigzkami, ktorych masy czasteczkowe, gestosci,
temperatury wrzenia oraz wspotczynniki podziatu n—oktanol/woda rosng
wraz z liczbg atomow wegla w czasteczce, podczas gdy preznosci par
malejg (Morrison, 1986; Patty, 1994).
Wilasciwosci  fizykochemiczne wyzej wymienionych EGAE

przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wlasciwosci fizykochemiczne eterow alkilowych glikolu

etylenowego.

Nrwg CAS| Masa gestos¢ | temp. | preznosc
czastecz-  (g/cm?®) | wrzenia par
kowa (°O) (hPa)

109-86-4 76,1 0,962 124,2 9,7

110-80-5 90,1 0,926 135,0

2807-30-9 | 104,15 0,909 | 150-152

111-76-2 118,17 0,898 170,8

EGAE s3 szeroko stosowane w przemysle jako rozpuszczalniki farb,
lakierow, pestycydow, zywic naturalnych 1 syntetycznych, jako
komponenty preparatow do czyszczenia na sucho szkla, przedmiotow
metalowych 1 skory syntetycznej, Srodki poslizgowe dodawane do
wyrobow tekstylnych oraz sktadniki insektycydow 1 herbicydoéw. Zwigzki
te stuza takze do produkcji pigmentdéw, atramentéw, tuszow, kosmetykow
samochodowych 1 ptynéw hydraulicznych (Smith, 1984; ACC, 2000; The
Merck, 2001).

Na poczatku lat 80-tych ubiegtego stulecia stwierdzono, ze ME 1 EE sg

substancjami szkodliwymi dla zdrowia cztowieka, co spowodowato
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zmian¢ profilu ich produkcji i stosowania. Wynikiem tego byl spadek
rocznego zuzycia ME ze 140 tys. ton w latach 70-tych do 40 tys. ton w
roku 2000 oraz EE z 90 tys. ton w latach 70-tych do 12 tys. ton w roku
2000. Obecnie ME 1 EE nie sg stosowane w preparatach chemii
gospodarczej, natomiast nadal sg stosowane w przemysle, gdzie narazenie
podlega kontroli.

Z drugiej strony nastgpit wzrost zuzycia BE ze 145 tys. ton w latach
70-tych do 175 tys. ton w roku 2002 (Kettenis, 2005; Boatman, 2005).
Wielkos¢ produkceji samego BE w Unii Europejskiej przekracza 1000 ton
rocznie (SCOEL, 2005). W Polsce ponad 1000 pracownikow
zatrudnionych w 5 zaktadach przemystu farb 1 lakieréw narazonych jest
na BE w zakresie niskich stezef, tj. 0 — 6,9 mg/m®> (Wesolowski i
Gromiec, 1997).

Obok narazenia zawodowego na EGAE wystepuje rowniez narazenie
pozazawodowe zwigzane z ich szerokim stosowaniem w gospodarstwie
domowym (Morrison, 1986; Patty, 1994; Smith, 1984). Obecnie, jak
podaje Consumer Products Safety Commission, z posrod 740 produktow
przeznaczonych do uzytku domowego ponad potowa zawiera BE
(USCPSC, 2005).

EGAE, a zwlaszcza BE, stosowane sg jako substytuty glikolu
etylenowego, otrzymane przez modyfikacje jego czasteczki. Modyfikacja
ta polega na zablokowaniu jednej z grup hydroksylowych za pomoca
grupy alkilowej lub arylowej, natomiast pozostawienie drugiego
hydroksylu w postaci wolnej lub zestryfikowane; kwasem octowym.
Modyfikacje te wyraznie ostabiajg toksycznos$¢ glikolu etylenowego
przez utrudnienie tworzenia si¢ kwasu szczawiowego, jako gldéwnego
metabolitu odpowiedzialnego za kwasice metaboliczng i inne zmiany

patologiczne w organizmie.
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Powszechna dostgpno$¢ EGAE stwarza ryzyko narazenia ludzi na ich
dziatanie. W kazuistyce ostrych zatru¢ coraz czesciej odnotowuje si¢
zatrucia spowodowane przypadkowym lub celowym wypiciem ptyndéw
zawierajacych EGAE. W duzej mierze dotycza one 0sob dorostych oraz
dzieci miedzy 5 a 6 rokiem zycia. Objawy zatrucia 19 — letniego
mezczyzny, ktory wypit ok. 360 ml Srodka do czyszczenia okien
zawierajacego 22% BE, przedstawia tabela 2.

Tabela 2. Objawy zatrucia ostrego wystepujace po spozyciu BE
(Vincent i wsp., 1993).

Uktad 1 narzad krytyczny Obserwowane objawy zatrucia

osrodkowy uktad nerwowy objawy encefalopati, sennos¢

uktad oddechowy hipowentylacja

uktad krazenia zwolnienie akcji serca, spadek
ci$nienia tetniczego

krew obwodowa Ht <24%, liczba ptytek krwi <
88*103/ul —po 96 h

watroba ALT 134 U/L, AspAT 60 U/L —po
24 h

nerki hematuria po 24 h, krwinki
czerwone >10 w polu widzenia

Zmiany hematologiczne obserwowane u 4 innych pacjentow, ktorzy
celowo wypili preparaty zawierajace BE przedstawia tabela 3.
Dodatkowo u wszystkich pacjentow wystgpita $pigczka 1 kwasica
metaboliczna (Rambourg — Schepens 1 wsp., 1988; Gijsenbergh i wsp.,

1989; Litovitz 1 wsp., 1990; Bauer i wsp., 1992).



5
Tabela 3. Objawy zatrucia wystepujace po wypiciu BE.

Wiek | Stezenie |Inne objawy zatrucia Pi$miennictwo
pacjenta| HGB

(g/d)

hgnoglobinuria, Rambourg- Schepens 1
9.7 niewydolno$¢ nerek wsp., 1988

8,9 hematuria Gijsenbergh i wsp.,

1989

zespOt wykrzepiania |1 jtovitz i wsp., 1991
wewnatrznaczynio-

wego,

niewydolnos¢ nerek

niedokrwistosc, Bauer i wsp., 1992
trombocytopenia

K — kobieta; M — mezczyzna

Odnotowano réwniez dwa przypadki ostrego zatrucia po przypadkowym
wypiciu ok. 100 ml preparatu zawierajacego ME. Objawami klinicznymi
zatrucia bylo: ogolne ostabienie, bole glowy, uposledzenie koncentracji
uwagi 1 nudnosci. Objawy te ustapity po 8-18 godz. od wypicia preparatu.
Badania laboratoryjne wykazaty kwasice metaboliczng, a w moczu wzrost
szczawianoOw. Po uptywie 3-4 tygodni leczenia nie stwierdzono zadnych
nastepstw tego zatrucia (Nitter-Hauge, 1970).

Réwniez EE byt przyczyng ostrych zatru¢ u ludzi. Po wypiciu 40 ml
srodka zawierajgcego ten eter wystapily zawroty glowy 1 krotka utrata
swiadomosci. Ponadto, stwierdzono ogdlne zasinienie gléwnie twarzy i
zapach acetonu w powietrzu wydechowym. Zmiany te cofaly si¢ catkowicie

po 44 dniach od zatrucia (Bingham 1 wsp., 2001)
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1.2 Metabolizm eteréw alkilowych glikolu etylenowego.

Ciekte EGAE wchtaniane sg do organizmu z przewodu pokarmowego
1 przez nieuszkodzong skore, a ich pary w drogach oddechowych, a takze
przez skorg (Ghanayem i1 wsp., 1987; Johanson, 1986). Uwaza si¢, ze
skora stanowi gtowng droge wchtaniania tych eterow. U os6b narazonych
na pary EGAE, wchlanianie przez skor¢ oszacowano na poziomie 55%
ME, 42% EE oraz 15-27 %BE w stosunku do ich st¢zeh w powietrzu
przyjetych za 100% (Carpenter 1 wsp., 1956; Corley i wsp., 1997; Kezic i
wsp., 1997a). Wyniki te zostaly potwierdzone szybkoscig wchtaniania
EGAE przez skore ludzkag w warunkach in vitro, ktéora maleje wraz ze
wzrostem dtugosci tancucha weglowego grupy alkoksylowej. Szybkosci
te wynosity 2,82, 0,8 i 0,2 mg/cm?/godz. odpowiednio dla ME, EE i BE
(Rowe 1 wsp., 1994; Kezic 1 wsp., 1997b,).

Okoto 25 — 60% wchlonigte; do organizmu dawki EGAE jest utleniane
do odpowiednich aldehydéw, a nastepnie do kwasoéw alkoksyoctowych
(AAA) przy udziale kolejno cytozolowej dehydrogenazy alkoholowe;j
(ADH) 1 mitochondrialnej dehydrogenazy aldehydowej (ALDH)
(Ghanayem 1 wsp., 1987; Wilkin 1 Stewart, 1987). Za pomoca techniki
elektroforetcznej; wykryto 3 klasy izoenzymoéw ADH rdznigce si¢
swoistoscig substratowg 1 narzagdowa. ADH-1 wystepuje przede wszystkim
w zoladku, ptucach 1 tkankach oka. ADH-2 wykryto w tych samych
narzadach co ADH-1 i watrobie, natomiast ADH-3 stwierdzono gtownie w
watrobie (Julia 1 wsp., 1987). Aasmoe 1 wsp. (1997) wykazali, ze tylko
ADH-3 odgrywa istotng rolg¢ w metabolizmie EGAE. ADH-2 metabolizuje
jedynie srednio- 1 dlugotancuchowe alkohole.

EE, BE 1 2-fenoksyetanol (PhE) sg metabolizowane in vitro przez
preparaty cytozolowe hepatocytow 1 skory zawierajace zarbwno ADH jak

i1 ALDH (Lockley i wsp., 2005). Cytozol hepatocytéw metabolizuje


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=3559273&query_hl=23&itool=pubmed_DocSum
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preferencyjnie etanol, a nie dtugotancuchowe EGAE. Z drugiej strony
preparaty cytozolowe skory preferencyjnie metabolizujg etery glikolowe.
Stwierdzono, ze za utlenianie EGAE odpowiedzialne sg glownie
izoformy ADH-3 i ALDH-1 dehydrogenaz. Wielokrotne narazenie na
EGAE prowadzi do indukcji tych enzymoéw. O ile utlenianie alkoholi
przy udziale ADH przez cytozol watroby szczura byto najwydajniejsze w
przypadku etanolu, a nastgpniec EE 1 BE, to w przypadku frakcji
cytozolowej skory szczura kolejno$¢ byta odwrotna (BE > EE > etanol)
(Lockley 1 wsp., 2005).

Chociaz skora zawiera enzymy zdolne do metabolizowania EGAE,
ktore sg zlokalizowane w warstwie podstawnej naskorka (Coomes 1 wsp.,
1983), to fizykochemiczne wilasciwosci tych zwigzkow, powoduja ich
szybkie wchtanianie do glebszych warstw skory i1 wyrazny spadek ich
metabolizmu w skorze podczas wchtaniania tg droga (Lockley i wsp.,
2002). Tak wiec, watroba jest gtownym narzadem metabolizujagcym
EGAE.

Ponadto, szybkos$¢ utleniania EGAE przez ADH-3 do odpowiednich
AAA ro$nie wraz ze wzrostem dlugos$ci fancucha alkilowego od ME do
BE (Medinsky 1 wsp., 1990). Szybko$¢ tego procesu wzrasta rowniez
wraz ze wzrostem dawki ME 1 EE. Natomiast w przypadku BE dochodzi
do spadku ilosci kwasu butoksyoctowego (BAA) wraz ze wzrostem
dawki BE w wyniku wysycenia procesu metabolicznego. Wyniki te
znajduja potwierdzenie w badaniach Aasmoe 1 wsp. (1998) nad kinetyka
reakcji metabolicznych EGAE z udziatem ADH. Autorzy ci wykazali, ze
stala substratowa (K,,) dla BE (0,27 = 0,11 mM) jest okoto 10 razy nizsza
niz dla ME (3,61 = 1,13 mM) 1 EE (2,23 £ 0,56 mM), podczas, gdy Vmax
jest prawie takie samo (7£2 mmol NADH/min/mg biatka). Dlatego przy
identycznych st¢zeniach EGAE biotransformacja BE do BAA jest

znacznie wydajniejsza niz pozostatych eterow. Niskie wartosci K, w
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przypadku BE wskazuja, 1z reakcja z udzialem ADH bedzie wysycona
przy nizszym stezeniu tego zwigzku w poréwnaniu ze st¢zeniami ME 1
EE.

Omawiane procesy metaboliczne EGAE zachodza glownie w
hepatocytach i skorze, komorkach nabtonka gornych drog oddechowych 1
nablonka plemnikotworczego, a powstajace AAA s3 wydalane przez
nerki, na ogdt w postaci koniugatow z glutaming 1 glicyng (u czlowieka
67%) (Morel i wsp., 1996; Corley 1 wsp., 1997).

Ponadto, po rozszczepieniu wigzania eterowego, kwas octowy ulega
katabolizmowi do CO; (8 — 10%) (Corley 1 wsp., 1997).

Alternatywnym torem metabolicznym wzglgdem procesu utleniania
EGAE jest sprzgganie zwigzkow macierzystych z kwasem glikuronowym
1 siarkowym, a nastgpnie wydalanie ich przez nerki (Ghanayem 1 wsp.,
1987). Jest to glowna przemiana tych zwigzkow w przypadku
zablokowania ADH za pomoca pirazolu, jako inhibitora tego enzymu
(Ghanayem 1 wsp., 1987; Medinsky i wsp., 1990).

Ponadto, przy udziale mikrosomalnej monooksygenazy, zaleznej od
cytochromu Puso (CYP), etery te moga ulega¢ O-dealkilacji do glikolu
etylenowego (wydajnos¢ tego procesu 10% - 21% dawki), ktéry jest
utleniany poprzez glioksal, kwas glikolowy 1 szczawiowy do CO,. Stad
tez w obrazie klinicznym zatrucia EGAE, a zwlaszcza ME i EE,
pojawiaja si¢ objawy kwasicy metabolicznej (Medinsky 1 wsp., 1990;
Shyr 1 wsp., 1993).

Ilosci powstajacego glikolu etylenowego i glukuronidu BE zalezg
od rodzaju eteru, drogi narazenia 1 wielko$ci narazenia. W przypadku
ME, EE 1 BE ilosci generowanego glikolu etylenowego wynosily
odpowiednio: 21%, 18% i1 10% podanej dawki, co wskazuje, ze wraz z
wydtuzaniem si¢ tancucha alkilowego w eterze wydajnos¢ tego procesu

maleje (Green 1 wsp., 1989; Medinsky i wsp., 1990).



(2) R-0-CH,~ CH,~ 0 -G (SO:H)

I sprzeganie

(1) R-0-CH:~CH,-OH _mro, HO - CHy—CH;—OH

o e

O
R—O—CHz—C<

H

O
@ R-0-CH,-C <
OH
dekarboksylacja

CO,

@ eter alkilowy glikolu etylenowego
@ glukuronian lub siarczan eteru alkilowego glikolu etylenowego

@ glikol etylenowy
aldehyd alkoksyoctowy

@ kwas alkoksyoctowy

Ryc. 2. Tory metaboliczne EGAE (Morel i wsp., 1996; Corley i wsp.,
2005).
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W przypadku wchtaniania drogg inhalacyjng i pokarmowa wydajnos¢
przemiany BE do glikolu etylenowego jest wicksza od wydajnosci
sprzegania z kwasem glukuronowym. W przypadku drogi skornej
proporcje te sg odwrocone (Medinsky 1 wsp., 1990; Shyr 1 wsp., 1993).

Metabolitem EGAE jest rowniez CO, powstajacy glownie z kwasu
szczawiowego. Wydajnos¢ przemiany EGAE do tego zwigzku wynosi
10-30%, 20% 1 8-10% odpowiednio w przypadku ME, EE i1 BE, co
wydaje si¢ potwierdzaé, ze gtownym zrodtem CO, jest kwas szczawiowy
(Medinsky 1 wsp., 1990).

Ostatnio odkryto beztlenowa droge metaboliczng BE. Polega ona na
sprzeganiu tego zwigzku z kwasami ttuszczowymi o dtugich tancuchach
weglowych przy udziale odpowiedniej syntazy. Biologiczna rola tej
przemiany nie jest znana (Kaphalia 1 wsp., 1996).

EGAE 1 ich metabolity sa wydalane z moczem, powietrzem
wydechowym 1 zotcig. Na przyklad u cztowieka stezenie BE szybko
spada we wszystkich kompartymentach w wyniku procesu eliminacji
(metabolizm 1 wydalanie), co wskazuje na brak kumulacji tego zwigzku.
Znajduje to potwierdzenie w wartosciach takich parametrow
farmakokinetycznych BE jak biologiczny okres poéitrwania (ti2), klirens 1
objetos¢ dystrybucji. Ich warto$ci wynoszg odpowiedni: 40 minut, 1.21
I/min 1 54 1. Ilo§¢ niezmienionego BE w moczu nie przekracza 0,03%
podanej dawki, natomiast 1los¢ BAA odpowiada 17 — 55% podanej dawki
tego zwiazku (Johanson, 1986).

U szczurow Sprague-Dawley narazonych inhalacyjnie na BE o
stezeniu 100 lub 500 mg/m? przez 1 — 12 dni, stwierdzono, ze catkowity
klirens ustrojowy tego zwigzku wynosit §rednio 2.6 1/h za$ klirens
nerkowy BAA 0,53 1/h, co stanowi okoto 15% nerkowego przeptywu
krwi (Johnson, 1994). W innym do$swiadczeniu myszy 1 szczury narazano

na BE droga oddechowg w zakresie stezen 0 — 1250 mg/m® przez okres
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18 miesigcy. Obserwowano szybszg eliminacja zwigzku macierzystego i
BAA u myszy niz u szczurow. Szybko$¢ eliminacji BE rosta z wielkos$cig
narazenia, natomiast malata szybkos$¢ wydalania BAA. Samice szczurow
znacznie wolniej eliminowalty BAA z krwi niz samce. Szybko$¢
eliminacji BE i BAA malala z czasem trwania narazenia 1 z wiekiem
zwierzat tak w przypadku myszy jak 1 szczuréw (Dill 1 wsp., 1998).
Ponadto, t;» kwasu metoksyoctowego (MAA) w osoczu krwi szczurow
samcow byt dtuzszy (13,2 £ 0,4 godz.) niz kwasu etoksyoctowego (EAA)
(9,4 £ 3,7 godz). Réwniez catkowity klirens ustrojowy MAA byt nizszy
od klirensu EAA (Aasmoe 1 wsp., 1997). T, MAA w moczu ludzi jest
bardzo dlugi i wynosi 77,1 godz. U pracownikéw narazonych na ME na
statym poziomie 13,5 mg/m? przez 6 kolejnych dni, po jednym tygodniu
przerwy w narazeniu, stezenie MAA w moczu istotnie wzrosto z 10,6
mg/g kreatyniny (poniedziatek przed rozpoczeciem pracy) do 45,6 mg/g
kreatyniny (sobota po pracy) (Shih i wsp., 2001). Dane te wskazuja, ze
MAA jest kumulowany w organizmie, przeciwnie do BAA. Z drugiej
strony Ghanayem 1 wsp. (1987) wykazali brak jakosciowych 1
ilosciowych zmian w eliminacji BE u szczurow w warunkach
powtarzanego narazenia kilkudniowego w porownaniu do zwierzat

otrzymujacych ten zwigzek w dawce jednorazowe;.

1.3 Toksycznos¢ ostra EGAE.

Uktadami krytycznymi w ostrym 1 przewlektym zatruciu EGAE sg
uktad nerwowy, uktad rozrodczy, szpik kostny, krew obwodowa i nerki.

Objawami ostrego zatrucia EGAE jest podraznienie bton §luzowych
gérmych drog oddechowych 1 oczu oraz depresja osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN) (Dodd i1 wsp., 1983; Corley, 1997). W przypadku ME

dochodzi do uszkodzenia nablonka plemnikotworczego jader (Ku 1 wsp.,



12
1994). O ile dziatanie draznigce 1 zmiany ze strony OUN sg wywolane
przez zwigzki macierzyste, to zaburzenia w pozostatych uktadach 1
narzadach s3 wynikiem toksycznego dziatania metabolitow EGAE
(Carpenter 1 wsp., 1956; Ghanayem, 1989; Ghanayem 1 Sullivan, 1993).

Toksycznos$¢ ostra EGAE, oprocz uposledzonej koordynacji ruchowej i
depresji OUN, manifestuje si¢ wewnatrznaczyniowg hemolizg prowadzaca
do redukecji liczby erytrocytow, spadku hematokrytu, wzrostu S$redniej
objetosci krwinek oraz spadku stezenia hemoglobiny we krwi i wzrostu jej
stezenia w surowicy. Zmiany te osiggaja warto$ci maksymalne pomiedzy 6
1 24 godz. po podaniu lub pobraniu EGAE. W podzniejszym czasie
dochodzi do wzrostu liczby retikulocytéw, co wskazuje na wzmozong
odnowe komorek szeregu erytrocytarnego w szpiku (Bartnik 1 wsp., 1987;
Ghanayem 1 wsp., 2001; Koshkaryev 1 wsp., 2003).

Wigkszo$¢ obrzmiatych i1 uszkodzonych erytrocytow jest usuwana z
uktadu krazenia przez Sledziong, co manifestuje si¢ wzrostem wzglednej
masy tego narzadu (Ghanayem 1 wsp., 1987; Dill i wsp., 1998).

Wyzej wymienione zmiany hematologiczne sg wynikiem m.in. zaburzen
reologicznych erytrocytow tj. wzrostu ich sztywnos$ci 1 uposledzonej
zdolno$ci do odksztatcania si¢ (Udden, 2000). Zmiany te sa jednym z
czynnikow prowadzacych do hemolizy, rozsianej zakrzepicy w ptucach,
siatkowce, watrobie, sercu, $ledzionie, kosciach 1 zgbach (Ghanayem i
wsp., 2001; Ezov 1 wsp., 2002). Dochodzi réwniez do uszkodzenia nerek,
jako powiktania wtérnego, w wyniku niedroznosci kanalikoéw nerkowych
spowodowanej zlogami hemoglobinowymi. Pojawiaja si¢ bowiem zlogi
hemosyderyny i wateczki hemoglobinowe w §wietle kanalikow nerkowych,
a z czasem moze dojs¢ do ciezkiego uszkodzenia nerek w wyniku martwicy
komorek nabtonka kanalikowego (Tyler, 1984, Ghanayem 1 wsp., 1987;
Ghanayem 1 Salliwan, 1993; Burkhart i Donovan, 1998).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Burkhart+KK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Donovan+JW%22%5BAuthor%5D
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Podczas sekcji zwierzat, ktorym podano IPE lub BE w dawkach
letalnych obserwowano wybroczyny krwawe w plucach, ciemng 1
powigkszong S$ledzione (przekrwienie bierne), przekrwienie watroby i
uszkodzenie nerek ($§rodmigzszowe zapalenie nerek, waleczki szkliste,
obecno$¢ hemoglobiny w kanalikach nerkowych) oraz ci¢zka
hemoglobinuri¢ (Tanii 1 wsp., 1992; Nyska i wsp., 1999).

Ostra ekspozycja inhalacyjna myszy i1 szczurow na pary BE o st¢zeniu
500-975 mg/m’ prowadzita do zaburzeh oddechowych (spadek czestosci
akcji oddechowej) prawdopodobnie w wyniku kwasicy metabolicznej
(Rowe 1 wsp., 1994).

W tabeli 4 1 5 podano warto$ci medialnych dawek $miertelnych (LDs)
dla ME, EE, IPE 1 BE u réznych gatunkéw zwierzat (Carpenter 1 wsp.,
1956; Smyth, 1969; Dodd i wsp., 1983; Tanii i wsp., 1992; Rowe i wsp.,
1994; RTECS, 2001).

Tabela 4. Wartosci medialnych dawek Smiertelnych dla ME.

Droga podania Gatunek zwierzat | LDso (mg/kg m.c.) Pismiennictwo

2-Metoksyetanol

myszy 3900 Carpenter, 1956

szczury 2300 Carpenter, 1956

kroliki 890 Carpenter, 1956

kroliki 1290 Carpenter, 1956

myszy 4600 (7 godz.) Carpenter, 1956
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Tabela 5. Wartosci medialnych dawek Smiertelnych dla EE, IPE i BE.

Droga podania

Gatunek zwierzat

LDso (mg/kg m.c.)

Pismiennictwo

2-Etoksyetanol

myszy

2450

Rowe, 1994

szczury

3530

Rowe, 1994

kroliki

3100

Rowe, 1994

kroliki

3100

Rowe, 1994

inhalacyjna

myszy

6700 (7 godz.)

Rowe, 1994

2-1zopropoksyetanol

dozotadkowa

szczury

500 — 1000

Tanii i wsp., 1992

myszy

4900

RTECS, 2001

myszy (samce)

2000

szczury

3100 (4 godz.)

myszy

8203 (7godz.)

RTECS, 2001

dootrzewnowa

szczury

800

RTECS, 2001

myszy

1860

RTECS, 2001

kroliki

1444

Smyth, 1969

2-Butoksyetanol

dozotadkowa

szczury

530 —-3000

Carpenter, 1956

kroliki

350

Carpenter, 1956

inhalacyjna

szczury (4 godz.)

450

Dodd, 1983

myszy (7 godz.)

3444

Rowe, 1994

na skore

‘ inhalacyjna

kroliki

400 — 500

Carpenter, 1956

Tanii, 1992
RTECS, 2001

swinki morskie

2000

RTECS, 2001
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1.4 Toksycznos¢ przewlekta EGAE.

Niezaleznie od drogi narazenia, toksyczno$¢ przewlekta EGAE,
manifestuje si¢ spadkiem dynamiki przyrostu masy ciata zwierzat,
wzrostem  wzglednej masy watroby 1 nerek oraz zmianami
hematologicznymi w wyniku zwiekszonej tamliwosci erytrocytow 1 ich
wewnatrznaczyniowe] hemolizy. Wskazuja na to wyniki m.in. dwodch
doswiadczen  przeprowadzonych na  szczurach. W  pierwszym
do$wiadczeniu szczurom podawano w paszy BE w dawkach 1500 lub 7500
mg/kg/dzien przez 13 tygodni. W drugim do$wiadczeniu szczury narazano
na IPE w stezeniach 0, 604, 1874, 3787 mg/m>/dzien przez 4 tygodnie
(Dodd 1 wsp., 1983; Samuels 1 wsp., 1984).

Toksycznos¢ przewlekta EGAE ma istotne znaczenie w warunkach
narazenia zawodowego. Liczni autorzy opisuja przypadki narazenia
zawodowego na EGAE 1 jego skutki. Shih 1 wsp. (2001) u 47
pracownikow zawodowo narazonych na ME o stezeniu 107,1+£23.,4
mg/m’, przez 2,6 lat, obserwowali wyrazne zmiany hematologiczne we
krwi obwodowej wyrazone redukcja liczby erytrocytéw, spadkiem
hematokrytu 1 stezenia hemoglobiny. Czestos¢ wystepowania
niedokrwisto$ci w grupie narazonej (26,1%) byta znamiennie wyzsza niz
w grupie kontrolnej (3,2%). Po standaryzacji wynikow na ple¢, wskaznik
masy ciata (BMI) i czas trwania zatrudnienia liczba erytrocytow ujemnie
korelowala ze stgzeniem ME w powietrzu. Ponadto, liczba erytrocytow,
warto$¢ hematokrytu 1 stezenie hemoglobiny ujemnie korelowaly ze
stezeniami MAA w moczu. Podobne, szkodliwe zmiany obserwowano u
pracownikow drukarni narazonych na ME o stezeniu 190 — 1230 mg/m’
przez 9 — 10 godzin/dzien, 6 dni w tyg. przez kilka miesiecy. Stwierdzono
u nich wyrazne zmiany hematologiczne we krwi obwodowej] w
poréwnaniu z nienarazong grupa kontrolng. Zmiany te manifestowaly si¢

redukcjg liczby erytrocytow, spadkiem hematokrytu 1 st¢zenia
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hemoglobiny we krwi obwodowej. Odsetek oséb narazonych na ME z
objawami  niedokrwistosci  hemolitycznej wynoszacy 42% byt
statystycznie znamiennie wyzszy niz w grupie kontrolnej (3% o0sob).
Zmiany te cofaly si¢ calkowicie gdy narazenie na ME obnizono najpierw
do 8 mg/m?, a nastepnie do 1,7 mg/m? (Shih i wsp., 2003).

W innym badaniu oceniono skutki narazenia na ME i1 EE na uklad
rozrodczy u mezczyzn. W tym celu przebadano nasienie pobrane od 73
osOb zawodowo narazonych na te zwigzki. Pracownicy ci byli narazeni na
ME o stezeniu 0-17,7 mg/m?® i EE o stezeniu 0-80,5 mg/m>. U badanych
mezcezyzn stwierdzono oligospermi¢ 1 azoospermie (Welch 1 wsp., 1988).
Podobne badania przeprowadzono w grupie 37 me¢zczyzn narazonych na
EE w zakresie stezen do 84 mg/m>. U 0sdb narazonych, w poréwnaniu z
grupg kontrolng (39 os6b) wykazano wyrazne rdznice w jakos$ci nasienia
wyrazone redukcjg liczby plemnikéw oraz obecnoscig plemnikow o
nieprawidtowych ksztaltach (Ratcliffe 1 wsp., 1989).

U kobiet przewlekle narazonych na niskie st¢zenia BE w fabryce
opakowan na napoje stwierdzono istotny wzrost hematokrytu 1 sredniego
stezenia hemoglobiny w krwinkach (MCHC), natomiast nie wykazano
zmian w innych wskaznikach hematologicznych w poréwnaniu z grupg

kontrolng (Haufroid 1 wsp., 1997).

1.5 Odlegte skutki dziatania EGAE (dziatanie genotoksyczne,

gonadotoksyczne, embrio - i fetotoksyczne oraz teratogenne).

Genotoksyczno$¢ EGAE oraz ich metabolitow nie jest do konca
zbadana. Chiewchanwit 1 Au (1994) wykazali, ze aldehyd metoksyoctowy
(MALD), metabolit ME, w st¢zeniu 10 — 40 mM/l podczas 48 godzinnej
inkubacji lub w stezeniach 0,05 — 2,5 mM/l w 24 godzinnej inkubacji
indukowat wymian¢ chromatyd siostrzanych w limfocytach ludzkich. ME
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w tym samym modelu doswiadczalnym nie powodowal aberracji
chromosomalnych. Hoflack 1 wsp. (1995) poréwnali genotoksycznos$é
EGAE w tescie Amesa u Salmonella typhimurium TA 97a, TA98, TA100,
TA102 w obecnosci lub bez frakcji S9. W doswiadczeniu uzyto ME, EE,
BE oraz ich metabolity w stezeniu do 10 mg/ptytke. Wszystkie badane
zwigzki daty negatywny wynik z TA98, TA 100, TA102 w obecnosci lub
bez frakcji S9. Jedynie BE 1 MALD w najwyzszych st¢zeniach (.
odpowiednio 2,2 mg/plytke 1 2,5 mg/ptytke) wykazaty niewielki mutagenny
potencjal u TA 97a.

W badaniach nad genotoksycznym dzialaniem BE nie obserwowano
mutacji oraz wymiany chromatyd siostrzanych w komorkach jajnika
chomika chinskiego (CHO) przy stezeniach do 0,25% podczas 2
godzinnego narazenia w obecno$ci uktadu aktywujacego jak roéwniez w
doswiadczeniu 5 godzinnym bez udziatu tego uktadu (Mc Gregor, 1984). U
szczurow, ktorym podawano BE dozotadkowo w jednorazowej dawce 120
mg/kg oraz u transgenicznych myszy nosicieli onkogenu v—Ha-ras, ktore
otrzymywatly ten zwigzek podskornie codziennie, przez 2 tygodnie w
tacznej dawce 1500 mg/kg, nie stwierdzono podwyzszonego stgzenia
adduktow DNA 1 S5-metylodeoksycytozyny, nasilonej metylacji
protoonkogenOw ras oraz wzrostu czestosci wystepowania nowotworow w
porownaniu z grupa kontrolng po 120 dniach od zakonczenia narazenia
(Keith 1 wsp., 1996). Réwniez IPE nie wykazywat dziatania mutagennego
w testach mutacji powrotnych u bakterii Salmonella typhimurium (TA98,
TA100, TA1535, TA1537) 1 Escherichia coli WP2 uvrA zaréwno bez
udziatu, jak 1 z udziatem uktadu aktywujacego metabolicznie (Wagner,
1996).

Na podstawie przytoczonych danych mozna stwierdzi¢, ze przebadane

EGAE nie posiadajg wtasciwosci genotoksycznych.
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O toksycznosci EGAE decyduja glownie ich metabolity t;.
odpowiednie kwasy alkoksyoctowe. Foster i wsp. (1987) wykazali, ze
MAA w dawkach 138-695 mg/kg/dzien oraz EAA w zakresie dawek
151-754 mg/kg/dzien powodowaty znaczng redukcje spermatocytow w
fazie pachytenu, nie wptywajac na komorki rozrodcze w innych fazach
mejotycznego podziatu. W tym samym do$wiadczeniu stwierdzono, iz
BAA jedynie w najwyzszej zastosowanej dawce tj. 877 mg/kg/dzien
powodowat niewielki spadek liczby spermatocytow (nie podano ich fazy
podziatu), co odzwierciedla jego stabe 1 niespecyficzne dziatanie
cytotoksyczne. Uzyskane wyniki byly zbiezne z wynikami Ghanayem’a i
Chapin’a (1990), ktérzy podajac ME samcom szczura w dawce 200 mg/kg
wykazali, iz spermatocyty w fazie pachytenu sg najbardzie; wrazliwe na
toksyczne dziatanie tego eteru.

W innym badaniu, gdy myszy Swiss CD-1 otrzymywaty w wodzie do
picia BE w dawkach 0, 720, 1350 lub 2100 mg/kg/dzien przez 7 kolejnych
dni u samcoOw nie obserwowano zmian masy jader 1 najadrzy oraz
ruchliwosci plemnikow (Heindel 1 wsp,, 1990). Rowniez Doe (1984) oraz
Samuels 1 wsp., (1984) nie stwierdzili zadnych zmian makroskopowych i
histopatologicznych w jadrach szczur6w narazonych na IPE w stezeniach
1275 i 4250 mg/m*® przez 6 godz/dzieh przez 2 tygodnie ani po
jednorazowym narazeniu na wysokie stezenie (14875 mg/m’) tego
zwigzku. Na podstawie tych badan stwierdzono, ze sita dziatania
gonadotoksycznego EGAE maleje wraz ze wzrostem dtugosci tancucha
weglowego grupy alkoksylowe;.

EGAE oceniano rowniez pod wzgledem dzialania embriotoksycznego,
fetotoksycznego 1 teratogennego. Cigzarne szczury F344 1 biate kroliki
nowozelandzkie eksponowano na pary BE o stezeniu 0, 125, 250, 500 lub
1000 mg/m> przez 6 godzin dziennie, pomiedzy 6-15 (szczury) lub 6-18

dniem cigzy (kroliki) tj. w okresie organogenezy. U samic eksponowanych
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na BE o stezeniu 500 i 1000 mg/m® i u ich potomstwa wystapity objawy
dziatania toksycznego 1 embriotoksycznego (wzrost liczby resorpcii,
spadek liczby zywych implantacji w miocie) oraz fetotoksycznego
(opoznienie kostnienia szkieletu). Natomiast nie obserwowano wad
wrodzonych u potomstwa w Zadnej grupie zwierzat. BE przy nizszych
stezeniach tj. 125 i 250 mg/m’ nie wywieral dziatania toksycznego na
organizmy matek 1 ich potomstwa. U krolikow narazonych na najwyzsze
stezenie BE (1000 mg/m?) wystgpity objawy toksyczno$ci matczynej
($mier¢ samic, poronienia, spadek masy ciata i masy macicy lacznie z
ptodami) oraz embriotoksycznosci (redukcja liczby implantacji ogotem 1
zywych implantacji w miocie) (Tyl 1 wsp., 1984). W innym doswiadczeniu,
szczury samice szczepu Sprague — Dawley narazano drogg oddechowa na
IPE o stezeniu 0, 425, 1275 i 2550 mg/m? przez 10 kolejnych dni (od 6 do
15 dnia cigzy). Przy najwyzszym stezeniu (2550mg/m?®) stwierdzono istotne
obnizenie masy ciata matek oraz spadek liczby implantacji w przeliczeniu
na miot (Tyl, 1997). Powyzsze badania wskazuja, ze EGAE wywieraja
dziatanie embriotoksyczne 1 fetotoksyczne.

Dostepne pismiennictwo nie zawiera danych na temat rakotworczego
dzialania EGAE u ludzi. Istniejg jedynie nieliczne dane na temat
rakotworczego dzialania BE u zwierzat. Podprzewlekle narazenie na BE
powoduje wzrost ryzyka raka watroby u gryzoni (Krasavage, 1986; Dill
1998). Zasugerowano, ze dzialanie to jest wtornym efektem wywolanym
przez ten zwigzek. W wyniku wewnatrznaczyniowej hemolizy dochodzi do
uwalniania zelaza 1 odkladania go w postaci hemosyderyny w komorkach
Borowicza-Kupffera (Dill, 1998). W nastepstwie przetadowania tych
komorek zelazem dochodzi do nasilenia reakcji Fentona i Haber-Weissa
generujacych reaktywne formy tlenu (ROS) w tym — rodnika
hydroksylowego. Rodniki te przy niedostatecznej podazy antyoksydantow

utleniajg takie sktadniki komorki jak kwasy nukleinowe, biatka, cukry 1



20
lipidy. Ponadto, czynniki wzrostu uwalniane z komorek Borowicza-
Kupffera nasilajg proliferacje hepatocytéw oraz hamujg procesy apoptozy,
co moze by¢ przyczyng powstawania raka watrobowo-komorkowego u

gryzoni (Henle 1 wsp., 1996; Nyska 1 wsp., 2002; Corthals 1 wsp., 2006).

1.6 Dzialanie toksyczne na krew obwodowa.

Dziatanie toksyczne EGAE na krew obwodowg 1 uktad krwiotworczy
prowadzi do gwaltownej hemolizy wewnatrznaczyniowej. W zaleznos$ci od
rodzaju podanego lub pobranego EGAE zmiany we krwi obwodowe]
wykazuja roznice jakosciowe 1 ilosciowe.

U szczuréw, ktorym podawano ME w wodzie do picia (w dawce 100 1
500 mg/kg/dzien) przez 4 kolejne dni obserwowano nieznaczng redukcje¢
liczby erytrocytow, spadek hematokrytu 1 ste¢zenia hemoglobiny catkowitej
w 4 1 8 dniu po podaniu tego zwigzku. W 8 dniu dochodzito do wzrostu
liczby retikulocytéw. Ponadto, ME w najwyzszej dawce (500 mg/kg/dzien)
powodowatl zmiany w ukladzie bialokrwinkowym wyrazone znaczng
redukcje liczby limfocytéw 1 neutrofili (Grant 1 wsp., 1985).

U szczurdw, ktorym podawano BE (w dawce 500 i 1000mg/kg/dzien)
przez 4 kolejne dni obserwowano wyrazne zmiany w obu ukladach
krwinkowych, na kazdym poziomie dawkowania. Dochodzilo do redukc;ji
liczby erytrocytow, spadku hematokrytu 1 stezenia hemoglobiny oraz
wzrostu objetosci erytrocytow, sredniej masy hemoglobiny w krwince oraz
liczby retikulocytow. W ukladzie bialokrwinkowym obserwowano spadek
liczby leukocytow ogotem, bedacy wynikiem redukcji gléwnie limfocytow
(Grant i wsp., 1985). Powodem tych zjawisk bylo drastyczne skrdcenie
biologicznego czasu poéttrwania krwinek. Ponadto, w rozmazach krwi
obserwowano wzrost liczby segmentowanych leukocytéw 1 erytroblastow.

Zmianom tym  towarzyszyla  zwigkszona  liczba  erytrocytow
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polichromatycznych  oraz  komoérek  wykazujacych  poikilocytoze
(Ghanayem 1 wsp., 2001).

Ghanayem 1 wsp. (2000) wykazali, iz dziatanie toksyczne BE jest
zroznicowanie 1 zwigzane z ptcig. Porownali oni wrazliwos¢ erytrocytow
samic 1 samcow szczurdw Fisher 344 na hemolityczne dzialanie BE w
dawce 250 mg/kg podawanego przez 3 kolejne dni. Objawy ostrej
niedokrwistosci hemolitycznej wystapily zarowno u samcéw jak 1 u samic,
jednakze u samic zmiany te pojawily si¢ wczesniej 1 byly silniej
zaznaczone niz u samcoéw. Przyczyng tego zjawiska oprocz wigkszej
wrazliwosci samych erytrocytow jest wolniejsza eliminacja z organizmu
powstatych AAA u samic niz u samcow.

Hemolityczne dzialanie EGAE zalezy rowniez od r6znic gatunkowych 1
podatno$ci erytrocytow na hemolizg. Erytrocyty gryzoni, a zwlaszcza
szczurdw, sg bardziej wrazliwe od erytrocytow cztowieka na hemolityczne
dziatanie EGAE (Ghanayem 1 Sullivan, 1993; Udden i Patton, 1994).

Mechanizm hemolitycznego dziatania EGAE nie jest znany. Dotychczas
wykazano, ze zwiazki te powoduja spadek poziomu ATP w erytrocytach
przy braku zmian aktywno$ci dehydrogenazy glukozo—6—fosforanowej 1
stezenia zredukowanego glutationu. Dodatek egzogennego ATP
przeciwdziata hemolizie in vitro (Ghanayem, 1989).

Stwierdzono rowniez, ze w warunkach dziatania BAA wzrasta stezenie
Na' i ilos¢ wody w erytrocytach, co powoduje ich pecznienie i pekanie.
Zasugerowano, ze zahamowanie aktywnosci ATPaz btonowych zaburza

btonowy transport wody 1 elektrolitoéw (Udden, 2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=8027513&query_hl=5&itool=pubmed_DocSum
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2. Zatozenia i cel pracy.

Ostre dziatanie hemolityczne, zwlaszcza BE, zostalo dobrze
udokumentowane. Brak jest jednak szerszych badan poréwnawczych nad
hemolitycznym dziataniem EGAE. Dost¢pne dane z piSmiennictwa na
temat metabolizmu tych zwigzkéw wskazuja, ze powinny one wywotywac
zroznicowane dziatanie hemolityczne.

Dotychczas  nie  stworzono  jasnej  koncepcji  mozliwych
mechanizmu(éw) hemolizy indukowanej przez te zwigzki. Istniejace dane
na temat zmian reologicznych erytrocytow oraz zaburzen homeostazy
jonowej w tych komorkach pod wptywem kwasoéw alkoksyoctowych —
metabolitow EGAE wskazujg na celowos¢ badan nad wplywem tych
kwasoéw na aktywnos¢ ATPaz w btonach erytrocytow.

Podjecie pracy majacej na celu pordwnanie sity hemolitycznego
dziatania eterow glikolu etylenowego 1 ich metabolitow in vivo 1 in vitro
oraz mechanizmow tego dziatania wynikato z nastepujacych przestanek:

o czestego zastosowania EGAE w przemysle farb i lakierow,
przemysle chemicznym, kosmetycznym, farmaceutycznym i w
gospodarstwie domowym, co moze prowadzi¢ do narazenia ludzi
na te zwiazki;

o braku systematycznych badah na temat zaleznosci dawka — efekt
odnos$nie hemolitycznego dziatania EGAE;

o braku wystarczajacych danych odnosnie mechanizmow

odpowiedzialnych za hemolityczne dziatanie EGAE.

Na podstawie powyzszych zatozen przyjeto nastepujace cele badawcze:
“ Porownanie sity dziatania hemolitycznego ME, EE, IPE i BE
u szczurow po jednorazowym, podskérnym podaniu tych zwigzkéow,

(zatrucie ostre);
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Oceng ochronnego dziatania pirazolu, 4-metylopirazolu i etanolu,
jako czynnikow hamujacych metabolizm EGAE w ostrym zatruciu
BE, jako substancjg modelowa;
Poré6wnanie hemolitycznego dziatania kwasow
alkoksyoctowych, a mianowicie: kwasu metoksyoctowego (MAA),
etoksyoctowego (EAA), propoksyoctowego (PAA),
butoksyoctowego (BAA) 1 pentoksyoctowego (PEAA) na krwinki
ludzkie 1 szczurze in vitro;
Ocene hamujacego dziatania kwasow alkoksyoctowych na
aktywnos$¢ komercyjnej Na'/K*-ATPazy oraz ATPaz w cieniach
erytrocytow ludzkich i szczurzych in vitro, a w szczegdlnosci
Na'/K*/Mg*" -ATPazy (ATPaza calkowita), Na'/K*-ATPazy i
Ca**-ATPazy (Mg*" -ATPazy = Na"/K*/Mg**-ATPazy - Na"/K"-
ATPazy).
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. Materialy i metody

3.1 Odczynniki

ME, EE, IPE, BE, MAA, EAA, PY, MP, ATPNa, -H,0, Na"/K"-ATPaza z
kory mozgowej §wini, a-celuloza i makroceluloza pochodzity z firmy
Sigma — Aldrich Ltd., Polska;

PAA, BAA 1 PEAA zostaly zsyntetyzowane w Katedrze Technologii 1
Biotechnologii Chemicznych Srodkéw Leczniczych CMUJ pod
kierunkiem prof. dr hab. Katarzyny Kie¢ — Kononowicz;

Odczynnik Drabkina i wzorzec hemoglobiny pochodzity z t6dzkiej firmy
,»Aqua — Medica”;

etanol rektyfikowany;

kwas nadchlorowy (PCA), 0,6 M;

kwas trichlorooctowy (TCA), 60%;

Bufory do izolacji cieni erytrocytow szczurzych 1 ludzkich oraz do
oznaczenia aktywno$ci ATPaz blonowych zostaly przygotowane w
Zaktadzie Biochemii Toksykologicznej CMUIJ na bazie odczynnikow
produkcji POCH (Polska). Byty to:

. bufor do ptukania i inkubac;ji erytrocytéw wg Uddena (2002): 100 mmol/Il
Tris o pH 7,4, 140 mmol/l NaCl, 4,0 mmol/l KCI, 2,0 mmol/l CaCl,, 10

mmol/l glukozy 1 0,1 % albuminy wolowej;

II. bufor hemolizujacy erytrocyty ludzkie i szczurze wg Dicka (1969):

4 mmol/l Tris — HCI, 1 mmol/l EGTA (pH 7,4);

III. bufor do ptukania i rozcienczania cieni erytrocytow ludzkich i

szczurzych wg Rybczynskiej (1984): 10 mmol/l Tris — HCI, 1 mmol/l
EDTA (pH 7,5);

IV. bufor do oznaczania aktywnosci Na'/K*-ATPazy wg Yucebilgic (2003):

30 mmol/l Tris — HCl1 o pH 7,4, 100 mmol/l NaCl, 5 mmol/l KCI,
6 mmol/l MgCl,, 0,1 mmol/l EDTA;
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V. bufor do oznaczania aktywnosci Ca*" —~ATPazy wg Yucebilgic (2003):
30 mmol/l Tris — HCl o pH 7,4, 6 mmol/l MgCl,, 0,15 mmol/l CaCl,,
0,1 mmol/l EDTA;
V1. bufor do oznaczania aktywnosci Na'/K*/Mg?*-ATPazy wg Rybczynskiej
(1984): 100 mmol/l Tris — HCI o pH 7,4, 6 mmol/l, MgCl,, 20 mmol/l
KCl, 100 mmol/l NaCl, 0,2 mmol/l EDTA.

3.1.2 Synteza kwasow alkoksyoctowych (PEAA, BAA, PAA)

PEAA, BAA 1 PAA otrzymano zmodyfikowang metoda Rule 1 wsp.
(1928). Do alkoholowych (pentanolowego, butanolowego lub propanolowego)
roztworé6w  sodu dodawano 0,5 stechiometrycznej ilosci kwasu
chlorooctowego (w przeliczeniu na so6d). Produkty reakcji oczyszczano przez
destylacje pod zmniejszonym ci$nieniem i kilkakrotne przemywanie zgodnie z
ich wlasciwosciami fizykochemicznymi.

PEAA: 4,6 g (0,2 mola) sodu rozpuszczano w gorgcym n-pentanolu
(50 ml) ciagle mieszajac. Nastgpnie dodawano kroplami 9,45 g kwasu
chlorooctowego (0,1 mola) rozpuszczonego w 25 ml n-propanolu. Zawiesing
ogrzewano pod chtodnicg zwrotng przez 2 godziny stale mieszajac. Na drugi
dzien dodawano 100 ml wody do mieszaniny reakcyjnej 1 otrzymany roztwor
dwukrotnie ekstrahowano eterem dietylowym (50 ml). Warstwe wodng
zakwaszano 25% H,SO,. Produkt reakcji ekstrahowano eterem, warstwe
eterowg osuszano bezwodnym Na,SOs, a eter odparowywano pod
zmniejszonym cisnieniem (temp. wrzenia 230-233°C). Otrzymane produkty
oczyszczano przez rozpuszczenie w chlorku metylu 1 ekstrakcje do 2%
roztworu NaOH, ponowne zakwaszenie 25% H,SO, 1 ekstrakcje do chlorku
metylenu. Po odparowaniu chlorku metylenu otrzymywano czysty produkt w
ilosci 1g.

W przypadku BAA stosowano n-butanol (75 ml). Temp. wrzenia
produktu 153-156°C, zas$ jego 1los¢ 4,6 g.
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PAA otrzymano podobnie jak PEAA stosujac n-propanol w ilosci 75
ml. Temp. wrzenia produktu 180-186°C, otrzymana ilos¢ 3 g.
Tozsamos$¢ otrzymanych produktow potwierdzono wynikami analizy

spektralnej ('H-NMR) oraz elementarne;j.

3.2 Zwierzeta laboratoryjne

Badania przeprowadzono na szczurach rasy Wistar CRL: (WI) WUBR,
samcach, w wieku 10 — 12 tygodni, pochodzacych ze Zwierz¢tarni Wydziatu
Farmaceutycznego Collegium Medicum UJ w Krakowie. Badania te uzyskaty
akceptacje Lokalnej Komisji Etycznej w Krakowie (Nr opinii 80/OP/2001 z
dnia 04.10.2001).

Przed doswiadczeniem szczury przez okres okoto 10 dni poddawano
kwarantannie. Zwierz¢ta podzielone losowo na grupy liczace po 5 szczurow
przebywaty w oddzielnych, plastykowych klatkach. Szczury karmiono dietg
standardowa (Murigan) 1 pojono woda wodociagowa ad libitum. Zaro6wno w
okresie kwarantanny jak i1 podczas doswiadczenia szczury przebywalty w
pomieszczeniu o temperaturze 21- 24°C 1 wilgotnosci wzglednej 40 — 60% w

cyklu dobowym $wiatto/ciemnos¢ 12/12godzin ($wiatto 06.00 — 18.00).

3.3 Przebieg doswiadczenia in vivo

Szczury w grupach liczacych po 5 zwierzat otrzymywaty podskornie
badane etery w nastepujacych, jednorazowych dawkach:

o ME -0, 2,5, 5,01 10,0 mmol/kg m.c.

o EE -0, 2,5, 5,0110,0 mmol/kg m.c.

o IPE -0, 0,625, 1,25, 2,515,0 mmol/kg m.c.

o BE -0, 0,625, 1,25, 2,51 5,0 mmol/kg m.c.
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Zwierzeta otrzymywaly §wiezo przygotowane roztwory badanych eterow
na bazie soli fizjologicznej o objetosci 2 ml/kg.

Dawki badanych zwigzkéw dobrano w ten sposob, aby nie doprowadzi¢ do
Smierci szczuréw oraz aby uzyska¢ wyrazne objawy hemolizy
wewnatrznaczyniowej.

Bezposrednio przed podaniem badanych roztworéw oraz po 3, 6, 24, 48 1
144 godz. po ich podaniu pobierano krew z koniuszka ogona do probdéwek
firmy Eppendorf 1 do kapilar hematokrytowych celem pozyskania osocza do
oznaczen hemoglobiny osoczowej (HGB,). W przypadku zwierzat
otrzymujacych IPE czas pobierania krwi wydtuzono do 216 godz. trwania

doswiadczenia, tj. do catkowitego cofni¢cia si¢ zmian hematologicznych.

3.3.1 Badania hematologiczne

Zakres badan hematologicznych obejmowal: liczbg¢ erytrocytow (RBC),
liczbe retikulocytéw (Ret.), hematokryt (Ht), stezenie hemoglobiny catkowite;j
(HGB), stezenie hemoglobiny osoczowej (HGB,), objetos¢ erytrocytow
(MCV), $rednie stezenie hemoglobiny w krwinkach (MCHC) 1 $rednig mase
hemoglobiny w krwince (MCH). Wszystkie wskazniki hematologiczne, z
wyjatkiem Ret. 1 HGB, oznaczono za pomocg automatycznego analizatora
hematologicznego Cobas Micros firmy ROCHE. Stezenie HGB, w osoczu
otrzymanym przez wirowanie probek krwi w kapilarach hematokrytowych
oznaczono metodg Drabkina. Ret. liczono w mikroskopie $wietlnym po
wybarwieniu rozmazow krwi bigkitem brylantowo-krezylowym.

Badania hematologiczne byty systematycznie kontrolowane przez oceng
sprawnosci  analizatora hematologicznego. W tym celu stosowano
standardowa krew ludzkg CBC-3D Hematology Control (R&D System INC.,
Minneapolis, USA). Precyzja oznaczen RBC, Ht 1 MCV w dluzszym okresie
czasu (n=30) wynosita odpowiednio 4,2%, 4,5%, 4,4%.
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Szczury otrzymujace BE w dawce jednorazowej 5,0 mmol/kg umieszczano
w klatkach metabolicznych typu Simax i1 zbierano mocz w pierwszej dobie, w
ktérym oznaczono st¢zenie hemoglobiny 1 kreatyniny. Stezenie hemoglobiny
oznaczano metodg Drabkina, natomiast kreatyniny metoda z odczynnikiem

Jaffego.

3.4 Ocena wplywu etanolu, pirazolu i metylopirazolu na przebieg

ostrej hemolizy indukowanej przez BE

Szczury w grupach liczacych po 5 zwierzat otrzymywatly podskérnie BE w
jednorazowej dawce O lub 1.25 mmol/kg m.c. W innych grupach szczury
otrzymywaty dootrzewnowo PY lub MP w jednorazowych dawkach 0.045,
0.09, 0.18 lub 0.36 mmol/kg. Zwiazki te podawano réwnoczesnie z BE, dwie
godziny przed lub pig¢ godzin po podskornym podaniu tego zwigzku w
jednorazowej dawce 1,25 mmol/kg.

Swiezo sporzadzone roztwory BE, PY lub MP w soli fizjologiczne;
podawano o objetosci 2 ml/kg.

W innych grupach do$§wiadczalnych szczury otrzymywaly podskérnie BE
w jednorazowej dawce 2,5 mmol/kg oraz etanol dozotagdkowo w dawce 2,5
g/kg (w objetosci 10 ml/kg). Etanol podawano 15 min. przed podskérnym
wstrzyknigciem BE lub 2 krotnie: 15 min. przed i 3 godz. po podaniu tego
zwigzku..

Bezposrednio przed podaniem badanych roztwordéw oraz po 3, 6, 24 1 48
godzinach po ich podaniu pobierano krew z koniuszka ogona szczuréw do
badan hematologicznych.

Zakres badan hematologicznych 1 metodyka badan byty takie same jak w
pkt. 3.3.1.
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3.5 Przebieg doswiadczenia in vitro

3.5.1 Izolacja erytrocytow szczurzych i ludzkich

Krew do badan in vitro pobierano od szczuréw w narkozie tiopentalowe]
(65 mg tiopentalu/kg m.c. w 1 ml soli fizjologicznej). Krew pobierano na
heparyn¢ przez punkcj¢ lewej komory serca do catkowitego skrwawienia
SZCZUrow.

Krew ludzka pochodzita ze stacji krwiodawstwa Uniwersyteckiego
Szpitala Dziecigcego w Krakowie. Krew t¢ pobierano do vacutainerdw z zyty
tokciowe] od réznych dawcow. Jako srodek przeciwkrzepliwy stosowano
heparyng.

Krew szczurza lub ludzka wirowano przez 10 min przy 1000 g, po czym
usuwano osocze 1 kozuszek leukocytarny, a otrzymane krwinki przemywano 3

— krotnie buforem Uddena ().

3.5.2 Ocena hemolitycznego dziatania kwaséw alkoksyoctowych na
erytrocyty szczurze i ludzkie

Przemyte krwinki szczurze lub ludzkie zawieszano w buforze Uddena (I),
w takim stosunku, aby hematokryt wynosit ok. 20 %.

Inkubacje krwinek z roztworami kwasow alkoksyoctowych w zakresie
stezen podanych w tabeli 6 przeprowadzono nastepujaco:

Do probowek polipropylenowych z korkiem o objetosci 7,0 ml
wprowadzano po 1,0 ml zawiesiny krwinek szczurzych lub ludzkich. Do
kolejnych probek dodawano 20 ul 0,9% NaCl (kontrola) lub takg samg
objetos¢ roztworéw MAA lub EAA w soli fizjologicznej. Do pozostatych
probowek dodawano po 20 ul roztworow PAA, BAA lub PEAA otrzymanych
przez rozpuszczenie badanych kwaséw w mieszaninie soli fizjologicznej i BE

w stosunku 1:1 ze wzgledu na lipofilowos$¢ tych kwasow.
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Probowki umieszczano w tazni wodnej, w temp. 37°C ciaggle mieszajac
(taznia wodna z wytrzasarka typ Elpan 357) na okres 3 godz. Bezposrednio
przed inkubacjg oraz po 1, 2 1 3 godz. inkubacji oznaczano RBC, Ht oraz

MCV za pomocg automatycznego analizatora hematologicznego COBAS

MICROS firmy ROCHE.

Tabela 6. Stezenia roztworow kwasow alkoksyoctowych zastosowane w

badaniach in vitro.

Stezenie (mmol/l)

Metabolit
krwinki szczurza krwinki ludzkie

MAA 0-16,0 0-30,0

EAA 0-15,0 0-25,0

PAA 0-10,0 0-20,0

BAA 0-5,5 0-18,0

PEAA 0-6,0 0-16,0

Hemolityczne dziatanie kwasow alkoksylowych in vitro zostalo wyrazone
efektywnymi stgzeniami kwasoéw, ktore powodowatly spadek liczby RBC 1 Ht
lub wzrost MCV 0 25% (EC;s) lub 50% (ECsp) w stosunku do warto$ci

wyjsciowych.
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3.6 Izolacja bton erytrocytéw szczurzych i ludzkich do oznaczania

ATPaz

Izolacje erytrocytdow szczurzych lub ludzkich z krwi pelnej
przeprowadzono metoda kolumnowa wg Beutler’a (1984) w celu usunig¢cia
krwinek biatych 1 plytek krwi. Wypeknienie kolumny stanowita rOwnowagowa
mieszaning o-celulozy 1 makrocelulozy, ktorg zawieszano w 0,9 % NaCl 1
umieszczano w szklanej strzykawce o pojemnosci 10 ml, jako kolumnie
chromatograficznej ustawionej w pozycji pionowej. Petng krew szczurzg lub
ludzka o objetosci do 6 ml, pobrang na heparyn¢ nanoszono na tak
przygotowang kolumng. Eluent zbierano do kalibrowanej probowki z
lodowatym 0,9 % NaCl 1 wirowano w temp 4°C przy 1000 g przez 15 min.
Supernatant usuwano, a odwirowane erytrocyty zadawano 5—krotng objetoscia
buforu hemolizujacego (II). Hemolizat wirowano przez 20 min. w temp. 4°C
przy 21000 g (wirowka chtodzona typ MPW — 375). Po odwirowaniu
supernatant odrzucano, a osad blon erytrocytarnych ptukano dodajac 5 —
krotng objetos¢ buforu do ptukania (III) w stosunku do objetosci ,,cieni”
erytrocytow. Zawiesing bton wirowano przez 20 minut w temp. 4°C przy
19000 g. Czynno$¢ przemywania powtarzano wielokrotnie az do uzyskania
cielisto-ré6zowej zawiesiny.

W probkach tych oznaczano aktywnosci ATPaz po wczesniejszym
oznaczeniu stezenia biatka w cieniach erytrocytarnych m-da Lowry i wsp.
(1946) 1 doprowadzeniu jego stezenia do wartosci 4,0 1 3,5 mg/ml

odpowiednio w przypadku cieni erytrocytéw szczurzych i ludzkich.
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3.7 Oznaczanie aktywnosci Na*/K*-ATPazy komercyjnej oraz

ATPaz w cieniach erytrocytéw szczurzych i ludzkich
(Na*/K*/Mg?*-ATPazy, Na*/K*-ATPazy, Ca*-ATPazy,)

Przeprowadzono badania majgce na celu okreslenie optymalnych
warunkOw oznaczania aktywno$ci trzech ATPaz tj. Na'/K'/Mg?"-ATPazy,
Na'/K*-ATPazy i Ca®*’-ATPazy. Aktywno$¢ Mg?>*-ATPazy obliczono z
roznicy miedzy aktywno$cig Na*/K*/Mg?*-ATPazy i Na'/K*-ATPazy.

Uzyskane wyniki dotyczace standaryzacji metod hematologicznych 1
biochemicznych celowo podano w czgsci metodycznej (rozdz. 3.3.1; 3.6.1-
3.6.5) wychodzac z zatozenia, Ze niniejsza rozprawa doktorska nie ma

charakteru pracy metodyczne;.

3.7.1 Oznaczanie fosforu nieorganicznego

Przebieg reakcji hydrolizy ATP przy udziale ATPaz obecnych w cieniach
erytrocytow przeprowadzono w nastgpujacych warunkach:

Do 0,5 ml buforu do oznaczania ATPaz dodawano 0,25 ml zawiesiny cieni
o stezeniu biatka wynoszacym 4 mg/ml w przypadku cieni erytrocytow
szczurzych 1 3,5 mg w przypadku cieni erytrocytow ludzkich. Reakcje
enzymatyczng uruchamiano przez dodanie 0,25 ml roztworu ATP o st¢zeniu 3
mmol/l, po czym inkubowano przez 30 minut w tazni wodnej o temp. 37°C.
Reakcje przerywano przez dodanie 1 ml 0,6 M PCA, a nast¢pnie
odwirowywano osad przy 9000 g. W klarownym supernatancie oznaczono
ilo$¢ nieorganicznego fosforu z wykorzystaniem reakcji barwnej z
molibdenianem amonowym, redukowanym do biekitu molibdenowego przez
kwas askorbinowy. Kwasne srodowisko reakcji (bufor octanowy pH 4,0)
chroni nadmiar ATP przed nieenzymatyczng hydroliza (Tab. 7).

Oznaczanie st¢zenia fosforu nieorganicznego (P;) wykonano nastepujaco:
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Do 0,5 ml klarownego supernatantu dodawano 2 ml buforu octanowego
(pH 4,0), 0,2 ml molibdenianu amonu o stezeniu 1% w/v 1 0,2 ml 1% w/v
askorbinianu. Mieszaning reakcyjng umieszczano na 20 min. w ciemnym
miejscu, po czym mierzono absorbancje przy dtugosci fali 660 nm wobec

proby odczynnikowej (nie zawierajacej P;) (Tab. 8).

Tab. 7. Warunki hydrolizy ATP przy udziale ATPaz.

Badana Slepa II

Bufor do oznaczania 0,5
ATPaz (ml)

Zawiesina cieni (ml) 0,25 —

Roztwor ATP (ml) 0,25 0,25

Inkubacja przez 30 min. w 37°C

PCA (ml) 1 1

Stezenia ATP podano w pkt. 3.7.3.

Tab. 8. Metoda oznaczania fosforu nieorganicznego.

Wzorzec

Supernatant (ml)

Wzorzec P; (ml)

Woda redestylowana
(ml)

Bufor octanowy (ml)

1% Molibdenian (ml)

1% Askorbinian (ml)
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Na rycinie 3 przedstawiono krzywg kalibracyjng dla fosforu

nieorganicznego.

A 0,6 1
0,5 - *
0,4 -
0,3 - ®

y =0,0027x
0,2 -

. R?=0,9828
p < 0,002

0 I I I 1
0 50 100 150 200

Fosfor nieorganiczny (ug/ml)

Ryc. 3. Krzywa kalibracyjna fosforu nieorganicznego.

Parametry walidacyjne metody zebrano w tabeli 9.

Tab. 9. Walidacyjne wskazniki metody oznaczania fosforu

nieorganicznego.

QGranica
oznaczalno$ci

QGranica

lintowosci

Powtarzalnos¢

metody

Odtwarzalnos¢

metody

25,0 pg/ml

(n=>3)

200 pg/ml

(n=>3)

9,9%
(n=20)

1,64%
(n=25)

3.7.2 Wptyw odczynnikéw odbiatczajacych na rozpad ATP

W celu optymalizacji warunkéw odbialczania mieszaniny reakcyjnej
zawierajacej cienie erytrocytow oceniono wplyw roztworéw PCA 1 TCA na

spontaniczng hydroliz¢ ATP jako substratu enzymatycznego. Porownanie obu
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kwasow przeprowadzono przy stezeniach odpowiednio 0,6 M 1 60%. Jak

wynika z wlasnych danych empirycznych umieszczonych na ryc. 4 1 5. PCA

w czasie do 30 min. po dodaniu nie hydrolizowal ATP, podczas gdy TCA

wyraznie hydrolizowal substrat enzymatyczny. Dlatego do odbiatczania

mieszaniny reakcyjnej podczas oznaczania aktywnosci ATPaz zastosowano

0,6 M PCA.
0,16 - __
c 0,12
[
c
©
2 0,08 -
> y = 0,0006x + 0,1207
g R® = 0,9222
0,04 - p < 0,001
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Czas (minuty)
Ryc. 4. Wplyw 0,6 M PCA na spontaniczny rozpad ATP.
0,3 -
*
0,25 -
o *
0,2
8, .
c
50158
] . y = 0,0027x + 0,1198
5 W01 % R?=0,9401
=2 b < 0,0001
0,05 -
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Czas (minuty)

Ryc. 5. Wplyw 60% TCA na spontaniczny rozpad ATP.
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3.7.3 Zaleznos¢ aktywnosci enzymu od stezenia substratu

Oceniono wpltyw roznych stezen ATP na aktywnos$¢ komercyjnej ATPazy
oraz ATPaz w cieniach erytrocytow szczurzych 1 ludzkich. Stwierdzono, ze w
miar¢ wzrostu stezenia ATP, przy stalej ilosci bialka, ros$nie aktywnosc
ATPaz. Optymalne wyniki otrzymano przy st¢zeniach ATP wynoszacych
odpowiednio dla:

»  ATPazy komercyjnej: 0,5 — 1,5 mmol/l (Ryc. 6)

» ATPazy w cieniach erytrocytow szczurzych: 1,5 — 2,5 mmol/I

(Ryc. 7)
» ATPazy w cieniach erytrocytow ludzkich: 1,0 — 2,0 mmol/l
(Ryc. 8)
Wyzsze stezenia ATP powodowaty hamowanie aktywnosci ATPaz.

0,18 -
-
® 0,12 -
(&)
c
©
o]
[
2
2 0,06 -
<
O T T T 1
0 0,5 1 1,5 2
ATP (mmol/l)

Ryc. 6. Wplyw roznych stezen ATP na aktywno$¢ komercyjnej
Na"/K'-ATPazy. Kazdy punkt stanowi $rednig arytmetyczna

z 3 niezaleznych oznaczen.
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Ryc. 7. Wplyw roznych stezen ATP na aktywnos¢ ATPaz z cieni
erytrocytow szczurzych. Kazdy punkt stanowi Srednia

arytmetyczng z 3 niezaleznych oznaczen.
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Ryc. 8. Wplyw roznych stezen ATP na aktywnos¢ ATPaz z cieni
erytrocytow ludzkich. Kazdy punkt stanowi Srednia

arytmetyczng z 3 niezaleznych oznaczen.
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3.7.4 Zaleznos$¢ aktywnosci enzymu od czasu inkubaciji

W celu ustalenia optymalnego czasu inkubacji probek zawierajacych

ATPazy przeprowadzono badania w ktérych wykazano, ze 30 minut jest

optymalnym czasem dla reakcji enzymatycznej (Ryc.9 i Ryc. 10).

04 -
E N —
(1) _
203 /
c
(3]
£ 0,2
9 y = -8E-05x2 + 0,006x + 0,2522
< 0,1 1 R?=0,9706

p < 0,01
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Czas (minuty)

Ryc. 9. Wplyw czasu inkubacji na aktywnos¢ ATPazy w blonach

erytrocytow szczurzych. Kazdy punkt stanowi Srednig

arytmetyczng z 3 niezaleznych oznaczen.
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h_. 073 5| L 2
% *
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5 y = -1E-04x? + 0,0081x + 0,1327
2 011 R? = 0,0487
p < 0,0001
0 T T I ‘ : :
0 10 20 30 40 50 60
Czas (minuty)

Ryc. 10. Wplyw czasu inkubacji na aktywnos¢ ATPazy w blonach

erytrocytow ludzkich. Kazdy punkt stanowi Srednia

arytmetyczna z 3 niezaleznych oznaczen.
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3.7.5 Wplyw stezenia biatka cieni erytrocytarnych na aktywnosé
ATPaz

Zbadano wplyw réznych stezen biatka cieni erytrocytow ludzkich i
szczurzych na aktywno$¢ ATPaz. Wyniki przedstawiono na ryc. 11 iryc. 12.
Za optymalne stezenie biatka w szczurzych cieniach erytrocytarnych przyjeto

4 mg/ml, natomiast w ludzkich cieniach erytrocytarnych 3,5 mg/ml.

0,4 -
L 4
-n—- 0,3 i \
lm ‘
2
® 0,2 _ 2
L y =-0,0071x" + 0,0658x + 0,1649
9 R? = 0,0327
o] |
< 01 p < 0,001
0 T T T T T ]
0 1 2 3 4 5 6
Stezenie (mg/ml)

Ryc. 11. Wplyw stezenia bialka cieni erytrocytow szczurzych na
aktywno$¢ ATPazy. Kazdy punkt stanowi Srednig

arytmetyczng z 3 niezaleznych oznaczen.
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Ryc. 12.Wplyw stezenia bialka cieni erytrocytow ludzkich na
aktywno$¢ ATPazy. Kazdy punkt stanowi Srednig

arytmetyczng z 3 niezaleznych oznaczen.

3.7.6 Wptyw kwasow alkoksyoctowych na Na*/K*-ATPaze komercyjng
oraz ATPazy w cieniach erytrocytéow szczurzych i ludzkich
(Na*/K*/Mg2*-ATPaze, Na*/K*-ATPaze oraz Ca%*-ATPaze)

W celu wyznaczenia stalej inhibicji (K;) oraz okreslenia typu hamowania
postuzono si¢ graficzng metodg Dixona (Zgirski 1 Gondko, 1998). Oznaczono
szybko$¢ reakcji enzymatycznej w obecnosci réznych stezen AAA (V) (tab.
10) oraz bez ich obecnosci (Vo) dla 3 réznych stezen ATP jako substratu jak
w punkcie 3.6.3. Na podstawie tych oznaczen wykreslono 3 krzywe

zalezno$ci 1/V; od stgzenia inhibitora 1 wyznaczono warto$¢ K; z punktu

przeci¢cia krzywych.
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Tab. 10. Stezenia roztworow kwasow alkoksyoctowych zastosowane do

wyznaczenia Ki metoda Dixona.

Stezenie (mmol/l)

Kwas

ATPazy z cieni | ATPazy z cieni ATPaza
alkoksyoctowy | erytrocytow erytrocytow komercyjna
szczurzych ludzkich

MAA 0-50,0 0-110,0 0-15,0
EAA 0-50,0 0-150,0 0-17,5
PAA 0-60,0 0-180,0 0-30,0
BAA 0-70,0 0-175,0 0—-40,0
PEAA 0-80,0 0-185,0 0-50,0
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4. Analiza statystyczna.

Wyniki zostaly wyrazone jako $rednie arytmetyczne =+ odchylenie
standardowe (M£SD).

Wyniki badan hematologicznych in vivo analizowano za pomoca
dwuczynnikowe] analizy wariancji z powtarzanymi pomiarami jednego
czynnika 1 oceng prostych efektow (MANOVA). Analiz¢ przeprowadzono za
pomoca programu statystycznego SPSS. Do poréwnania wynikow w grupach
narazonych na badany zwigzek z grupami kontrolnymi, w kazdym punkcie
czasowym, zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA) po
czym stosowano test Dunnetta.

Dla wynikéw badan hematologicznych erytrocytow szczurzych i
ludzkich in vitro wyznaczono regresj¢ kwadratowa, dla ktérej wyznaczono
95% przedzialy utnosci.

Ponadto, przeprowadzono analiz¢ regresji liniowej 1 obliczono
wspotczynniki korelacji Pearsona za pomocg programu komputerowego
Statistica 6.0. Jako istotne statystycznie roznice porownywanych wielkosci

przyjeto p < 0,05.
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5. Wyniki

5.1 Hemolityczne dziatanie EGAE u szczurdw in vivo.

U szczuréw otrzymujagcych ME w dawkach 2,5 — 5,0 mmol/kg nie
obserwowano zadnych zmian hematologicznych. Natomiast po podaniu tego
zwigzku w dawce 10 mmol/kg wystgpit niewielki wzrostu liczby
retikulocytow w 6, 24 1 144 godz. doswiadczenia.

Po podaniu EE zmiany hematologiczne ujawnily si¢ tylko po
najwyzszej dawce tego zwiazku tj. 10 mmol’kg (Ryc. 13, Ryc. 14). Zmiany te
manifestowaty si¢ redukcjg RBC, spadkiem Ht, HGB i MCHC oraz wzrostem
MCV, Ret. 1 HGB,. Zmiany liczby RBC, Ht, MCV, HGB, MCHC 1 HGB,
byly najsilniej zaznaczone w pierwszej dobie doswiadczenia, podczas gdy
wzrost liczby Ret. byt najwyzszy w 6 dobie po podaniu EE. Stopien nasilenia
tych zmian nie korelowat z dawkami EE.

U szczurow, ktorym podano IPE w dawkach jednorazowych, dziatanie
hemolityczne obserwowano na kazdym poziomie dawkowania. Poczatkowo,
tj. po 3 — 6 godzinach po podaniu tego zwigzku, wystapil wzrost Ht, MCV 1
stezenia HGB, przy niewielkim spadku liczby RBC. W ciggu dalszych 24
godzin nastgpowato masywne pekanie erytrocytow prowadzace do
dramatycznej redukcji liczby tych komorek, spadku Ht, HGB 1 MCHC oraz
wzrostu HGB, 1 liczby retikulocytow (Ryc. 15, Ryc. 16).

Spadki RBC, Ht, HGB 1 MCHC w 24 godz. do§wiadczenia korelowaty
ujemnie z dawkami IPE (korelacja liniowa). Natomiast wzrost MCV w 6
godz. doswiadczenia, Ret. w 144 godz. korelowaty dodatnio z dawkami IPE
(korelacja liniowa). Ponadto, wzrost st¢zenia HGB, w 6 godz. do§wiadczenia
korelowat nieliniowo z dawkami tego zwigzku (Ryc. 17, Ryc. 18).

Na podstawie rownan regresji dla zaleznosci dawka-efekt dla RBC, Ht,

MCYV i1 HGB obliczono efektywne dawki IPE powodujace wzrost lub spadek
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wyjsciowych wartosci badanych wskaznikow hematologicznych o 50%
(EDso). Wartosci te wynosily odpowiednio 1,94, 2,36, 1,82, 1,79 mmol/kg.

Podobne zmiany hematologiczne jak w przypadku IPE, ale silnigj
zaznaczone 1 utrzymujace si¢ na ogot do konca doswiadczenia, obserwowano
po podaniu BE. Najwieksza dawka tego zwigzku (5 mmol/kg) byta przyczyng
wyzej opisanych zmian hematologicznych utrzymujacych si¢ przez 6 dni
obserwacji. Ponadto, w 6 1 24 godz. do$wiadczenia wystgpit wzrost MCH
(Ryc. 19, Ryc. 20).

W wyniku masywnej hemolizy erytrocytow nie bylo mozliwe
oznaczenie liczby retikulocytow w 3 1 6 godzinie po podania BE (Ryc. 19).

Redukcja liczby RBC, spadek Ht oraz MCHC w 24 godz.
doswiadczenia ujemnie korelowaty z dawkami BE (korelacja nieliniowa). Z
drugiej strony wzrost wartosci MCV, MCH 1 liczby Ret. w 24 godz.
doswiadczenia korelowaly dodatnio z dawkami BE (w przypadku Ret.
korelacja nieliniowa) (Ryc. 21, Ryc. 22).

Wartosci EDsy dla BE obliczone z réwnan regresji dla zaleznosci
dawka-efekt w przypadku RBC, Ht, MCV 1 HGB wynosity odpowiednio 1,53,
1,98, 1,44, 1,87 mmol/kg.

Ponadto, u szczuréw otrzymujacych BE w dawkach 0,625 — 5,0
mmol/kg wystgpita hemoglobinuria, ktérej nasilenie w pierwszej dobie po
podaniu tego zwigzku wykazywato liniowa korelacje z jego dawkami (Ryc.
23).

Zmiany hematologiczne obserwowane po podaniu IPE lub BE zalezaty

od dawki ksenobiotyku oraz czasu trwania obserwacji.
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13. Zmiany liczby RBC, Ht, MCV 1 Ret. we krwi obwodowej szczurow
po jednorazowym, podskornym podaniu EE w dawkach 2,5 — 10,0
mmol/kg. Wartosci wyrazono jako M £ SD. *p<0,001
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Ryc. 14. Zmiany stezenia HGB catkowitej 1 osoczowej (HGB,) oraz MCHC 1
MCH we krwi obwodowej szczurOw po jednorazowym, podskornym
podaniu EE w dawkach 2,5 — 10,0 mmol/kg. Warto$ci wyrazono jako
M + SD. *p<0,001.
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. 15. Zmiany liczby RBC, Ht, MCV 1 Ret. we krwi obwodowej szczurow
po jednorazowym, podskornym podaniu IPE w dawkach 0,625 — 2,5
mmol/kg. Warto$ci wyrazono jako M + SD. *p<0,001
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Ryc. 16. Zmiany stezenia HGB catkowitej 1 osoczowej (HGB,), MCHC oraz
MCH we krwi obwodowej szczurO6w po jednorazowym, podskornym

podaniu IPE w dawkach 0,625 — 2,5 mmol/kg.
Warto$ci wyrazono jako M + SD. *p<0,001.
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Ryec. 17. Zalezno$¢ dawka - efekt dla RBC 1 Ht (24 h) oraz MCV (6 h) u
szczuréw otrzymujacych podskornie IPE w dawkach 0-2,5 mmol/kg.
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Ryec. 18. Zalezno$¢ dawka - efekt dla Ret. (144 h), stezenia HGB calkowite;
(24 h) 1 osoczowej (HGB,) (6 h) oraz MCHC (24 h) u szczuréw

otrzymujacych podskornie IPE w jednorazowych dawkach 0 — 2,5
mmol/kg.
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Ryec. 19. Zmiany liczby RBC, Ht, MCV 1 Ret. we krwi obwodowej szczuréw
po jednorazowym, podskornym podaniu BE w dawkach 0,625 — 5,0
mmol/kg. Warto$ci wyrazono jako M = SD. *p<0,001.
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Ryc. 20. Zmiany stezenia HGB catkowitej 1 osoczowej (HGB,), MCHC oraz

MCH we krwi obwodowej szczuréw po jednorazowym, podskornym

podaniu BE w dawkach 0,625 — 5,0 mmol/kg.
Wartosci wyrazono jako M + SD. *p<0,001.
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Ryc. 21. Zalezno$¢ dawka - efekt dla RBC, Ht, MCV i Ret. (24 h) u
szczuréw otrzymujacych podskornie BE w dawkach jednorazowych
0 — 5 mmol/kg.
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Ryc. 22. Zalezno$¢ dawka - efekt dla (24 h), HGB (24 h) 1 HGB, (6 h) oraz
dla MCHC 1 MCH (24 h) u szczuréw otrzymujacych podskornie BE
w jednorazowych dawkach 0 — 5 mmol/kg.
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Ryc. 23. Zaleznos$¢ dawka - efekt dla zmian stezenia HGB w dobowym
moczu szczurdOw otrzymujacych podskornie BE w dawkach
0,625 — 5,0 mmol/kg.



56

5.2 Etanol, metylopirazol i pirazol jako swoiste odtrutki w ostrym
zatruciu EGAE

Dwukrotne podanie etanolu droga dozotadkowa 15 min. przed i 3 godz. po
wstrzyknieciu BE w dawce 1,25 mmol/kg, catkowicie chronito szczury przed
wystgpieniem wewnatrznaczyniowe] hemolizy manifestujacej si¢ redukcja
RBC, spadkiem stezenia HGB oraz wzrostem MCV. Natomiast jednorazowe
podanie etanolu 15 min. przed podskornym wstrzyknigciem BE tylko
czg$ciowo chronito erytrocyty przed hemolizg (Ryc. 24).

Réwniez MP podawany w dawkach jednorazowych 0,18 lub 0,36 mmol/kg
catkowicie znosit hemolityczne dzialanie badanego eteru, natomiast w dawce
0,045 mmol/kg tylko czesciowo chronit erytrocyty przed hemolizg (Ryc. 25).

MP podany szczurom 2 lub 5 godz. po wstrzykniecia BE praktycznie nie
dziatat ochronnie (Ryc. 26).

Ponadto, PY w dawkach (0,09 — 0,36 mmol/kg) podawany bezposrednio
przed wstrzyknieciem BE przeciwdziatat hemolizie indukowanej przez ten
zwiazek (Ryc. 27).

Podanie PY szczurom po 2 lub 5 godz. po wstrzyknieciu BE nie

przeciwdziatato wystgpieniu wewnatrznaczyniowej hemolizy (Ryc. 28).
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Ryc. 24. Czasowe zmiany RBC, HGB 1 MCV we krwi obwodowej szczuréw
otrzymujacych podskornie BE w dawce 1,25 mmol/kg oraz jedna
dawke lub dwie dawki etanolu obok BE.

*p<0,001.
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. 25. Czasowe zmiany RBC, HGB catkowitej 1 osoczowej oraz Ret. we
krwi obwodowej szczuréw otrzymujacych podskornie BE w dawce
1,25 mmol/kg lub metylopirazol w ré6znych dawkach obok BE.
*p<0,001.
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Ryc. 26. Czasowe zmiany RBC 1 Ret. we krwi obwodowej szczurow
otrzymujacych podskornie tylko BE w dawce 1,25 mmol/kg lub MP
po 2 lub 5 godz. po podaniu BE.

*p<0,001.
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Ryc. 27. Czasowe zmiany RBC, HGB catkowitej 1 osoczowej oraz Ret. we

krwi obwodowej szczuroOw otrzymujacych podskornie BE w dawce
1,25 mmol/kg oraz BE lub r6zne dawki pirazolu obok BE.
*p<0,001.
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Ryc. 28. Czasowe zmiany RBC, HGB calkowitej 1 osoczowej oraz Ret. we
krwi obwodowej szczurow otrzymujacych podskornie sam BE w
dawce 1,25 mmol/kg lub PY po 2 lub 5 godz. po podaniu BE.
*p<0,001
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5.3 Hemolityczne dziatanie kwasow alkoksylowych na erytrocyty

szczura i cztowieka in vitro

Porownano dzialanie hemolityczne pig¢ciu kwasow alkoksyoctowych
(AAA), bedacych metabolitami EGAE, na erytrocyty szczura 1 czlowieka in
vitro. Wszystkie AAA powodowaly spadek liczby RBC 1 Ht oraz wzrost
MCV. Zmiany te zalezaly od rodzaju kwasu, jego stezenia oraz czasu trwania
inkubacji.

Erytrocyty szczura byly bardziej podatne na hemolityczne dziatanie
AAA niz erytrocyty cztowieka. Dla przejrzystosci materialu ilustracyjnego
zmiany wskaznikéw hematologicznych w funkcji czasu przedstawiono tylko
na przyktadzie MAA 1 PEAA z uwzglednieniem 3-4 rdéznych stezen tych
kwasow (Ryc. 29-30).

Erytrocyty ludzkie wymagaty 4 — 12-krotnie wyzszych stezen AAA do
uzyskania takiego samego stopnia hemolizy jak erytrocyty szczurze.

Zalezno$ci stezenie-odpowiedz dla RBC, Ht i MCV miaty na og6t
charakter nie liniowy. Zalezno$ci te cechowaly si¢ wysokimi wartosciami
wspdtczynnikow determinacji (R?) oraz wysokimi poziomami istotnosci (Ryec.
31-34). Na podstawie rownan regresji opisujacych zaleznos$ci stezenie-
odpowiedz dla RBC, Ht i MCV obliczono wartosci stezen efektywnych ECsg 1
ECys oraz ich 95% przedziaty ufnos$ci, ktore przedstawiono w tab. 11 1 tab. 12.

O ile w przypadku erytrocytow szczura wartosci ECsy dla
poszczegdlnych AAA spadaly wraz ze wzrostem masy czasteczkowe]
badanych kwaséw 1 rdéznity si¢ na og6t miedzy sobg statystycznie znamiennie
(przedzialy ufnosci nie pokrywaty si¢ ze sobg) (Tab. 11), to w przypadku
erytrocytow cztowieka wartosci te spadaly w podobnej kolejnosci, ale
rzadziej r6znity si¢ znamiennie (Tab. 12).

Ponadto, wartosci ECsp badanych AAA oznaczone na erytrocytach
szczura korelowaty ujemnie z wartosciami Log P 1 pKa (Ryc. 35). Podobng

zalezno$¢ stwierdzono w przypadku erytrocytow cztowieka (Ryc. 36).
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Ryc. 29. Zmiany warto$ci RBC 1 MCV w funkcji czasu w przypadku r6znych
dawek MAA 1 PEAA, dzialajacych na erytrocyty szczura in vitro.
*p<0,001.
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Ryc. 30. Zmiany wartosci RBC, MCV w funkcji czasu w przypadku réznych
dawek MAA 1 PEAA dzialajacych na erytrocyty cztowieka in vitro.
*p<0,001.
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Ryc. 31. Zaleznosci stg¢zenie-odpowiedz dla zmian RBC, Ht 1 MCV
erytrocytoOw szczura in vitro. Krzywe regresji z 95% przedziatami

ufnosci.
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Ryc. 32. ZaleznoSci stg¢zenie-odpowiedz dla zmian RBC, Ht 1 MCV

erytrocytoOw szczura in vitro. Krzywe regresji z 95% przedziatami

ufnosci.
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Ryc. 33. Zaleznosci stezenie-odpowiedz dla zmian RBC, Ht 1 MCV

erytrocytow czlowieka in vitro. Krzywe regresji z 95% przedziatami

ufnosci.
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Ryec. 34. Zaleznosci stezenie-odpowiedz dla zmian RBC i Ht erytrocytow

cztowieka in vitro. Krzywe regresji z 95% przedziatami ufnosci.
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Tab. 11. Wartosci ECsy dla AAA oparte na zmianach RBC, Ht i MCV w

erytrocytach szczurzych.

Wskaz-
nik
hemato-
logiczny

ECso
(mmol/l)

95% Cl dla
regresji

Roéwnanie regresji

RBC

14,4
10,45
8,78
4,78
4,4

13,7 -15,1
8,4-124
8,3-9,3
4,5-50
4,1-46

y=-0,3x? +1,0x + 96,6
y=-0,04x2-3,2x+87,3
y=-0,5x2-0,6x+96,3
y=-2,7x%+4,0x+90,8
y=-2,1x2-3,1x+104,1

15,86
9,78*
9,75*
5,43
5,38

14,2 -17,3
6,0-12,4
8,3-11,0
51-57
51-56

=-0,5x%+6,0x+90,4
y=-0,2x2+0,6x+89,4
y=-0,7x%+5,1x+97,2
y=-5,0x2+20,2x+88,9
=-4,5x%+16,1x+92,8

13,9
10,62
7,63
2,6%
4,5

13,4-14,4
92-11,9
6,7-8,5
1,9-34
4,2-4,7

95% CI = 95% przedzial ufnosci

* warto$¢ ECys

y=0,6x2-5,8x+114,9
y=0,3x21,4x+105,5
y=0,5x?+2,1x+101,3
y=-0,6x2+11,4x+99,2
y=4,9x2-14,1x+114 1
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Tab. 12. Wartosci ECsy dla AAA oparte na zmianach RBC, Ht i MCV w

erytrocytach czlowieka.

Wska-
znik
hemato-
logiczny

ECso
(mmol/l)

95% Cl dla
regresji

Réwnanie regresii

RBC

26,8
22,2
18,3
14,4
13,6

25,55-28,0 y=-0,163x?+2,7x + 95,2
y=-0,1x%- 0,6x + 97,57
y=-0,3x? + 4,0x + 94,6

=-0,3x%2+ 1,2x + 93 4
y=-0,34x2 + 0,85x +101,1

20,3-23,9
17,9-18,7
13,0- 15,6
12,2-14,7

24*
20,7*
19,5
13,1
13,4

21,9-25,8
19,1- 22,1
18,8 - 20,2
12,4 - 13,7
11,6 - 15,0

y=-0,1x? + 1,4x+ 98 4
y=-0,1x%>+ 1,8x + 97 4
y=-0,4x%+ 4,8x + 93,7

=-0,2x% -1,1x + 103,6
y=-0,2x? - 1,1x + 104,7

12,3*
11,3*

8,0-17,0
9,6-13,2
16,2 -18,8

95% CI = 95% przedziat ufnosci

y=-0,02x?+ 2,3x + 100,5
y=-0,04x?+ 2,9x + 97,0
y=0,1x% - 1,3x + 104,0
y=0,06x2- 1,9x+ 109,7
y=0,3x2 - 3,7x +108,4

— nie podano ze wzgledu na brak istotnos$ci statystyczne;j

* warto$¢ ECos
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y = -17,635x + 74,81
R? = 0,8705
p< 0,0001

368 ka

3,46 3,52
Ryc. 35. Korelacje pomiedzy ECso AAA a Log P lub pKa na podstawie zmian

RBC, Ht 1 MCV erytrocytow szczura.
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Ryc. 36. Korelacje pomiedzy ECsp AAA a Log P lub pKa na podstawie
zmian RBC, Ht 1 MCV erytrocytow cztowieka.
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54  Wplyw AAA na aktywnos¢ komercyjnej Na*/K*-ATPazy

Wszystkie kwasy alkoksyoctowe hamowaly aktywno$¢ komercyjnej
Na'/K"-ATPazy przyjetej za enzym referencyjny. Krzywe dla zaleznoSci
pomiedzy aktywnos$cig enzymu wyrazong w procentach wartosci wyjsciowe]
(aktywno$¢ enzymu przy braku inhibitora), przyjete; za 100%, a stezeniem
inhibitora w medium inkubacyjnym miaty typowy przebieg sigmoidalny
(Ryc. 37).

Wszystkie AAA spowodowaty spadek wyjsciowe] aktywnos$ci enzymu
0 90%, ale przy réznych stezeniach w zakresie 25 — 65 mmol/l (Ryc. 37).
Miarg sily dziatania inhibicyjnego badanych kwasow sg wartosci ICso, czyli
stezen powodujacych spadek poczatkowej aktywnosci enzymu o 50%.
Wartosci 1Csp rosty wraz ze wzrostem masy czasteczkowej AAA, czyli

dtugoscia tancucha alkilowego (Tab. 13).

120 -
100
—— MAA

§ 80 - —=—EAA
g —a— PAA
> 60 - BAA
< —%— PEAA
X 40

20 -

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Stezenie (mmol/l)

Ryc. 37. Zmiany aktywno$ci Na'/K"™-ATPazy komercyjnej w obecnosci
AAA. Pomiary aktywnos$ci enzymu wykonano przy stezeniach ATP
wynoszacych 0,5, 1,0, 1,5 mmol/l. Aktywnos$¢ wyjsciowa =
0,273+0,05 pmol/mg biatka/min. Kazdy punkt jest Srednig z 3

niezaleznych do$wiadczen przy 3 réznych st¢zeniach ATP.
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W celu wyjasnienia charakteru hamowania aktywno$ci komercyjnej
Na'/K'-ATPazy przez badane kwasy alkoksyoctowe wyznaczono state
inhibicji (K;) metoda Dixona oraz okreslono typ hamowania. Ryc. 38 — 39
ilustruja sposoéb wykreslenia krzywych Dixona. Hamowanie to miato
charakter kompetycyjny.

Na podstawie zalezno$ci 1/V; od stezenia inhibitora dla 3 réznych
stezen ATP wyznaczono $rednie wartosci K, ktére wynoszg dla MAA, EAA,
PAA, BAA, PEAA odpowiednio 0,15x10% 0,073x10% 1,54x102, 0,5x1072,
0,1x10"2 mmol/l (Tab. 13).

1V

0 I T T T T 1

0 5 10 15 20 25
MAA (mmol/l)

v 20

20

EAA (mmol/l)

Ryc. 38. Krzywe Dixona dla hamowania aktywnosci komercyjnej

Na'/K"-ATPazy przez MAA i EAA.
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Ryc. 39. Krzywe Dixona dla hamowania aktywno$ci komercyjnej

Na'/K'-ATPazy przez PAA, BAA i PEAA.
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Tab. 13. Wartos$ci Ki dla komercyjnej Na'/K*-ATPazy.

Ki (mmol/l) ICsp (mmol/1)
0,15x10° 13

0,073x10? 16

1,54x107 29

0,5%107 38

0,1x107 44

5.5 Wplyw AAA na aktywnos¢ ATPaz w cieniach erytrocytow

szczura i cztowieka

Wszystkie AAA wykazywaly hamujace dziatanie na ATPazy w
cieniach erytrocytow szczura 1 czitowieka. Dzialanie to bylo najsilniej
zaznaczone w przypadku Na*/K*-ATPazy i Ca™-ATPazy (Ryc. 40, Ryc. 41).
Hamujace dzialanie badanych kwasow na Mg™-ATPaze bylo najstabiej
zaznaczone 1 nie zalezato od rodzaju badanego kwasu. Dlatego pomini¢to
ilustracje tego zjawiska.

Podobnie jak w przypadku komercyjnej Na'/K'-ATPazy hamowanie
ATPaz w cieniach erytrocytow szczura 1 czlowieka miato charakter
kompetycyjny (Ryc. 42-51). Sita dzialania hamujacego wyrazona warto$ciami
Ki, malata z dlugoscig tancucha alkilowego, co znalazto wyraz w spadku
bezwzglednej wartosci tego wskaznika (Tab. 14).

W przypadku ATPaz w cieniach erytrocytow szczura i czlowieka
zakres stezen AAA, ktore hamowaly enzym byt znacznie wyzszy niz w
przypadku Na'/K'-ATPazy komercyjnej. Swiadczy to o mniejsze]

wrazliwos$ci enzymow btonowych od enzymu izolowanego.
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ATPazy z ,cieni” erytrocytow szczura byly bardziej wrazliwe od
ATPaz z ,cieni” erytrocytdow cztowieka, na co wskazuje zakres stezen AAA

hamujacych enzymy oraz wartosci K.
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Ryc. 40. Zmiany aktywno$ci Na*/K*/Mg**-ATPazy, Na"/K*-ATPazy oraz

Ca**-ATPazy w obecno$ci AAA w erytrocytach szczura. Pomiary

aktywnosci enzymu wykonano przy stezeniach ATP wynoszacych

1,5 - 2,5 mmol/l. Aktywno$¢ wyjsciowa Na*/K*/Mg**-ATPazy,

NA*/K*-ATPazy i Ca**-ATPazy wynosily odpowiednio 0,3+0,02,

0,2740,02 1 0,12+0,04 umol/mg biatka/min. Kazdy punkt jest srednig

z 3 niezaleznych doswiadczen przy 3 roznych stezeniach ATP.
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Ryc. 41. Zmiany aktywno$ci Na*/K*/Mg**-ATPazy, NA*/K*-ATPazy oraz
Ca’-ATPazy w obecnos$ci AAA w erytrocytach cztowieka. Pomiary
aktywnos$ci enzymu wykonano przy st¢zeniachch ATP wynoszace;j
1,5- 2,5 mmol/l. Aktywno$¢ wyjsciowa Na'/K*/Mg**-ATPazy,
NA*/K*-ATPazy i Ca**-ATPazy wynosily odpowiednio 0,27+0,02,
0,234+0,03 1 0,09+0,02 pmol/mg biatka/min. Kazdy punkt jest $rednia

z 3 niezaleznych doswiadczen przy 3 roznych stezeniach ATP.
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Ryc. 42. Krzywe Dixona dla hamowania Na"/K"/Mg">-ATPazy,
Na'/K*-ATPazy, Ca*>-ATPazy oraz Mg"-ATPazy przez MAA w

»cleniach” erytrocytow szczura.
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Ryc. 43. Krzywe Dixona dla hamowania Na"/K*/Mg"-ATPazy,
Na/K*-ATPazy, Ca™-ATPazy oraz Mg">-ATPazy przez EAA w

,cieniach” erytrocytéw szczura.
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Ryc. 44. Krzywe Dixona dla hamowania Na'/K*/Mg*2-ATPazy,
Na'/K*-ATPazy, Ca™-ATPazy oraz Mg"*-ATPazy przez PAA

w ,,cieniach” erytrocytow szczura.
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-100 % BAA (mmol/l)

Ryc. 45. Krzywe Dixona dla hamowania Na"/K"/Mg"-ATPazy,
Na'/K*-ATPazy, Ca*>-ATPazy oraz Mg"-ATPazy przez BAA

w ,,cieniach” erytrocytow szczura.
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Ryc. 46. Krzywe Dixona dla hamowania Na'/K*/Mg*2-ATPazy,
Na"/K*-ATPazy, Ca™-ATPazy oraz Mg">-ATPazy przez PEAA

w ,,cieniach” erytrocytow szczura.
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Ryc. 47. Krzywe Dixona dla hamowania Na"/K*/Mg">-ATPazy,
Na'/K*-ATPazy, Ca™-ATPazy oraz Mg"2-ATPazy przez MAA

w ,,cieniach” erytrocytow cztowieka.
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Ryec. 48. Krzywe Dixona dla hamowania Na*/K*/Mg*"-ATPazy,
Na'/K*-ATPazy, Ca™-ATPazy oraz Mg"*-ATPazy przez EAA

w ,,cieniach” erytrocytow czlowieka.
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Ryc. 49. Krzywe Dixona dla hamowania Na*/K*/Mg*2-ATPazy,
Na'/K*-ATPazy, Ca™-ATPazy oraz Mg"*-ATPazy przez PAA

w ,,cieniach” erytrocytow czlowieka.
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Ryc. 50. Krzywe Dixona dla hamowania Na"/K*/Mg"*-ATPazy,
Na'/K*-ATPazy, Ca*>-ATPazy oraz Mg"-ATPazy przez BAA

w ,,cieniach” erytrocytow cztowieka.



90

1v 6 ).
4 %
2,

[ T T T T T LY T T T T T T T

-165 -140 115 90 65 40 -15 10 35 60 85 110 135 160

1V 6

N
I

-150 -100 -50 0 50 100 150

-150 -100 -50 0 50 100 150
PEAA (mmol/l)

Ryc. 51. Krzywe Dixona dla hamowania Na"/K*/Mg"*-ATPazy,
Na'/K*-ATPazy, Ca™-ATPazy oraz Mg">-ATPazy przez PEAA

w ,,cieniach” erytrocytow czlowieka.



Tab. 14. Wartos$ci Ki dla ATPazy w cieniach erytrocytow szczura i

cztowieka.
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Cienie erytrocytdw szczura

Ki (mmol/T)

Na'/K"/Mg"-
ATPazy

Na'/K'-ATPazy

Ca™-ATPazy

0,8x10?

1,03x10?

0,32x107

0,68x10?

0,68%10?

0,24x107

0,22x107

0,7x10?

0,22x107

0,4x107

0,24x107

0,09%x102

0,33x107

0,28x107

0,01x107

Ki (mmol/l)

Cienie erytrocytow cztowieka

1,55%10?

1,76x10?

0,55%107

1,25%10?

1,10%10?

0,35x107

0,1x107

0,3x107

0,18x107

0,5%107

0,75%107

0,1x107

0,66x107

1,20x1072

0,01x107
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6. Dyskusja

6.1 Hemolityczne dziatanie EGAE in vivo oraz AAA in vitro

EGAE stanowig liczng grupe zwigzkéw chemicznych o szerokim
zastosowaniu praktycznym. Pomimo ich strukturalnego podobienstwa
toksycznos¢ tych zwigzkow jest zréznicowana. O ile krotkotancuchowe
EGAE, takie jak ME 1 EE, wywieraja dziatanie gonadotoksyczne,
embriotoksyczne 1 teratogennie (Foster 1 wsp. 1987, Ghanayem 1 Chapin
1990, , Tyl 1 wsp., 1984; 1997), o tyle etery dlugotancuchowe, tj. IPE 1 BE
dziataja hemolitycznie (Carpenter 1 wsp., 1956, Grant i wsp., 1984,
Ghanayem 1 wsp., 2000, Ghanayem 1 Sullivan, 1993). Za toksyczno$¢ tych
zwiazkow sg odpowiedzialne ich metabolity, tj. AAA (Ghanayem 1 Sullivan,
1993). Tak wiec toksyczne dziatanie EGAE jest wielokierunkowe.

Badania wlasne potwierdzily zroznicowane dziatanie hemolityczne
poszczegdlnych EGAE. Ponadto, pozwolity okresli¢ dynamike zmian
hematologicznych w zaleznos$ci od dawki eteru 1 czasu jaki uptynat od jego
podania.

Badane etery podawano podskornie w jednorazowych dawkach 2,5 -
10,0 mmol/kg w przypadku ME 1 EE lub 0,625 — 5,0 mmol/kg IPE lub BE. Po
podaniu ME 1 EE zmiany hematologiczne ujawnily si¢ dopiero po
najwyzszych dawkach tych zwigzkéw tj. 10 mmol’kg 1 byly stabo
zaznaczone. Natomiast w przypadku IPE 1 BE dziatanie hemolityczne
obserwowano na kazdym poziomie dawkowania. Po najwyzszych dawkach
tych zwigzkow (2,5 1 5,0 mmol/l) zmiany hematologiczne miaty dramatyczny
przebieg.

Najwczesniej, bo juz po 6 godz. po podaniu IPE lub BE, dochodzito do
,puchniecia” erytrocytow, wyrazonego wzrostem Ht 1 MCV oraz HGB,. W
pozniejszym czasie tj. po 24 godz. stezenie HGB, czyli hemoglobiny

osoczowe] ulegato normalizacji w wyniku jej wydalania przez nerki, co
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zostalo potwierdzone wyrazng hemoglobinuriag zalezng od dawki BE w
pierwsze] dobie doswiadczenia (Starek i1 Jarosz, 2001). Hemoglobinuria byta
nastepstwem fragmentacji btony erytrocytarnej i wewnatrznaczyniowej lizy
tych komorek oraz usuwania uszkodzonych krwinek przez ukiad
siateczkowo-§rodbtonkowy, gléwnie Sledziony. Przemawia za tym wzrost
wzglednej] masy S$ledziony obserwowany po podaniu BE (Burkhart 1
Donovan, 1998, Dill i wsp., 1998). Konsekwencja wyraznej hemolizy byt
spadek hematokrytu i stgzenia hemoglobiny we krwi 1 w krwinkach (MCHC)
(Bartnik 1 wsp., 1987, Starek 1 Jarosz, 2001, Starek 1 wsp., 2002).

Zmiany hematologiczne byly najsilniej zaznaczone po 24 godz. od
podania badanych zwigzkéw, co koresponduje z maksymalng wydajnoscig
przemiany EGAE do AAA (Ghanayem 1 wsp., 1987).

Konsekwencja opisanych zmian hematologicznych byta niedokrwisto$¢
polichromatyczna, makrocytowa i regeneracyjna manifestujgca si¢ wzrostem
liczby retikulocytéw we krwi obwodowej (Udden, 2000, Starek i Jarosz,
2001). Na przebieg proceséw regeneracyjnych w ukladzie krwiotwoérczym w
ostrej niedokrwistosci  hemolityczne; indukowanej eterami glikolu
etylenowego wskazuja zmiany makroskopowe w $ledzionie (hematopoeza
pozaszpikowa) 1 szpiku kostnym w postaci hiperplazji sktadnikow
erytroidalnych, co manifestowato si¢ obecnoscig erytroblastow we krwi
obwodowej (Breslin i wsp., 1991; Starek 1 wsp., 2006).

Wigkszo§¢ zmian hematologicznych po jednorazowym podaniu IPE
byta odwracalna dopiero po 25 dniach po jego podaniu, chociaz wzrost MCV
utrzymywat si¢ dtuzej, prawdopodobnie z powodu wybiorczej hemolizy
erytrocytow starszych na co wskazywali Carpenter i wsp. (1956) 1 pojawienia
si¢ populacji mtodych krwinek. Dodatkowo mlode krwinki produkowane w
czasie remisji zawieraly wigecej hemoglobiny, stad utrzymujacy si¢ w czasie
wzrost wartosci MCH (Grant 1 wsp., 1985).

Wyniki badan wlasnych znajduja potwierdzenie w badaniach

Ghanayema 1 wsp. (2001), ktoérzy podawali szczurom BE dozoladkowo w
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jednorazowej dawce 250 mg/kg (2 mmol/kg). W 4 godz. po podaniu tego
zwigzku oprocz zmian hematologicznych w postaci redukcji RBC, spadku Ht
1 HGB oraz wzrostu MCV 1 MCH obserwowali rowniez wzrost liczby ptytek
krwi. Znaczny wzrost liczby tych komorek zbiega si¢ w czasie z
maksymalnymi zmianami pozostalych wskaznikow hematologicznych
migdzy 4-24 godz. po podaniu BE. Liza krwinek powoduje uwalnianie
czynnikdw krzepnigcia oraz wzrost tendencji erytrocytow do rulonizacji i
agregacji. Zasugerowano, ze zjawisko to prowadzi do powstawania wtoérnych
zmian patologicznych pod postacig zakrzepicy w takich narzadach jak pluca,
watroba, serce, narzad wzroku 1 uktad kostny (Ezov 1 wsp., 2002).

Zmiany hematologiczne obserwowane w badaniach wtasnych in vivo u
szczurOw samcoOw sg potwierdzeniem tezy Nitter-Hauge (1970), iz utlenianie
EGAE do AAA w przypadku BE jest odpowiedzialne za te zmiany.
Natomiast ME 1 EE, obok utleniania do AAA, s3 cze$ciowo metabolizowane
do glikolu etylenowego Ponadto, szybko$¢ metabolizmu tych ostatnich
zwigzkow jest mniejsza od szybkos$ci utleniania IPE 1 BE do odpowiednich
AAA. Dlatego u szczurow ktorym podano ME lub EE nie obserwowano
zmian hematologicznych, ktére wystepowaly po podaniu IPE lub BE.

Przeprowadzone badania wyraznie roznicuja EGAE pod wzgledem sity
hemolitycznego dziatania in vivo. Zgodnie z oczekiwaniami BE wywieral
najsilniejsze dziatanie hemolityczne u szczuréw. Byl on odpowiednio 8- 1 4-
krotnie silniejszym czynnikiem hemolitycznym w poréwnaniu z ME 1 EE 1
nieistotnie aktywny od IPE. Pozwala to na uszeregowanie badanych eterow w
kolejnosci rosnacej aktywnos$ci hemolitycznej ME<EE<IPE=BE (Starek 1
wsp., 2002, Starek 1 wsp., 2004).

Wyniki badan wlasnych wskazuja, ze sita hemolitycznego dziatania
EGAE zalezy od wielkos$ci czasteczek tych zwigzkdw wyrazonej m. in. masg
czasteczkowa. Masa czgsteczkowa rosnie wraz ze wzrostem dhlugosci
tancucha weglowego w grupie alkoksylowej. Poniewaz wzrost diugosci

tancucha alkilowego EGAE prowadzi do wzrostu lipofilowosci tych
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zwigzkdw, dlatego mozna sugerowac, ze sita hemolitycznego dzialania EGAE
in vivo koreluje dodatnio z ich lipofilowoscig (Starek 1 wsp., 2002).

Istnieje mozliwos¢ przeciwdziataniu hemolitycznemu dziataniu EGAE
in vivo. Polega to na hamowaniu procesu utleniania EGAE do AAA przez
inhibitory ADH Iub ALDH, co powoduje uruchomienie alternatywnej drogi
metaboliczne] tj. sprzegania zwigzkow macierzystych z kwasem
glikuronowym 1 siarkowym, a nastgpnie wydalanie powstalych koniugatow
przez nerki (Ghanayem i1 wsp., 1987; Medinsky 1 wsp., 1990).

W  niniejszej pracy oceniono ochronne dzialanie etanolu,
metylopirazolu 1 pirazolu, jako czynnikéw hamujacych pierwsza faze
utleniania EGAE w ostrym zatruciu BE, jako substancja modelowa.

Uzyskane wyniki potwierdzity role aktywacji metabolicznej BE w
hematotoksycznos$ci tego zwigzku na co wskazywali rdwniez inni autorzy
(Carpenter 1 wsp., 1956; Ghanayem, 1989; Ghanayem 1 Sullivan, 1993).

Alkohole alifatyczne jednohydroksylowe s3 substratami ADH
konkurencyjnymi wzgledem EGAE, a ich powinowactwo do enzymu jest
znacznie wyzsze niz badanych eteréw (Romer 1 wsp., 1985).

W doswiadczeniu przeprowadzonym na szczurach jedynie dwukrotne
podanie etanolu per os 15 min przed i1 3 godz. po podskérnym wstrzyknigciu
BE w dawce 1,25 mmol/kg chronito erytrocyty przed hemolizg. Jednorazowe
podanie etanolu 15 min. przed wstrzyknigciem BE nie bylo juz tak skuteczne
1 powodowato tylko cze$ciowa ochrone krwinek. W pierwszym modelu
doswiadczenia, bezposrednie dziatanie etanolu na ADH nakltadato si¢ na
maksymalng przemian¢ BE do BAA, ktéra nastepuje po 10-30 min. po
podaniu tego zwiazku (Corley 1 wsp., 1994; 2005).

Rowniez MP 1 PY jako inhibitory ADH wykazywaly wyrazny efekt
ochronny u szczurow, ktorym podano BE droga podskorng. Dziatanie
protekcyjne obu inhibitoréw zalezato od ich dawki. MP 1 PY w zakresie
dawek 0.09 — 0.36 mmol/kg, podane rownoczesnie z BE, catkowicie znosity

jego hemolityczne dziatanie. Hemoliza pojawita si¢ dopiero po podaniu MP
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lub PY w najnizszych dawkach tj. 0,045 mmol/kg. W przypadku podania tych
zwigzkéw dwie godziny po wstrzyknieciu BE nie obserwowano ich
ochronnego dzialania poniewaz juz wcze$niej doszto do utlenienia BE do
BAA (Starek 1 wsp., 2007). Mozna przypuszczaé, ze szybko$¢ blokowania
ADH przez MP 1 PY jest podobna do szybko$ci przemiany BE do BAA.
Wydaje si¢ to wskazywa¢ na podobng szybko$¢ osiggania centrum
katalitycznego enzymu przez substrat 1 inhibitory.

Tak wigc brak protekcji w zastosowanym modelu do§wiadczenia jest
zwigzany z toksykokinetyka BE. Zwigzek ten bowiem, podobnie jak
pozostale EGAE, jest szybko metabolizowany do BAA, ktéry osiaga
maksymalne st¢zenie we krwi obwodowej juz po 10 — 30 min po jego
dozylnym lub dootrzewnowym podaniu (Corley 1 wsp., 1994; 2005).
Potwierdzaja to réwniez wyniki badan Ghanayema i wsp. (1987) nad rolg
cyjanamidu (inhibitora ALDH) w metabolizmie BE u szczuréw. Po iniekcji
cyjanamidu w dawce 50 mg/kg pdt godziny przed podaniem BE per os w
dawce 500 mg/kg nie obserwowano dziatania ochronnego, a stopien hemolizy
1 innych zmian toksycznych byt tak duzy, ze prowadzit do $mierci zwierzat.

Na celowos$¢ stosowania inhibitorow ADH w leczeniu ostrych zatrué¢
BE wskazali Burkhat 1 wsp. (1998) na przyktadzie 19-letniego mezczyzny, u
ktorego w trakcie leczenia poczatkowej fazy zatrucia tym zwigzkiem,
zastosowano tylko hemodialize. W konsekwencji doszto do powaznych zmian
neurologicznych, obserwowanych po przebytym zatruciu.

Uzyskane dane pokazuja, iz MP 1 PY moga zmniejsza¢ metaboliczne
konsekwencje zatrucia BE wyrazone kwasica metaboliczng 1 hemolizg.
Ponadto, zwiazki te podane odpowiednio wcze$nie, mogg mieé terapeutyczne
znaczenie w czasie przebiegu ostrego zatrucia BE lub innymi EGAE. Sugestia
ta jest zgodna z danymi, ktore wskazuja, ze MP jest skutecznym inhibitorem
kompetycyjnym ADH, zwtaszcza ADH-1 1 ADH-2 w watrobie szczuréw oraz
ADH-1, ADH-3 i ADH-4 w skorze tych zwierzat (Lockley 1 wsp., 2005).
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Nalezy nadmieni¢, ze podanie MP skojarzone z hemodializa jest
potwierdzonym, bezpiecznym postepowaniem ratowniczo-leczniczym,
stosowanym w ostrych zatruciach glikolem etylenowym i1 metanolem (Girault
1 wsp., 1999; Aakervik i wsp., 2002).

Model leczenia ostrego zatrucia EGAE z zastosowaniem MP lub PY
jest obecnie czg$ciej stosowany, niz podawanie etanolu jako odtrutki, rowniez
ze wzgledu na jego toksyczne dziatanie na osrodkowy uktad nerwowy.
Ponadto, metabolizm etanolu jest zwigzany z generowaniem reaktywnych
form tlenu (ROS), ktore mogg wywolywac¢ wielouktadowe zmiany toksyczne
w organizmie. Dlatego terapia etanolowa wymaga monitorowania stg¢zenia
tego zwigzku w surowicy pacjenta na co zwracajag uwage liczni autorzy
(Brent, 2001; Paez i wsp., 2004).

Podsumowywujac, mozna stwierdzi¢, ze zahamowanie przemiany BE
do BAA za pomocg etanolu, MP lub PY chroni erytrocyty przed hemoliza.
Fakt ten mozna z powodzeniem wykorzystywac¢ w toksykologii klinicznej w
celu ratowania lub leczenia ludzi zatrutych IPE lub BE. Zwiazki te bowiem
wywieraja silne dziatanie hemolityczne oraz powoduja ciezka kwasice
metaboliczna.

Wyniki badan nad hemolitycznym dziataniem EGAE in vivo znalazty
potwierdzenie w badaniach in vifro. W badaniach tych wykazano, ze AAA,
bedace metabolitami EGAE, bezposrednio dziataja hemolitycznie na
erytrocyty szczura i cztowieka. Same EGAE nie dziataja hemolitycznie na
krwinki szczura (Ghanayem, 1989). Ghaneyem (1989) wykazat, ze w czasie
inkubacji erytrocytow szczura z BE w zakresie stezen 5-20 mmol/l hemoliza
pojawita si¢ tylko przy najwyzszym stezeniu tego zwigzku (20 mmol/l).
Nizsze stezenia powodowaty jedynie niewielki wzrost Ht. Stopien nasilenia
zmian w erytrocytach nie korelowat ze stezeniem BE ani czasem narazenia, a
sama hemoliza byla niespecyficzng odpowiedzig krwinek na dzialanie
badanego eteru. Ponadto, w czasie inkubacji erytrocytow szczura z BE nie

obserwowano ,,puchnigcia” krwinek.
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W badaniach wlasnych dziatanie hemolityczne AAA manifestowato si¢
redukcjg RBC i Ht oraz wzrostem MCV.

Poszczegdlne AAA r6znity si¢ sitg hemolitycznego dziatania wyrazong
wartos$ciami stezen efektywnych ECsy. Warto$ci tego parametru malaly wraz
ze wzrostem lipofilowosci (Log P) 1 spadkiem kwasowosci (pKa) badanych
AAA. Wartosci Log P dla MAA, EAA, PAA, BAA 1 PEAA wynosity
odpowiednio -0,91, -0,27, 0,18, 0,67 1 1,15, podczas gdy pKa tych kwasow
stopniowo rosty osiggajac warto$ci wynoszace odpowiednio 3,46, 3,52,
3,98, 3,93, 4,0 (Genium’s, 1999).

Wyniki niniejszej pracy wskazuja, ze sita dziatania hemolitycznego
AAA ro$nie wraz ze wzrostem lipofilowosci 1 spadkiem kwasowosci tych
zwigzkdéw, co znalazto odzwierciedlenie w ujemnych korelacjach liniowych
pomiedzy ECsy 1 Log P lub pKa zwlaszcza w przypadku erytrocytéw szczura.
Jest to uzasadnione faktem tatwiejszego pokonywania lipoproteinowych bton
komoérkowych przez ksenobiotyki wraz ze wzrostem ich lipofilowosci 1
zasadowosci.

Zgodnie z hipoteza podziatu wg pH spadek kwasowosci w przypadku
stabych elektrolitow do ktorych naleza AAA, zwigksza udzial
niezdysocjowanych czasteczek tych kwaséw w procesie ich przechodzenia
przez btong erytrocytarng, co moze skutkowa¢ wzrostem zaburzen btonowych
1 w konsekwencji hemoliza krwinek. Wydaje si¢, ze hipoteza ta znajduje
czeSciowe potwierdzenia w wynikach badan Uddena 1 Pattona (2005), ktorzy
stwierdzili trwate zmiany wartosci MCV w erytrocytach szczura poddanych
dzialaniu BAA pomimo usunigcia tego zwigzku z medium hodowlanego na
drodze wymywania. W konkluzji mozna stwierdzi¢, ze wyniki badan nad sitg
hemolitycznego dzialania AAA in vitro potwierdzajg roéznice tego dzialania
EGAE in vivo. Tak wigc wyniki badan nad hemolitycznym dziataniem EGAE
in vivo 1 AAA in vitro wydajg si¢ by¢ spojne.

Wyniki badan wtasnych in vitro pod wzgledem jako§ciowym sg na ogo6t

zbiezne z danymi Ghanayem’a 1 wsp. (1989), ktorzy stwierdzili zaleznos¢
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pomiedzy sitg hemolitycznego dzialania AAA in vitro na erytrocyty szczura a
strukturg tych zwiazkow. Zgodnie z danymi cytowanych Autoréw lista
rankingowa AAA wedlug malejacej sily dziatania hemolitycznego jest
nastepujaca: BAA>PAA>PEAA>EAA>MAA. Interesujagcym spostrzezeniem
cytowanych Autorow jest to, ze stezenie BAA znakowanego '“C pozostawato
stosunkowo state w osoczu krwi, natomiast rosto w erytrocytach w funkcji
czasu. Wzrost ten przebiegal rownolegle ze wzrostem MCV. Inkubacja
erytrocytow szczura z BAA przez 30 min., a nastgpnie usuniecie tego kwasu
przez dwukrotne przemycie erytrocytdow 1 dalszg inkubacje otrzymanych
krwinek nie zmniejszato stopnia puchnig¢cia erytrocytow.

Ponadto, wrazliwos$¢ erytrocytéw na EGAE in vivo oraz na AAA in
vitro wykazuje roznice gatunkowe (Ghanayem 1 Sullivan, 1993, Udden 1
Patton, 1994). Wykazano bowiem, ze erytrocyty szczurOw, myszy,
chomikow, krolikow 1 pawiandow s3a bardziej wrazliwe na hemolityczne
dziatanie BAA niz krwinek pochodzacych od §winek morskich, psow, kotow,
a takze cztowieka (Ghanayem 1 Sullivan, 1993). Zagadnienie to bylo tylko
czeSciowo przedmiotem badan w niniejsze] pracy poniewaz obejmowata
jedynie dwa gatunki.

Udden (2002) badajac wrazliwos¢ erytrocytow ludzkich na BAA in
vitro stwierdzil, ze jest ona okoto 100-krotnie mniejsza w poréwnaniu z
erytrocytami szczura. Natomiast w badaniach wlasnych wykazano, ze
erytrocyty ludzkie sg okoto 10-krotnie mniej podatne na hemolize od
erytrocytow szczura. Rozbiezno$¢ ta wynika z réznic warunkow w jakich
prowadzono doswiadczenia oraz rodzaju 1 czuloSci zastosowanych
wskaznikow okreslajacych hemolityczne dziatanie BAA. Udden badat 10%
zawiesing erytrocytow, natomiast we wlasnych badaniach stosowano
zawiesing 20%. Kryteriami hemolitycznego dziatania jakie przyjal Udden
byly: stopien odksztalcania (ang. deformability) erytrocytow, MCV 1
oporno$¢ osmotyczna krwinek oraz zmiany elektrolitowe w krwinkach.

Ponadto autor ten ocenial subhemolityczne dzialanie BAA stosujgc bardzo
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niskie stezenia tego zwigzku. W badaniach wlasnych oceniono dziatanie
hemolityczne na podstawie zmianach liczby RBC, Ht 1 MCV w zakresie
stezen AAA dziatajacych hemolitycznie.

Stosunkowo mata wrazliwo$¢ erytrocytow ludzkich na BAA, nie
przesadza o braku ryzyka wystgpienia niedokrwistosci hemolitycznej u
zdrowych 0séb narazonych na dziatanie BE. Swiadczy o tym kazuistyka
zatru¢ tym eterem (Rambourg — Schepens 1 wsp., 1988; Gijsenbergh 1 wsp.,
1989; Litovitz 1 wsp., 1990; Bauer 1 wsp., 1992). Ponadto istnieja osoby, u
ktorych ryzyko wystgpienia niedokrwistosci hemolitycznej jest wigksze niz w
populacji generalnej. Sg to osobnicy z takimi zaburzeniami, jak dziedziczna
sferocytoza, = niedobor  dehydrogenazy  glukozo-6-fosforanowej 1
niedokrwisto$¢ sierpowata. Do grupy podwyzszonego ryzyka niedokrwistosci
hemolitycznej mozna zaliczy¢ rdwniez osoby starsze. Wykazano bowiem, ze
erytrocyty starsze sg bardziej podatne na hemolize¢ niz erytrocyty miodsze
(Ghanayem 1 wsp., 1987; 1990). Uwaza si¢, ze przyczyng tego zjawiska sg
roznice biochemiczne 1 biofizyczne wynikajace z wieku erytrocytow.
Erytrocyty starsze cechuja si¢ nizsza aktywnoscig takich enzyméw jak
heksokinaza, dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa, dyzmutaza
ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa, transferaza glutationowa 1
katalaza, nizszym stgzeniem GSH, ATP, 2,3-difosfoglicerynianu oraz
wyzszym stezeniem produktéw peroksydacji lipidow, takich jak dialdehyd
malonowy 1 nadtlenki lipidowe (Detraglia 1 wsp., 1974, Kaneko, 1974,
Abraham 1 wsp., 1978; Glass 1 Gershon, 1984; Yargicoglu 1 wsp., 2001).
Ponadto wraz z wiekiem wzrasta tamliwo$¢ 1 spada oporno$¢ osmotyczna
krwinek (Shiga i wsp., 1979).

Mozliwe, ze istniejgce roznice biochemiczne oraz rdznice szybkosSci
transportu jonéw przez btong komorkowa pomiedzy erytrocytami szczura i
cztowieka moga by¢ czesciowym wyjasnieniem roéznic wrazliwosci tych

komorek na hemolityczne dziatanie AAA.
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Wykazano rowniez réznice w wykrzepianiu wewnatrznaczyniowym
pod wptywem BE, zalezne od wieku. Stwierdzono mniejszg wrazliwos¢
szczuroOw 6 tyg. w porownaniu ze szczurami 12 tyg. (Ramot i wsp., 2007).

Potwierdzeniem zalezno$ci pomiedzy wrazliwoscig erytrocytow 1 ich
wiekiem sg wyniki doswiadczen in vivo Ghanayem’a 1 wsp. (1987; 1990),
ktorzy podawali szczurom starszym (9-13 tygodni) 1 mlodszym (4-5 tygodni)
BE w dawce 250 mg/kg. U szczurdéw starszych obserwowali bardziej nasilong
hemoliz¢ niz u szczurow miodszych. Autorzy ci stwierdzili, ze zjawisko to
nie bylo spowodowane roéznicami toksykokinetycznymi BE, zaleznymi od
wieku.

Jak wyzej nadmieniono, aktywno$¢ hemolityczna EGEA in vivo oraz
AAA in vitro jest $cisle zwigzana z budowg chemiczng 1 wlasciwosciami
fizyko-chemicznymi badanych substancji. Chociaz badane zwiazki r6znig si¢
pomigdzy sobg jedynie dlugoscig tancucha alkilowego, to roznica ta ma
istotny wplyw na takie parametry fizyko-chemiczne, jak lipofilowos¢
wyrazona wartosciami Log P oraz kwasowos$¢, ktorej miarg sg wartosci pKa.
Wiadomo, ze dlugos¢ tancucha alkilowego lub ugrupowan alkilowych w
czasteczkach réznych zwigzkéw zwicksza lipofilowos¢, natomiast w
przypadku kwasdéw karboksylowych wyraznie ostabia kwasowos¢.

Istniejagce  roznice  we  wilasciwosciach  fizyko-chemicznych
ksenobiotykow maja istotny wplyw na ich toksycznos$¢. Pozwala to na
konstruowanie ilo§ciowych zalezno$ci pomigdzy strukturg i aktywnos$cig w
wymiarze jakosciowym (SAR) lub ilosciowym (QSAR). Jest to przykiad
komputerowego modelowania toksyczno$ci, ktora ma istotne znaczenie w
przewidywaniu toksycznosci nowych zwigzkéw na zasadzie podobienstwa do
znanych ksenobiotykow (Gerner 1 Schlede, 2002).

Do analizy QSAR brane sg pod uwage zar6wno substancje o szerokim
spektrum dzialania toksycznego i1 rdznorodnej budowie chemicznej jaki 1

substancje podobne strukturalnie, o podobnym mechanizmie dzialania, a nie
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koniecznie o podobnej budowie chemicznej (Barratt i wsp., 1995; Cronin,
2002).

W komputerowym modelowaniu toksyczno$ci stosunkowo duzg
trudno$¢ sprawiajg substancje o podobnej budowie 1 podobnych
wlasciwosciach fizyko-chemicznych, ktéore wykazuja rézne mechanizmy
dziatania. Dlatego préby wprowadzenia analiz QSAR do toksykologii nie
zakonczyly si¢ pelnym sukcesem (Worth 1 Balls, 2002).

Dla potrzeb notyfikacji nowych substancji chemicznych, w ostatnich
latach rozwinat si¢ kierunek tzw. wnioskowania ,,read-across” o toksycznosci
danego zwiazku na podstawie podobienstwa cech strukturalnych i fizyko-
chemicznych do grupy zwigzkéw o znanej toksyczno$ci. Znajac toksycznosé
wielu substancji danego szeregu homologicznego mozna z duzym
prawdopodobienstwem okresli¢ toksyczno$¢ substancji wystepujace] w
dowolnym miejscu tego szeregu (Combes 1 wsp., 2003, Knight 1 Breheny,
2002).

W badaniach wlasnych podjeto probe analizy zalezno$ci pomiedzy
warto$ciami ECso AAA 1 ich wartosciami Log P 1 pKa. Stwierdzono wyraznie
ujemne korelacje liniowe wskazujac, ze sita dziatania hemolitycznego tych
zwigzkow rosnie z lipofilowoscia 1 spadkiem kwasowosci. Obserwacja ta jest

spoOjna z hipoteza podziatu wg pH oraz prawami dyfuzji bierne;.

6.2 Mechanizmy hemolitycznego dziatania EGAE

Izolacje¢ erytrocytow szczurzych lub ludzkich z krwi pelnej
przeprowadzono metoda kolumnowa wg Beutler’a, za$§ cienie erytrocytow
szczura 1 czlowieka preparowano metoda Dick’a. Uzyskane cienie
erytrocytarne stosowano do oceny wptywu AAA na aktywno$¢ ATPaz in

vitro.
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Pomimo sugestii, ze hemolityczne dzialanie EGAE in vivo lub AAA in
vitro moze by¢ zwigzane z hamowaniem aktywno$ci ATPaz (Udden, 2002) w
dostepnym piSmiennictwie nie ma empirycznych danych na ten temat.

Wiadomo, ze transport jondéw przez blony erytrocytarne jest procesem
wymagajagcym udziatlu energii dostarczanej z rozpadu ATP. Dlatego
nalezaloby si¢ spodziewaé, ze zahamowanie aktywnos$ci ATPaz przez AAA
spowoduje wzrost poziomu ATP w krwinkach. Sugestia ta nie znalazla
potwierdzenia w badaniach Ghanayem’a (1989), ktéry obserwowat spadek
poziomu ATP w erytrocytach w wyniku dzialania BAA oraz ochrong
erytrocytow przed hemolizg przez ten nukleotyd pochodzenia egzogennego. Z
drugiej strony, spadek poziomu ATP moze by¢ zwigzany z wyciekiem Mg** z
krwinki, co ujemnie wptywa na proces glikolizy (Ghanayem 1 wsp., 1992).

Ponadto, jednym ze wskaznikéw efektywnos$ci dzialania pomp blonowych
jest transport jonow przez bton¢ komodrkowa i utrzymywanie réwnowagi
jonowej komorki. Stad zbyt niski poziom ATP w krwinkach powoduje
obnizenie aktywnosci Na'/K'-ATPazy czego wynikiem moze by¢ wzrost
stezenia sodu 1 wody w erytrocycie.

W badaniach wtasnych wykazano réznice aktywno$ci wszystkich trzech
ATPaz tj. Na*/K*/Mg**-ATPazy (ATPaza catkowita), Ca**-ATPazy i Na"/K"-
ATPazy w cieniach erytrocytow szczura 1 czlowieka. Aktywnos¢
Na"/K*/Mg**-ATPazy byla wyzsza od Na"/K*-ATPazy, a ta wyzsza od Ca*'-
ATPazy. Wyniki te znajduja potwierdzenie w danych z piSmiennictwa
(Yucebilgic 1 wsp., 2003). Aktywnosci ATPaz w cieniach erytrocytow
szczura byla wyraznie wyzsza od aktywnos$ci tych enzymoé6w w cieniach
erytrocytow czlowieka.

ATPazy w cieniach erytrocytéw ludzkich byty wyraznie mniej podatne na
inhibicyjne dzialanie AAA w porownaniu z ATPazami w erytrocytach
szczurzych.

Podsumowywujac, mozna stwierdzi¢, ze zastosowane metody badawcze

pozwolily na wykazanie zaleznosci pomigdzy hamujagcym dziataniem AAA a
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rodzajem ATPazy. Ca’-ATPaza i Na'/K'-ATPaza okazaly si¢ bardziej
wrazliwe na inhibicyjne dziatanie AAA niz Mg?*-ATPaza. By¢ moze jest to
zwigzane z chelatujagcym dzialaniem AAA na jony Ca** i Mg?*', ktore
aktywuja te enzymy. Dziatanie to jest wielokrotnie silniejsze w przypadku
jonow Ca?" niz Mg?*, co wykazano w badaniach in vitro (Starek i Nowak,
20006).

Dotychczas nie okreslono mechanizmu(6éw) hemolitycznego dziatania
EGAE.

Udden (2002) wykazal, ze w czasie inkubacji erytrocytow szczura lub
erytrocytow cztowieka z BAA nastepuje wzrost stezenia Na® w krwinkach. W
tych warunkach komorka transportuje K na zewnatrz oraz pobiera wode, aby
ponownie doprowadzi¢ do stanu rownowagi jonowej. Dlatego dochodzi do
»puchniecia” krwinki, a nastgpnie jej lizy. Na podstawie tych obserwacji
Autor zasugerowat mozliwo$¢ zmian aktywno$ci ATPaz blonowych, co moze
zaburzac transport wody 1 elektrolitow do komorki oraz homeostaze jonowa.

Ponadto, we wczesniejszych pracach wykazano, ze BAA powoduje spadek
poziomu ATP w erytrocytach przy braku zmian aktywno$ci dehydrogenazy
glukozo—6—fosforanowej 1 stezenia zredukowanego glutationu. Dodatek
egzogennego ATP przeciwdziala hemolizie in vitro (Ghanayem, 1989).
Jednak nie wiadomo czy spadek ATP jest pierwotnym czy wtérnym efektem
dziatania BAA. Sugeruje si¢, ze spadek poziomu tego nukleotydu moze by¢
wynikiem dwoch mechanizméw. Pierwszy z nich ma polega¢ na
uposledzeniu syntezy ATP. Jesli ta hipoteza jest prawdziwa to oznaczaloby,
ze ,puchnigcie” krwinek jest efektem wtornym wzgledem deficytu
energetycznego komorki. Drugi z mechanizmdéw moze polega¢ na interakcji
BAA z blong erytrocytarng, a zwtaszcza z ATPazami, ktérej konsekwencja
jest zaburzenie rownowagi osmotycznej komorki. W tym przypadku catosé
endogennego ATP jest wykorzystywana do utrzymania integralnosci btony

komorkowej 1 homeostazy elektrolitowe;.
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Udden 1 Patton (2005) przeprowadzili szereg doswiadczen, podczas
ktorych badali mechanizmy hemolitycznego dziatania BAA w obecnosci
roznych zwigzkéw. W celu okreslenia wptywu BAA na btong erytrocytarng
Autorzy inkubowali erytrocyty szczura z BAA o niskim stezeniu w obecnosci
sacharozy, ktora powodowata obnizenie MCV krwinek 1 chronita je przed
hemolizg. Z kolei inkubacja erytrocytdéw szczura z sacharoza 1 BAA o
wysokim stezeniu, a nastgpnie usuniecie BAA z buforu nie przeciwdziatalo
hemolizie. Wyniki tego doswiadczenia wskazujg, Ze ochronne dzialanie
sacharozy nie byto zwigzane z jej hamujacym dziataniem na BAA. Kwas ten
zwigkszal przepuszczalnos¢ btony komorkowe; co prowadzito do
,puchniecia” krwinek.

Zbadano rowniez wplyw Na' i K na powstawanie sferocytow w czasie
inkubacji erytrocytow szczura z BAA. W badaniach tych zastgpienie sodu
przez potas spowodowalo 70-80% redukcje hemolizy erytrocytow w
obecnosci BAA. Rowniez wartos¢ MCV byta wigksza, gdy krwinki byty
inkubowane w medium zawierajacym BAA (1,0-2,0 mmol/l) oraz wysokie
stezenie Na' i niskie stezenie K*. Wydaje sie, ze potwierdza to wcze$niejsze
badania Udden’a (2002) o wplywie BAA na przechodzenie sodu do wnetrza
komorki.

Oceniono rowniez wplyw jonow wapnia 1 magnezu na hemoliz¢ krwinek
indukowang przez BAA o stezeniu 2,0 mmol/l in vitro. Wapn wyraznie
zmniejszal hemolize erytrocytow, a jego chelatowanie za pomocg EGTA
nasilato hemolizg.

O ile wapn chronit erytrocyty przed hemolizg o tyle magnez nie wywierat
zadnego dziatania ochronnego. Potwierdzeniem tego jest doswiadczenie
Udden’a (1998), w ktérym magnez nie zmniejszal hemolizy erytrocytow
szczura w obecno$ci BAA in vitro. Wydaje si¢, ze wyniki badan wiasnych w
ktorych nie obserwowano wyraznego hamujacego dziatania AAA na

aktywno$¢ Mg?*-ATPazy s3 spdjne z danymi cytowanej pracy.
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Istniejg przypuszczenia, ze erytrocyty w obecno$ci wapnia powoli
zwickszaja swoja objetoS¢ poniewaz wapn pozwala na rozpoczgcie
kompensacyjnego ruchu kationdéw przez btone komodrkowa, co hamuje
hemolize. Uwaza sig, ze przy braku wapnia w medium inkubacyjnym krwinki
szybko ,,puchng” 1 pekaja (O’Rear 1 wsp, 1982, Noji i wsp., 1987).

Wapn moze hamowaé dzialanie BAA bezposrednio tzn. przez jego
kompleksownie lub przez utworzenie potaczenia w miejscu reakcji na blonie
komorkowej. Istnieje hipoteza, ze opdznienie hemolizy przez wapn zwigzane
jest z aktywacja kanatu Gardosa. Jest to kanal potasowy, aktywowany przez
wapn dostajacy si¢ do wnetrza komoérki (Gardos, 1958). Kanal ten jest
specyficznie hamowany przez charybdotoksyne, skladnik jadu skorpiona
(Wolff 1 wsp., 2001). W przeprowadzonym doswiadczeniu tylko 5%
erytrocytow uleglo hemolizie podczas ich inkubacji z BAA w obecnosci
wapnia. Hemolityczne dzialanie BAA na erytrocyty szczura zawieszone w
buforze zawierajacym wapn byla wyraznie nasilone w obecnoSci
charybdotoksyny. Dodanie charybdotoksyny do medium inkubacyjnego
spowodowato taki stopien hemolizy jak w czasie inkubacji erytrocytow
szczura z BAA bez dodatku wapnia lub w obecnosci wapnia i EGTA.
Swiadczy to, ze wapn opdznia hemolize krwinek przez wplyw na zawartosé
kationow w ich wnetrzu, co jest mediowane przez kanat Gardosa (Udden 1
Patton, 2005).

Jednak efekt ochronny wapnia jest procesem bardziej ztozonym. Udden
(1998) zaobserwowal, ze w czasie inkubacji erytrocytow szczura z BAA w
obecnos$ci wapnia nastgpuje spadek hemolizy z 60 do 5%. Z drugiej strony
inkubacja erytrocytow szczura z BAA w obecnosci Ca?" oraz chininy, blokera
kanatu potasowego, hamowata hemoliz¢ o 90%.

Jak wida¢, wapn wywiera jedynie przejsciowe dzialanie ochronne, a
oprocz kanatu Gardosa rowniez inne kanaly jonowe biorg udziat w ochronie

krwinek przed hemolizg indukowang przez BAA.



107

Spostrzezenia na temat zaburzen homeostazy wapniowej pod wplywem
AAA wydaja si¢ by¢ spojne z wynikami badan Hobsona i wsp. (1986).
Cytowani Autorzy obserwowali zwigkszone dobowe wydalanie wapnia z
moczem u $winek morskich podprzewlekle narazonych na ME.

Z drugiej strony przetadowanie wapniem komorek innych niz erytrocyty
powoduje uszkodzenie mitochondriow, zahamowanie oksydatywne;j
fosforylacji 1 spadek syntezy ATP w wyniku aktywacji enzymow
katabolicznych takich jak proteazy lub fosfolipazy, ktére moga uszkadzaé
biatka cytoszkieletu komorki (Orrenius 1 Nicotera, 1987). Majac na uwadze te
dane Ghanayem 1 Chapin (1990; 1996) podjeli probe oceny wplywu tzw.
blokeréw kanalow wapniowych na toksycznos¢ ME 1 BE. Autorzy Ci
udowodnili, ze werapamil 1 diltiazem, blokery kanaléw wapniowych,
ostabiajg dziatanie toksyczne ME i1 BE. Mechanizm dziatania protekcyjnego
wymienionych lekéw nie zostal do konca poznany.

Blokery kanatow wapniowych hamujg nadmierny wzrost st¢zenia jonow
wapnia w cytozolu przez ograniczenie jego wchtaniania do komorki lub przez
przeciwdziatanie mobilizacji wapnia z mitochondriow 1 siateczki
sarkoplazmatycznej (Hesketh, 1985, Needlemani wsp., 1985). Leki te moga
utrzymywaé wysokie poziomy makrofosforandbw w komodrce oraz moga
zapobiega¢  nadmiernej  aktywacji  enzymow  proteolitycznych 1
fosfolitycznych, ktore powoduja uszkodzenie komorki (Orrenius 1 Nicotera,
1987).

Alternatywnie ochronne dziatanie blokeréw kanatéw wapniowych moze
by¢ zwigzane z hamowaniem fosfodiesterazy cAMP, interakcje =z
kalmoduling 1 biatkami kurczliwymi, bezposrednig ochrong mitochondridéw,
zahamowaniem Na'/K™-ATPazy i bezposrednim dzialaniem na btony
komorkowe. Sugerowano rowniez hamujacy wpltyw werapamilu 1 diltiazemu
na metabolizm BE (Andersson, 1986, Schwarz i wsp., 1981).

Ponadto, nalezy pamigtaé, ze wzrost stezenia wapnia w komorce

powoduje przemieszczenie fosfatydyloseryny z wewng¢trznej warstwy btony
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fofolipidowej do warstwy zewnetrznej. Podczas inkubacji erytrocytow
szczura z BAA w obecnosci wapnia dochodzilo do eksternalizacji
fostatydyloseryny (Schroit 1 wsp., 1985). Nastepstwem tego zjawiska byt
wzrost adherencji erytrocytow do komorek $rodbtonka naczyniowego.
Zjawisko to ulatwia rozpoznawanie erytrocytow przez makrofagi. Dlatego
rozpad uszkodzonych krwinek in vivo w watrobie lub $ledzionie moze
nastgpowa¢ po rozpoznaniu fosfatydyloseryny przez makrofagi krwi
obwodowej (Schroit 1 wsp., 1984). Potwierdzeniem tego sa badania
Kashkaryev’a 1 wsp. (2003), ktoérzy wykazali, ze erytrocyty szczura
narazonego na BE ulegaja tatwiej adherencji do komorek srodblonka
naczyniowego niz erytrocyty szczura z nie narazonej grupy kontrolnej.

Badania nad mechanizmami hemolitycznego dziatania EGAE pozostaja
nadal otwarte. Wydaje si¢, ze badania in vitro nad hamujagcym dziataniem
AAA na pompy jonowe (ATPazy), potwierdzity zaktadang hipoteze o
negatywnym wplywie AAA na homeostaze jonowa erytrocytow.
Zahamowanie aktywno$ci ATPaz w btonach erytrocytow zaburza réwnowage
jonowa prowadzagc do naptywu jondéw sodu 1 wapnia oraz wody do wnetrza
komorki oraz utraty jondw potasu 1 magnezu, co prowadzi do ,,puchni¢cia”
krwinek 1 destrukcji blon erytrocytarnych przez enzymy aktywowane jonami
wapnia 1 w konsekwencji do lizy krwinek.

W badaniach wiasnych wykazano, ze AAA dzialaja hamujaco na
aktywno$¢ komercyjnej Na'/K'-ATPazy wyizolowanej z synaptosomow
mozgu $wini. Hamowanie to miato charakter komopetycyjny, a jego stopien
malat wraz ze wzrostem lipofilowosci 1 spadkiem kwasowosci AAA.
Réwniez aktywnos¢ ATPaz w ,,cieniach ” erytrocytow szczura 1 cztowieka
byly hamowane w identyczny sposob przez AAA.

Wyniki te sg rozbiezne w stosunku do oméwionych wezesniej zaleznosci
pomiedzy silg hemolitycznego dziatania EGAE in vivo 1 AAA in vitro 1 ich
wartosciami Log P 1 pKa. Nie ma zatem bezposredniego zwigzku

przyczynowo-skutkowego pomiedzy zahamowaniem aktywnosci ATPaz
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btonowych 1 dzialaniem hemolitycznym badanych zwigzkow. Rozbieznos¢ ta
wskazuje na mozliwo$¢ istnienia innych, blizej nie okreslonych,
mechanizmoéw odpowiedzialnych za dziatanie hemolityczne badanych
ksenobiotykow.

Istniejaca odwrotna zalezno$¢ pomiedzy wartoSciami pKa kwaséw
alkoksyoctowych a wartosciami K; lub ICsy (w pracy nie wyznaczono
korelacji) wskazuje, ze kwasowos¢ jest czynnikiem determinujgcym
inhibicyjne dziatanie badanych kwaséw na ATPazy.

Podobne wyniki uzyskano podczas oceny chelatujagcego dziatania AAA na
jony wapnia 1 magnezu in vitro. Stwierdzono, ze efektywne stezenia (ECs)
AAA rosty wraz ze wzrostem pKa i Log P, a zatem efektywne dzialanie
chelatujace malato (Starek 1 Nowak, 2006).

Dane te wskazywalyby, ze u podstaw hamujacego dzialania AAA na
aktywno$¢ ATPaz bton erytrocytarnych lezy mechanizm chelatowania przede
wszystkim jonow wapnia. Chelatowanie jonow magnezu, wielokrotnie stabiej
zaznaczone, nie ma wigkszego znaczenia, bo chociaz zachodzi to jednak nie
ma istotnego wptywu na aktywno$¢ Mg?*-ATPazy.

ATPaza aktywowana jonami sodu i potasu jest enzymem zawierajacym
grupy sulthydrylowe w centrum katalitycznym hamowannym przez imid
kwasu n-etylomaleinowego (NEM), kwas p-chlororteciobenzoesowy (PCMB)
1 inne blokery grup sulthydrylowych. Inhibitorem enzymu jest réwniez
disulfid glutationu (GSSG) natomiast ATP chroni enzym przed inhibicja,
szczegollnie w obecnosci jonow potasu (Dick 1 wsp, 1969). Tak wiec deficyt
ATP obserwowany w ostrym zatruciu, m. in. BE, moze by¢ odpowiedzialny
za spadek aktywno$¢ Na'/K'-ATPazy.

Spadek aktywnosci tego enzymu w blonach erytrocytarnych obserwowano
rowniez u ludzi narazonych na niskie stezenia otowiu. Zahamowanie
aktywno$ci Na"/K'-ATPazy w erytrocytach jest zwigzane z wystgpieniem
niedokrwisto$ci hemolitycznej u ludzi. Wykazano réwniez prooksydacyjne

dziatanie otowiu 1 innych metali toksycznych, ktére prowadzi do spadku



110
poziomu GSH 1 grup SH zwigzanych z bialkami oraz do powstawania
reaktywnych form tlenu (ROS), takich jak anionorodnik ponadtlenkowy 1
rodnik hydroksylowy (Aust, 1989). Peroksydacja lipidow bton komdrkowych
moze prowadzi¢ do zahamowania aktywno$ci Na'/K'-ATPazy i Ca*'-
ATPazy w btonach erytrocytow (Yucebilgic i wsp., 2003).

Zahamowanie aktywno$ci Ca**-ATPazy odpowiedzialnej za aktywne
usuwanie jonéw wapnia z komodrki moze by¢ wynikiem blokowania
cytoplazmatycznej kalmoduliny, biatka wigzacego wapn. Biatko to
posredniczy w kontroli aktywnosci cylkazy adenylowej, fosfodiesterazy
cAMP, kinazy miozynowej 1 innych. Wykazano, ze cykliczne leki
przeciwdepresyjne (amitryptylina) oraz pochodne butylofenonu 1 fenotiazyny
hamuja aktywno$¢ Ca?*-ATPazy aktywowanej przez kalmoduline (Kietzen,
1988).

Przytoczone dane z piSmiennictwa wskazuja na zlozone mechanizmy

zaburzen aktywnosci ATPaz btonowych 1 ich konsekwencje.
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7. Whnioski

1. Etery alkilowe glikolu etylenowego (EGAE) wywieraja hemolityczne
dzialanie na erytrocyty szczura in vivo. Efekt ten zalezy od dawki 1 czasu
jaki uptynal od podania badanych eterow.

2. Hemolityczne dzialanie EGAE jest wynikiem aktywacji metabolicznej
zwigzkdéw macierzystych do odpowiednich kwasow alkoksyoctowych
(AAA).

3. Kwasy alkoksyoctowe wywieraja bezposrednie dziatanie hemolityczne na
erytrocyty szczura i czlowieka. Dzialanie to jest silniej zaznaczone w
przypadku krwinek szczura niz krwinek czlowieka. Sila dziatania
hemolitycznego tych kwasow rosnie wraz ze wzrostem ich lipofilowosci 1
spadkiem kwasowosci.

4. Zahamowanie przemiany metabolicznej EGAE do AAA za pomocag
etanolu, jako konkurencyjnego metabolitu dla ADH lub za pomoca
pirazolu lub metylopirazolu begdacych inhibitorami ADH, chroni
erytrocyty przed hemoliza.

5. Wszystkie AAA hamuja aktywno$¢ Na'/K*-ATPazy komercyjnej in vitro
oraz ATPaz w ,cieniach” erytrocytow. Hamowanie to ma charakter
kompetycyjny.

6. Aktywnos$¢ ATPaz w erytrocytach szczura jest wyzsza od aktywnosci tych
enzymow w erytrocytach cztowieka.

7. ATPaza aktywowana jonami sodu lub potasu oraz ATPaza wapniowa s3
bardziej wrazliwe na inhibicyjne dziatanie AAA od ATPazy magnezowe;.

8. Sita dzialania inhibicyjnego AAA na ATPazy maleje wraz ze wzrostem
lipofilowosci, natomiast ro§nie wraz ze wzrostem kwasowosci.

9. Wydaje si¢, ze mechanizm hemolitycznego dziatania EGAE in vivo oraz
AAA in virto nie jest wylgcznie zwigzany z hamowaniem aktywnosci
pomp jonowych w blonach erytrocytow. Ocena mechanizméow

hemolitycznego dzialania badanych zwigzkéw wymaga dalszych badan.
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J. Szabla

Hemolityczne dzialanie eterow alkilowych glikolu

etylenowego — rola ATPaz

Streszczenie

Celem badan byta ocena hemolitycznego dziatania eterow alkilowych
glikolu etylenowego (EGAE) in vivo oraz kwasow alkoksyoctowych (AAA),
bedacych metabolitami EGAE, in vitro. Badania przeprowadzono na
szczurach Wistar, samcach, ktérym EGAE podawano podskornie w
jednorazowych dawkach w zakresie 0 — 10 mmol’kg w przypadku 2-
metoksyetanolu (ME) 1 2-etoksyetanolu (EE) lub 0 — 5 mmol/kg w przypadku
2-izopropoksyetanolu i 2-butoksyetanolu (BE).

Zakres badan obeymowal liczbe erytrocytow (RBC), liczbe
retikulocytow (Ret.), hematokryt (Ht), stezenie hemoglobiny caltkowitej
(HGB), stezenie hemoglobiny osoczowe] (HGB,), objeto$¢ erytrocytow
(MCYV), $rednie stezenie hemoglobiny w krwinkach (MCHC), $rednig masg¢
hemoglobiny w krwince (MCH) 1 st¢zenie HGB w moczu.

Ponadto, okreslono ochronne dziatanie etanolu, metylopirazolu (ME) 1
pirazolu w przebiegu ostrej hemolizy indukowanej BE.

W badaniach in vitro oceniono hemolityczne dziatanie AAA na
erytrocyty szczura 1 czlowieka przyjmujac za kryteria RBC, Ht 1 MCV.

Ponadto, oceniono wptyw AAA na aktywnos$¢ komercyjnej Na'/K'-
ATPazy oraz Na'/K'-ATPazy, Ca**-ATPazy i Mg?*"-ATPazy w cieniach
erytrocytow szczura i cztowieka in vitro.

Stwierdzono zrdéznicowane dziatanie hemolityczne EGAE w
warunkach in vivo. ME 1 EE praktycznie nie dzialaty hemolitycznie w
zakresie zastosowanych dawek. Natomiast IPE 1 BE wywieraty silne dziatanie

hemolityczne, ktore manifestowato si¢ zmianami wszystkich wskaznikow
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hematologicznych acznie ze wzrostem ste¢zenia HGB,, 1 hematurig. Zmiany te
wykazywaly zaleznosci od dawki 1 czasu jaki uplyngt od podania
ksenobiotyku. Proces zdrowienia zwierzat wynosit 5-25 dni.

Etanol jako substrat ADH oraz ME 1 PY, jako inhibitory tego enzymu,
dzialaly ochronnie w zatruciu BE.

AAA wykazywaly bezposrednie dzialanie hemolityczne na erytrocyty
szczura 1 cztowieka. Przy czym dzialanie to bylo silniejsze w przypadku
krwinek szczura. Sita dziatanie hemolitycznego AAA rosta wraz ze wzrostem
lipofilowosci 1 spadkiem kwasowosci tych metabolitow.

Aktywnosci ATPaz w ,,cieniach” erytrocytow szczura byly wyzsze od
aktywno$ci w cieniach erytrocytow cztowieka. Wszystkie AAA hamowaty
aktywno$¢ komercyjnej Na'/K'-ATPazy in vitro, przy czym hamowanie to
miato charakter kompetycyjny. Hamowanie ATPaz w cieniach erytrocytow
szczura byto silniej zaznaczone niz w przypadku erytrocytow cztowieka.
Dziatanie hamujgce bylo najsilniejsze w odniesieniu do Na"/K*-ATPazy oraz
Ca**-ATPazy. Stopien zahamowania enzymdéw malal ze wzrostem
lipofilowosci 1 spodkiem kwasowosci AAA. Ponadto, obserwowano
hamowanie aktywno$ci Mg?**-ATPazy niezalezne od rodzaju badanego
kwasu.

W konkluzji stwierdzono, ze hemolityczne dziatanie EGAE in vivo oraz
AAA in vitro nie jest posredniczone wylacznie przez spadek aktywnos$ci
ATPaz btonowych. By¢ moze istniejg inne mechanizmy odpowiedzialne za to

dzialanie.
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Hemolytic effect of ethylene glycol alkyl
ethers — the role of ATPases.

Summary

The purpose of the studies were to compare the hemolytic effect of
ethylene glycol alkyl ethers (EGAE) in vivo and alkoxyacetic acids (AAA) in
vitro. AAA are the major metabolites of EGAE and are considered to be the
proximate toxic metabolites. Male, Wistar, rats were subcutaneously treated
with single doses of 0 — 10,0 mmol/kg body weight 2-methoxyethanol (ME)
and 2-ethoxyethanol (EE) or 0 — 5 mmol/kg body weight 2-isopropoxyethanol
(IPE) and 2-butoxyethanol (BE).

The following parameters were measured at in vivo study: red blood
cells (RBC) and reticulocyte counts (Ret.), packed cell volume (Ht), total
hemoglobin concentration (HGB), mean cell volume (MCV), mean cell
hemoglobin (MCH), mean cell hemoglobin concentration (MCHC). In
addition, free hemoglobin concentration (HGB,) in the plasma and urine were
also determined.

Furthermore, the current investigation was undertaken to compare the
protective effect of both pyrazole (PY) and methylpirazole (MP), as well as
ethanol in male rats acutely intoxicated with BE.

Also, hematotological effects of AAA in rats and human RBC in vitro
were examined.

Moreover, the relationship between AAA and brain synaptosomal
Na*/K*-ATPase activity and Na'/K*-ATPase, Ca’’-ATPase and Mg?'-ATPase
activity in rat and human erythrocyte membranes were evaluated.

In the study, it was found that there are pronounced qualitative and
quantitative differences in the toxic effects of the individual EGAE. Both ME
and EE at dose applied in the experiment did not induced haemolytic anemia.

In the same conditions, IPE and BE caused strong hematological effects.



115
Hemolytic anemia was evidenced by changes in all hematological indices.
The obtained results were dose- and time- dependent.

The results of the present study indicate that ethanol, PY and MP exert
distinct protective effect in rats subcutaneously intoxicated with BE.

The data presented in this paper clearly demonstrated that AAA had
significant effect on rat and human erythrocytes. Human red blood cells were
less sensitive. The hematotoxic potential of examined chemicals increase with
the total number of ether carbons indicated that lipophility of these AAA is
critical for their hemolytic activity.

AAA inhibit brain synaptosomal Na/K'-ATPase activity in
competitive way. The ATPases in the rat erythrocyte membrane were more
sensitive on inhibitory effects of AAA than the human ATPases. The
inhibition of activity ATPase in the human erythrocyte membrane was
observed at higher AAA-concentrations than in the case of rat erytrocytes.
Activity of Ca?*-ATPase in human erythrocyte membrane was inhibited the
most. The inhibitiory potential of AAA decreased with the increase of their
lipophility and decrease of their acidity. The inhibition of Mg**-ATPase
activity was not dependent on AAA kind.

In conclusion, we can say that hemolytic effect of EGAE in vivo and
AAA in vitro is not only associated with the inhibition of ATPase activity in
erythrocyte membrane. It seems that there are other mechanisms underlying

of hematotoxicity of EGAE.
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