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Prezentowana praca jest kontynuacjg badari nad wplywem wybranych inhibi-
torow ADH i MEOS na pierwszy etap biotransformacji metanolu. Stosowano:
3-amino-1,2,4-triazol, cymetydyne, EDTA, 1,10-fenantroling i 4-metylopirazol w re-
akcji utleniania metanolu w stezeniach 0,05 i 0,10 mol/l. Oceniano ich wplyw na ak-
tywnos¢ katalazy w homogenatach wqtroby szczurow.

WSTEP

Utlenianie metanolu do formaldehydu zachodzi w 80 — 90% w watrobie. Istniejg trzy
dobrze poznane uktady enzymatyczne odpowiedzialne za ten etap biotransformacji alko-
holu metylowego. Sa to: dehydrogenaza alkoholowa (ADH), mikrosomalny system utle-
niajacy alkohole zwiazany z cytochromem P-450 (MEOS) oraz katalaza [3, 15]. Istota te-
rapii w zatruciach metanolem jest hamowanie utleniania alkoholu w celu ograniczenia po-
wstawania toksycznych metabolitow [9].

Dane z piSmiennictwa [1, 20] wskazuja, ze gtéwna role w utlenianiu alkoholi odgrywa
ADH. Wiadomo réwniez, ze w przypadku wysokich stezefi alkoholu we krwi, znaczacy
udziat w utlenianiu alkoholi ma takze system MEOS. Szczeg6lnie widoczne jest to u alko-
holikéw [10]. Tephly i wsp. [17] podaja, ze w procesie utleniania metanolu wiodaca rolg od-
grywa katalaza, a nie ADH. Przeciwnie, na podstawie najnowszych wynikoéw badan inni
autorzy stoja na stanowisku, ze pierwszy etap biotransformacji metanolu przebiega podob-
nie jak dla etanolu [7]. Niemniej jednak prowadzac badania odnosnie pierwszego etapu
biotransformacji metanolu istotng wydaje si¢ konieczno$¢ oceny aktywnosci wszystkich
z trzech enzymdw tj. ADH, MEOS i katalazy.

Przedstawione badania dotycza wplywu pigciu wybranych inhibitorow ADH i MEOS
na aktywno§¢ katalazy w homogenatach watroby szczuréw. Wyniki poréwnano z 3-amino-
1,2,4-triazolem (aminotriazol).
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MATERIAL I METODYKA

Szczury, samce rasy Wistar o masie ciala 200 — 220 g, dekapitowano i pobierano watrob¢ do badan
enzymatycznych. Materiat przechowywano w temp. —30 °C do czasu oznaczen biochemicznych.

Aktywnos¢ katalazy oznaczano metoda spektrofotometryczna wg Handler'a i Thurman’a [8] Roz-
mrozone skrawki watroby po przemyciu i osuszeniu homogenizowano z 4-krotna iloscia sukrozy o ste-
zeniu 0,25 mol/l w czasie 3 min. Gotowe homogenaty wirowano 20 min. przy 3,5 tys. obr./min. Super-
natanty byly ponownie wirowane 20 min. przy 15 tys. obr./min. Po zakoficzeniu wirowania odrzucano
supernatant. Osad, w ktérym znajdowala si¢ frakcja mitochondrialno-peroksymalna zawierajaca ka-
talaz¢ dwukrotnie przemywano roztworem KCI (0,15 mol/l; pH 7,4) i 10-krotnie rozcieficzano tym sa-
mym roztworem KCI.

Utlenianie metanolu przez katalazg z frakcji mitochondrialno — peroksymalnej oceniano spektro-
fotometrycznie mierzac ilo$¢ tworzacego si¢ formaldehydu wg metody Nash’a [12]. Mieszanina reak-
cyjna zawierafa: bufor fosforanowy 100 mmol/l o pH 7.4, glukoze 10 mmol/l, frakcje enzymatyczna
(0,1 ml) oraz metanol w stezeniu 0,10 lub 0,05 mol/l i odpowiedni zwigzek badany w granicach stezen
od 0,01 do 1,00 mmol/l. Reakcje rozpoczynano przez dodanie 10 U oksydazy glukozowej. Po 3 min.,
reakcje zatrzymywano dodajac 0,1 ml 40% kwasu trichlorooctowego.

Do oceny sprawnodci katalitycznej kazdego enzymu niezbedne bylo wyznaczenie jego parametrow
kinetycznych tj.: statej Michaelisa (K,;) dla substratu, czyli metanolu oraz maksymalnej szybkosci re-
akeji (V,,). W tym celu zastosowano metode graficzng wykorzystujaca rownanie Lineweavera-Burka.
Pozwolito to wyeliminowa¢ z badan atypowe enzymy. Aktywno$¢ katalazy uzyskanej z watroby szczu-
ra wyznaczano w przedziale stezen metanolu 0,035 - 0,2 mol/l.

Nastepnie oceniano aktywno$¢ katalazy po zastosowaniu zwiazkow: cymetydyny, EDTA, 1,10-fe-
nantroliny i 4-metylopirazolu wszystkie w stezeniach 10~ mol/l, 2 x 10-*mol/l, 10~ mol/l, 2 x 10~ mol/l,
10> mol/l. Substratem enzymu byt metanol w stezeniach 0,05 mol/l i 0,10 mol/l. Wyniki hamowania
aktywnoSci katalazy przez w/w zwiazki poréwnano ze znanym inhibitorem enzymu tj. aminotriazolem
w stezeniach analogicznych.

W celu wyjasnienia charakteru hamowania enzymu przez dany zwiazek wyznaczone zostaly state
inhibicji (K;) oraz okreslono typ inhibicji. Postuzyta do tego graficzna metoda Dixona. Przy stalym ste-
zeniu substratu (metanolu) nalezato oznaczy¢ szybko$¢ reakcji V; przy roznych stezeniach inhibitora.
Oznaczajac szybko$¢ V; przy dwdch stezeniach substratu czyli metanolu 0,05 i 0,10 mol/l wykre§lono
dwie krzywe zaleznoSci 1/V; od [I] i wyznaczono warto$¢ K; z punktu przecigcia krzywych dla kazde-
go z badanych zwigzkow. Na podstawie zupelnie odmiennego charakteru otrzymanych wykresow wy-
roézniamy dwa typy inhibitoréw: kompetycyjny i niekompetycyjny [19].

Oceng statystyczna wynikow przeprowadzono w oparciu o test ¢-Studenta. Za istotne statystycznie
wyniki uznano p < 0,051 p < 0,001.

WYNIKI

W badaniach wstgpnych oceniano sprawno$¢ katalityczna katalazy wyznaczajac pa-
rametry kinetyczne tj.: K, oraz V, dla metanolu, ktére wynosza odpowiednio 27,25
+ 4,55 mmol/l oraz 30,5 = 3,20 nKat/l.

Z ryc. 112 wynika, ze inhibitorami katalazy w homogenatach watroby szczurdw, w reak-
cji utleniania metanolu w stezeniach 0,05 1 0,10 mol/l byly wszystkie badane zwiazki. Sku-
teczniej niz aminotriazol reakcje utleniania hamowata 1,10-fenantrolina. Najwi¢kszy spa-
dek aktywnosci katalazy zaobserwowano w obecnosci tego zwiazku w stezeniu 1 mmol/l,
wzgledna szybko$¢ reakcji wynosita ok. 26% przy stgzeniu metanolu 0,10 mol/l (ryc. 2).
Dziatanie hamujace aktywno$¢ katalazy, w homogenatach watroby szczuréw, przez po-
zostale badane zwiazki bylo sfabsze anizeli aminotriazolu. Cymetydyna, 4-metylopirazol
i EDTA znacznie stabiej hamowaly katalaze, wzgledna szybkos¢ reakcji wahata si¢ w grani-
cach od 60% do 100%.
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Ryc. 1. Wplyw wybranych inhibitorow ADH i MEOS na aktywno$¢ katalazy w obecnosci metanolu
w stezeniu 0,05 mol/l. Aktywno$¢ enzymu bez inhibitora wynosi 100% (n=7-8 prdbek).
*#* — pordwnanie z aminotriazolem *p < 0,05 i **p < 0,001
The influence of some ADH and MEOS inhibitors on catalase activity with methanol of
0.05 mol/l concentration. The activity of enzyme without inhibitor is 100 % (n=7-8 samples).
*** — the comparison with aminotriasole *p < 0,051 **p < 0,001
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Ryc. 2. Wplyw wybranych inhibitorow ADH i MEOS na aktywno$¢ katalazy w obecnoSci metanolu
o stezeniu 0,10 mol/l. Aktywno$¢ enzymu bez inhibitora wynosi 100% (n=7-8 probek).
*##% — poréwnanie z aminotriazolem dla *p < 0,05 i **p < 0,001
The influence of some ADH and MEOS inhibitors on catalase activity with methanol of 0.10
mol/l concentration. The activity of enzyme without inhibitor is 100% (n=7-8 samples).
*, #* — the comparison with aminotriasole *p < 0,05 i **p < 0,001
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Kolejne ryc. 3-7 ilustruja sposob wyznaczania, metoda Dixona, stalej inhibicji i typu ha-

mowania dla badanych zwigzkdw tj.: aminotriazolu, cymetydyny, EDTA, 1,10-fenantroliny
oraz 4-metylopirazolu w losowo wybranej probie homogenatu z watroby szczura. Na pod-
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Ryc. 3. Wplyw 3-amino-1,2,4-triazolu na aktywnos¢ katalazy homogenatéw watroby szczura w obec-
nosci metanolu w stezeniach 0,05 1 0,10 mol/l jako substratu. Wyznaczanie stalej inhibicji (Ki)
za pomocg graficznej metody Dixona
The influence of 3-amino-1,2,4-triasole on rat liver catalase activity with 0.05 and 0.10 mol/l
of methanol as a substrate. Drawing the inhibition constant (Ki) with Dixon plots
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Ryc. 4. Wplyw cymetydyny na aktywnos¢ katalazy homogenatow watroby szczura w obecno$ci meta-
nolu w stezeniach 0,05 i 0,10 mol/l jako substratu. Wyznaczanie stalej inhibicji (Ki) za pomo-
cg graficznej metody Dixona
The influence of cimetidine on rat liver catalase activity with 0.05 and 0.10 mol/l of methanol
as a substrate. Drawing the inhibition constant (Ki) with Dixon plots
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stawie podobnych wykreséw wyznaczono Srednie wartoSci statej inhibicji dla prob bada-
nych (n = 6 — 8) i pordwnano je ze stata hamowania dla aminotriazolu. State inhibicji dla
poszczegllnych zwigzkdw przedstawiono w tabeli I, jest to warto$¢ bezwzgledna K; odczy-
tana z wykresow.

K
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+ metanol 0,05 mol/l * metanol 0,10 mol/l

Ryc. 5. Wplyw EDTA na aktywno$¢ katalazy homogenatéw watroby szczura w obecno$ci metanolu
w stezeniach 0,05 i 0,10 mol/l jako substratu. Wyznaczanie stalej inhibicji (Ki) za pomoca gra-
ficznej metody Dixona
The influence of EDTA on rat liver catalase activity with 0.05 and 0.10 mol/l of methanol as
a substrate. Drawing the inhibition constant (Ki) with Dixon plots
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Ryc. 6. Wplyw 1,10-fenantroliny na aktywnoS§¢ katalazy homogenatéw watroby szczura w obecnosci
metanolu w stezeniach 0,05 i 0,10 mol/l jako substratu. Wyznaczanie stalej inhibicji (Ki) za
pomoca graficznej metody Dixona
The influence of 1,10-phenantroline on rat liver catalase activity with 0.05 and 0.10 mol/l of
methanol as a substrate. Drawing the inhibition constant (Ki) with Dixon plots
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Ryc. 7. Wplyw 4-metylopirazolu na aktywnos¢ katalazy homogenatéw watroby szczura w obecnosci
metanolu w stezeniach 0,05 i 0,10 mol/l jako substratu. Wyznaczanie stalej inhibicji (Ki) za
pomoca graficznej metody Dixona
The influence of 4-methylpyrazole on rat liver catalase activity with 0.05 and 0.10 mol/l of me-
thanol as a substrate. Drawing the inhibition constant (Ki) with Dixon plots

Tabela I.  Wplyw wybranych substancji chemicznych na aktywnos¢ katalazy w reakcji utleniania
metanolu w homogenatach watroby szczuréw. Srednie wartosci statych inhibicji wy-
znaczono graficzng metoda Dixona, a wyniki poréwnano z uzyskanymi dla 3-amino-
1,2,4-triazolu
The influence of some compounds on catalase activity in the oxidation of methanol
in rats liver homogenates. Means inhibition constants plotted by Dixon and compa-

red with 3-amino-1,2,4-trasole

Stata inhibicji K; (mmol/l)

Badany zwigzek X + SEM
3-amino-1,2,4-triazol 0,024 = 0,006
cymetydyna 1,23 + 0,063*
EDTA 0,114 * 0,010**

1,10-fenantrolina

0,122 = 0,010**

4-metylopirazol

0,062 = 0,009*

*p< 0,011 ** p<0,001 w poréwnaniu z 3-aminol,2,4-triazolem

Jak wynika z ryc. 4 cymetydyna wykazywala innych charakter hamowania niz pozostale
zwiazki. Punkt przecigcia krzywych, na podstawie ktorego wyznaczamy warto$¢ K; znajdu-
je sie na osi Y, co wskazuje na niekompetycyjny typ hamowania katalazy. Pozostate zwigz-
ki byly inhibitorami kompetycyjnymi.
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DYSKUSJA

Prezentowana praca jest kontynuacja wcze$niejszych badan [4-6] nad wptywem wybra-
nych zwigzkdw na pierwszy etap biotransformacji metanolu. Wiadomo, ze cymetydyna,
EDTA, 1,10-fenantrolina i 4-metylopirazol s3 znanymi i skutecznymi inhibitorami dehy-
drogenazy alkoholowej i mikrosomalnego systemu utleniania alkoholi [6, 14, 16]. Nato-
miast 3-amino-1,2,4-triazol to modelowy inhibitor katalazy [17].

Na podstawie przeprowadzonych w pracy badan wykazano, ze §rednia warto$¢ K, dla
katalazy, w homogenatach z watroby szczuréw, wynosi 27,25 mmol/l dla metanolu jako
substratu enzymu. Z literatury wiadomo, ze Srednia warto$¢ K, w homogenatach z watro-
by ludzkiej wynosi: dla ADH to 53,6 mmol/l, a dla MEOS 6,7 mmol/l [4,6]. Mozna wiec sa-
dzi¢, ze metanol wykazuje najwigksze powinowactwo do MEOS oraz wigksze powinowac-
two do katalazy niz, do ADH co jest zgodne z wynikami badan innych autoréw [17]. Na-
tomiast czynnikiem ograniczajacym wydajnoS¢ utleniania metanolu przez MEOS jest szyb-
kos¢ reakcji, dlatego nie potwierdzono istotnej roli tego procesu w pierwszym etapie bio-
transformacji metanolu.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze aminotriazol hamowal enzym przy ste-
zeniu 1 mmol/l zmniejszajac aktywnos¢ katalazy do ok. 61% i 68% odpowiednio dla ste-
zen metanolu 0,10 i 0,05 mol/l. Aminotriazol jest kompetycyjnym inhibitorem katalazy
konkurujacym o miejsce aktywne enzymu z nadtlenkiem wodoru (H,O,). Spostrzezenia
nasze sa zgodne z badaniami Mannering’a i Parks’a [11] ktorzy stwierdzili, ze aminotriazol
podany dootrzewnowo (i.p.) w dawce 3 mg/kg szczurom hamuje w ok. 95% aktywno$¢ ka-
talazy i w 70% utlenianie metanolu w homogenatach watrobowych. Takze w badaniach in
vitro wykazali, ze system generujacy H,O, jest czynnikiem ograniczajacym ten proces. Ci
sami autorzy zauwazyli, ze w przypadku, gdy zostanie uzyty czynnik generujacy H,O,, ami-
notriazol jest mniej skuteczny jako inhibitor katalazy.

Badania wykazaly, ze cymetydyna jest mato skutecznym inhibitorem katalazy w homo-
genatach z watroby szczuréw. Podobng skuteczno$¢ tego inhibitora obserwowano w odnie-
sieniu do MEOS w homogenatach z watroby cztowieka [6]. Jedynie ludzka watrobowa de-
hydrogenaza alkoholowa jest enzymem, do ktdrego cymetydyna wykazywala duze powino-
wactwo [5]. Takie réznokierunkowe dziatanie zmniejsza potencjalne zastosowanie cyme-
tydyny jako odtrutki w zatruciach metanolem.

EDTA okazat si¢, zgodnie z oczekiwaniami, zwiazkiem hamujacym aktywno$¢ katalazy
jednak stopieni inhibicji tego enzymu jest niewielki. Zaréwno wiasne badania [6] jak tez in-
nych autoréw [18] potwierdzaja skuteczno$¢ EDTA jako inhibitora ADH i MEOS. Co
wiecej, EDTA wykazuje wtasciwo$ci hamowania dehydrogenazy metanolowej pochodze-
nia bakteryjnego, a widoczny efekt mozna zaobserwowac dopiero przy wysokim stezeniu
inhibitora od 15 mmol/I [2].

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze 1,10-fenantrolina hamowata
najsilniej aktywno$¢ katalazy w homogenatach watroby szczurow w obecnosci metanolu ja-
ko substratu. Wczesniejsze badania wykazaly, ze zwiazek w stezeniu 3,33 mmol/l hamowat
aktywno$¢ ADH w skrawkach watroby czlowieka, wywolujac spadek aktywnosci enzymu
do 24% [5]. Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze 1,10-fenantrolina byta skutecznym inhibitorem
uktadu MEOS w reakcji utleniania metanolu [6].

W naszych badaniach stwierdzono, ze spoSrdd pieciu badanych zwigzkéw 4-metylopirazol
wykazuje najwigksze powinowactwo do centrum aktywnego katalazy w poréwnaniu z ami-
notriazolem. Warto$¢ K; dla 4-metylopirazolu wynosi 62 = 9 umol/l (tab. I). Pomimo tak
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wysokiego powinowactwa do centrum aktywnego katalazy 4-metylopirazol nie jest skutecz-
nym inhibitorem enzymu. Znajduje to potwierdzenie w badaniach innych autoréw [10].

WNIOSKI

Wszystkie przebadane zwiazki tj.: 3-amino-1,2,4-triazol, 4-metylopirazol, cymetydyna,
EDTA i 1,10-fenatrolina hamowaty aktywno$¢ katalazy w homogenatach watroby szczura,
w reakcji utleniania metanolu:

1. 1,10-Fenantrolina, spo§réd wybranych zwiazkow, wykazuje najwickszg skutecznos$é
hamowania aktywnosci katalazy in vitro.

2. 4-Metylopirazol charakteryzuje si¢ najwigkszym powinowactwem do enzymu w po-
réwnaniu z aminotriazolem.

3. Aminotriazol, EDTA, 1,10-fenantrolina i 4-metylopirazol sa kompetycyjnymi inhibi-
torami katalazy, natomiast cymetydyna jest inhibitorem niekompetycyjnym.

K. Dawidek-Pietryka, J. Dudka, E. Jagiello-Wojtowicz

THE ACTIVITY OF RAT LIVER CATALASE AFTER APPLICATION OF SOME ADH
AND MEOS INHIBITORS, IN VITRO INVESTIGATION
IN RAT LIVER HOMOGENATES

Summary

In the first pass methanol biotransformation three enzymatic systems: alcohol dehydrogenase
(ADH), microsomal alcohol oxidising system (MEOS) linked with cytochrome P-450 and catalase are
involved. Because of the toxicity of methanol, which is directly caused by its toxic metabolites, the ma-
jor task in clinical toxicology is to inhibit each of these enzymes to protect human life.

The aim of this investigation was to check the influence of some effective inhibitors of ADH and
MEOS: 4-methylpyrazole, cimetidine, EDTA and 1,10-phenantroline on the activity of catalase with
methanol as a substrate and the comparison with 3-amino-1,2,4-triasole

Catalase activity in rat hepatic homogenates was measured spectrophotometrically in vitro at phy-
siological pH 7.4 and temp. 37 °C, assaying the degree of methanol oxidation according to Handler and
Thurman. The quantity of arising formaldehyde was measured according with the method of Nash.

Our results have shown that catalase activity was inhibited to different extents by all investigated
compounds at concentrations of 10~ mol/l, 2 x 10~ mol/l, 10~ mol/l, 2 x 10~ mol/l, 10~ mol/l.
1,10-Phenantroline was found to be a highly effective inhibitor in comparison with aminotriasole.
4-Methylpyrazole, EDTA, 1,10-phenantroline and aminotriasole are catalase competitive inhibitors
and cimetidine is non-competitive inhibitor. 4-Methylpyrazole has shown higher affinity to the enzy-
me than aminotriasole.
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