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W pracy oceniono wptyw cymetydyny, EDTA, 4-metylopirazolu oraz etanolu
i metanolu na aktywnosé dehydrogenazy mleczanowej. Badania przeprowadzono
in vitro z enzymem otrzymanym z erytrocytéw ludzkich.

WSTEP

Zatrucia metanolem i glikolem etylenowym wystepuja stosunkowo rzadko, jednak prze-
bieg zatrucia i rokowania sg z reguty bardzo powazne. Gtéwna przyczyna trudnosci tera-
peutycznych jest utajony okres objawéw klinicznych, ktéry zwykle trwa 12-24 godz. [1].
W tym czasie alkohole sg metabolizowane do odpowiednich aldehyddéw, a nastgpnie kwa-
sOw bedacych bezposrednig przyczyng kwasicy metabolicznej. Podczas utleniania alkoholi
za pomocg dehydrogenazy alkoholowej (ADH; E.C. 1.1.1.1) a w dalszej kolejnos$ci aldehy-
déw przy udziale dehydrogenazy aldehydowej (E.C. 1.2.1.3) podnosi si¢ stosunek NADH./
NAD, ktéry powoduje nasilenie przemiany pirogronianu do mleczanu. Przemiana ta katali-
zowana jest przez dehydrogenaz¢ mleczanowa (LDH; E.C. 1.1.1.27) [11]. Podwyzszony
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poziom mleczanéw obserwowany w cigzkich zatruciach [3, 6, 7, 10, 17] moze dodatkowo
nasilaé istniejgcy juz kwasice.

Kierunek reakcji katalizowanej przez LDH jest zalezny od stosunku NADH /NAD i moze
przebiegaé zaréwno od pirogronianu do mleczanu jak i odwrotnie. W warunkach istnieja-
cych w komdrcee preferowang przemiang jest redukcja pirogronianu do mleczanu. Stata szyb-
kosci reakcji, obliczana wedtug wzoru DE > = (0.059/n)logK, gdzie E* oznacza réznice
potencjatéw potdwkowych redox; n- ilo§¢ przenoszonych elektrondw, jest réwna 20 000.
Oznacza to, ze redukcja pirogronianu do mleczanu przebiega praktycznie do wyczerpania
pirogronianu [9].

Gtéwne kierunki terapii w omawianych zatruciach obejmujg alkalizacj¢ za pomocg di-
weglanu sodu oraz podawanie etanolu — konkurencyjnego inhibitora ADH, w celu zabloko-
wania przemiany metanolu lub glikolu do bardziej toksycznych metabolitéw kwasowych.
W bardzo cigzkich przypadkach stosuje si¢ dodatkowo dializ¢. Od kilku lat jako antidotum
w zatruciach metanolem stosuje preparaty 4-metylopirazolu (4MP), ktéry podobnie jak eta-
nol jest inhibitorem pierwszego etapu utleniania alkoholi [1].

Celem pracy byta ocena dziatania wybranych inhibitoréw ADH na aktywno$é LDH
w erytrocytach ludzkich. Terapeutyk, ktéry posiadatby zaréwno zdolno§¢ hamowania ADH
jak i LDH mogtby skuteczniej zapobiegaé powstawaniu kwasicy u pacjentdw narazonych
na metanol. W tym celu przebadano inhibitory ADH zaréwno te, ktére sg stosowane juz
w klinikach jak i te bedace w fazie badan dos§wiadczalnych (cymetydyna, EDTA). Dodatko-
wo w tym aspekcie zostal przebadany metanol bedacy substratem ADH.

MATERIAL I METODY

Krew do badan pobierano na czczo od 15 pacjentéw ambulatoryjnych, mezczyzn w wieku 30-45
lat (mediana 39), u ktérych podstawowy profil cholesterolowy (cholesterol catkowity, triglicerydy),
préby watrobowe (AspAT, AIAT) oraz préby nerkowe ( kreatynina, mocznik ) nie wykraczaty poza
zakres warto$ci referencyjnych. Wszystkie parametry biochemiczne oznaczone zostaly za pomoca
odczynnikéw firmy Cormay przy uzyciu aparatu Express plus firmy Bayer. Krew od pacjentéw pobie-
rano z zylty tokciowej do heparynizowanych probdéwek 1 wirowano (3 000 obr./min) przez 10 minut.
Nastgpnie usuwano osocze oraz trombocyty i krwinki biate. Pozostale erytrocyty przemywano dwu-
krotnie podwdjng iloscig soli fizjologicznej. Po kazdorazowym wirowaniu (3 000 obr./min/10min)
odrzucano gérng warstwe zanieczyszczong krwinkami bialymi i ptytkami krwi. Scisle odmierzong
objetosé krwinek czerwonych (1ml) hemolizowano z 9ml wody redestylowanej, stale wytrzasajac.
W celu pozbycia si¢ zrgbu krwinkowego hemolizat wirowano przez 20 min (15 000 obr./min). Po
wstepnym oznaczeniu aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej za pomocg gotowego zestawu firmy
Cormay, LDH-kit, supernatant do dalszych badaf rozcieficzono jeszcze 10-krotnie za pomoca 0,9%
NaClL

Zastosowana procedura oznaczenia LDH wykorzystuje optymalizowang metod¢ kinetyczng Nie-
mieckiego Towarzystwa Chemii Klinicznej [13]. Zgodnie z tg procedurg, oznaczano spektrofotome-
trycznie spadek absorbancji podczas redukcji pirogronianu do mleczanu w temp. 37°C i pH 7,5 przy
A=340nm.

Mieszanina reakcyjna (catkowita objetosé 0,2 ml) zawierata 50mM buforu fosforanowego
(pH 7,5), 0,6mM pirogronianu i roztwér wodny testowanych zwigzkéw. Cymetydyna (Przedsigbior-
stwo Zaopatrzenia Farmaceutycznego Cefarm - Lublin), EDTA (sl disodowa kwasu etylenodiamino-
tetraoctowego) i 4metylopirazol (Sigma-Aldrich) byly dodawane w takiej ilosci, aby koficowe stgze-
nie w $rodowisku reakcji wynosito 0,01; 010 1 1,00 mM. Natomiast metanol (Merck) i etanol (POCH)
w $rodowisku reakcji zostat uzyty w stezeniach 12,50; 25,00 i 50,00mM, poniewaz wartosci stgzen
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alkoholi we krwi, spotykane u pacjentéw sg znacznie wyzsze niz st¢zenia terapeutyczne wezesniej
wymienionych zwigzkéw [12]. W prébach kontrolnych w miejsce roztworu poszczegdlnych zwigz-
kéw dodawano taka sama objetosé 0.9% NaCl. W dalszej kolejnosci dodawano 0.003ml supernatantu
zawierajacego badany enzym. Po 5 min. inkubacji w temp 37°C reakcja byta inicjowana za pomoca
0,25mM zredukowanego NAD. Aktywno$¢ enzymu wyrazano w IU/I rozcieticzonego hemolizatu.

Otrzymane wyniki opracowano za pomocg programu STATISTICA 5.0. Rozktad normalny w gru-
pach przebadano za pomocg testu Shapiro-Wilksa. Statystyczne istotnosci pomigdzy grupami ocenia-
no stosujac test t-Studenta. Za istotne statystycznie przyjeto wartosci p<0,05 1 p<0,01.

WYNIKI

Badania aktywnos$ci LDH w rozcieniczonych hemolizatach wykonano poczatkowo w ma-
teriale pochodzgcym od 15 pacjentéw. Po odrzuceniu 4 prébek w ze skrajnym warto§ciami
aktywnos$ci LDH, dalsze badania zostaty przeprowadzone na 11 prébkach.

Tabela I. Aktywno$é dehydrogenazy mleczanowej (IU/l) w rozcieficzonych hemolizatach ludzkich
w obecno$ci cymetydyny (CM), EDTA, 4-metylopirazolu (4MP) oraz etanolu i metanolu
Lactate dehydrogenase activity (IU/]) in diluted supernatant of human hemolysates with
cimetidine (CM), EDTA, 4— methylpyrazole (4MP), ethanol and methanol

SEE]ZE/IE; ¢ M=SD Min Max Mediana A% p
Kontrola 384,09+38,83 328 452 385
0,01 360,64+49,11 290 463 356 -6,10 | 0,2284
CM 0,1 329,91+5591 259 436 327 -14,11 | 0,0157%
1,00 329,18+50.35 268 427 329 -14,29 | 0,0096%*
0,01 358,00+54,83 305 463 329 -6,79 10,2125
EDTA 0,1 330,73+54,69 223 421 335 -13,89 | 0,0157*
1,00 331,73+43,07 227 417 324 -13,63 | 0,0071%*
0,01 373,09+64,44 310 462 367 -2.86 |0,5227
4MP 0,1 388,09+43,62 317 351 392 +1,04 | 0,8226
1,00 369,82+40,45 297 443 327 -3,71 10,5363
12,50 400,09+47,23 341 438 409 +4,16 10,2948
Etanol 25,00 395,36+49,46 333 488 391 +293 |0,5588
50,00 401,18+30,42 343 516 387 +4.45 10,3650
12,50 385,54+ 337 428 396 +0,38 |0,9206
Metanol 25,00 387,09+ 336 453 393 -0,78 | 0,8572
50,00 389,91+ 338 467 374 +1,51 10,7341

Wyniki sg §rednimi arytmetycznymi (M) z 11 oznaczen + odchylenie standardowe (SD)
A% =M _ . Xx100% /M —100; *: p<0.05; **: p<0.01 vs. kontrola

probki komroli)
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W tabeli I przedstawiono aktywno$¢ LDH w hemolizatach ludzkich erytrocytow zardw-
no dla réznych stgzen przebadanych zwigzkéw jak i dla tych samych hemolizatéw bez
dodatku zadnej dodatkowej substancji (kontrola z 0,9% NaCl). Zaobserwowano spadek ak-
tywno$ci LDH dla wszystkich przebadanych stgzeri cymetydyny i EDTA. Hamowanie ak-
tywnosci nasilato si¢ wraz ze wzrostem stgzenia tak, ze w §rodowisku 0,10mM cymetydyny
i EDTA réznice te byly statystycznie istotne (p<0,05), a przy stezeniu 1,00mM obydwu
7wigzkow, istotnosé réznic byta bardziej znamienna (p<0,01). Etanol nieznacznie podwyz-
szat aktywno$¢ LDH, ale zmiany te nie byly istotne statystycznie. Nie zauwazono zadnych
istotnych zmian LDH w obecno$ci 4MP oraz metanolu.

DYSKUSJA

Cymetydyna jako odwracalny kompetycyjny antagonista receptora H, jest szeroko sto-
sowana w schorzeniach gastrycznych. Niektére badania sugeruja réwniez, ze cymetydyna
podwyzsza stgzenia alkoholu etylowego u pacjentdw [8]. W innych badaniach udowodnio-
no réwniez, ze lek ten hamuje aktywno$¢ dehydrogenazy alkoholowej obecnej w watrobie
i przewodzie pokarmowym [5, 14]. Nasze badania wykazaly, ze cymetydyna w st¢zeniach
0,01 i 0,10mM moze hamowac¢ aktywno$¢ erytrocytarnej LDH, odpowiednio o 14,11
i 14,29%. Podobny efekt obserwowalismy w analogicznych badaniach przeprowadzonych
w ludzkiej surowicy krwi [6]. Poniewaz hamowanie LDH przebiega przy stezeniach cyme-
tydyny, w ktérych obserwowano réwniez hamowanie aktywnosci watrobowej ADH [5],
mozna przypuszczaé, ze jej obecno$é ograniczy powstawanie mleczanu w komdrce narazo-
nej na metanol lub glikol etylenowy.

Jony Zn?" odgrywajg bardzo istotng rolg¢ w sprawnosci katalitycznej zaréwno ADH jak
i LDH [2, 9], dlatego czynniki chelatujace, takie jak EDTA powinny hamowa¢ aktywno$é
takich enzymdw. Nasze badania potwierdzaja ta hipotezg. Podobnie jak cymetydyna, 0,10mM
i1,00mM EDTA hamowat o ponad 13% aktywno$¢ LDH w badanych hemolizatach. Weze$-
niejsze nasze badania [4] wykazaty réwniez, ze EDTA hamuje aktywno$¢ ludzkiej, watro-
bowej ADH w zakresie wszystkich przebadanych stgzen (0,01; 0,10; 1,00mM), co wigcej
efekt ten byt bardziej nasilony niz ten obserwowany dla LDH, w prezentowanej pracy.

4-Metylopirazol zostat zalegalizowany przez FDA USA jako skuteczny i relatywnie mato
toksyczny inhibitor w terapii zatru¢ glikolem etylenowym (1997 r.) jak i metanolem (2000 r.).
Moze by¢ on niezastagpiony zwilaszcza u oséb z przeciwwskazaniem do terapii etanolem
i/lub hemodializg. Zwiazek ten przejawia wlasciwosci hamujace nie tylko w stosunku do
ADH, ale réwniez do izoenzymu cytochromu P-450 (CYP2E1), ktéry réwniez bierze udziat
w utlenianiu alkoholi u ludzi. W naszym eksperymencie nie zaobserwowali§my zmian ak-
tywnosci LDH pod wptywem 4MP. Przeciwnie, Sarkola [15] obserwowat istotng korelacjg
pomigdzy dziataniem 4MP i poziomem mleczanu indukowanym przez alkohol w surowicy
ludzkiej. Przyczyny obserwowanych réznic mogg mie¢ wieloczynnikowe podtoze, jednak
najwigksze znaczenie moze mieé tu charakter prowadzonych badaf — stgzenie mleczanu
w osoczu jest wypadkowg syntezy i metabolizmu w réznych tkankach, a sam poziom mle-
czanu nie odzwierciedla w bezposredni sposéb aktywnosci LDH oznaczanej w osoczu.

Zaréwno etanol jak i metanol sg substratami dla ADH. Jednak w naszym do$§wiadczeniu,
ani jeden ani drugi nie wptywal na dynamike redukcji pirogronianu do mleczanu przy udziale
LDH. Mozemy zatem przypuszczal, ze obydwa przebadane alkohole nie wptywajg w spo-
s6b bezposredni na aktywno$é LDH oznaczanego w erytrocytach ludzkich.
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W

WNIOSKI

1. Z przebadanych zwigzkdw najsilniejszymi inhibitorami LDH okazaty si¢ cymetydyna
oraz EDTA.

2. Zaréwno 4-metylopirazol, etanol jak i metanol nie wykazywaty bezposredniego wpty-
wu na redukcje¢ pirogronianu do mleczanu.

J. Dudka, F. Burdan, B. Madej, R. Klepacz E. Tokarska,
E. Korobowicz

HUMAN ERYTHROCYTE LACTATE DEHYDROGENASE ACTIVITY CHANGES IN THE
PRESENCE OF SOME ALCOHOL DEHYDROGENASE INHIBITORS

Summary

The aim of the study was to evaluate the effect of alcohol dehydrogenase (ADH; E.C. 1.1.1.1)
inhibitors and substrates: cimetidine, 4-methylpyrazole (4MP), EDTA, ethanol and methanol on lacta-
te dehydrogenase (LDH; E.C. 1.1.1.27) activity. The activity of LDH was spectrophotometrically
determined in in-vitro prepared diluted hemolysates obtained from human erythrocytes with mentio-
ned compounds at the concentrations 0.01, 0.1, 1.0 mM of cimetidine, EDTA, 4MP and 12.5, 25.0,
50.0 mM of ethanol and methanol. The reaction was conducted at 37°C in pH 7.5 and changes of
optical density was measured at A=340nm. LDH activity was significantly inhibited by 0.10 mM
(p<0.05) and 1.0mM (p<0.01) of cimetidine and EDTA. There were no observed any significant chan-
ges vs. control in LDH activity when 4MP, ethanol or methanol was added to environment of reaction.
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