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Zmiany stezen aminokwaséw w surowicy krwi szczuréw w ostrym
zatruciu Chlorfenwinfosem, oznaczone metoda chromatografii
cienkowarstwowej

V3MeHeHua KOHIEHTPAUMM aMMHOKMCJIOT B ChIBOPOTKE KPOBM KDPEIC B OCTPOM
orpaBaenny XaopdeHBuHGOCOM, ONpeesIeHHble METOJ0M TOHKOCIOIHOM
xpomarorpacdhuu

Changes in the Concentration of Serum Amino Acids in Rats after Acute Poisoning
with Chlorfenvinphos Determined with the Thin Layer Chromatography Method

W poprzednich pracach (3, 4, 5) wykazaliSmy, ze ostre zatrucie szezuré6w Chlor-
fenwinfosem wywoluje zaburzenia w gospodarce aminokwasowej ustroju. Obja-
wami tych zaburzen sy istotne spadki stezen aminokwas6éw osocza i erytrocytow
w pierwszych godzinach po zatruciu. W tych badaniach jako podstawowg metode
stosowaliSmy jednokierunkowa chromatografie bibutowa.

Celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie przydatnosci chromatografii
cienkowarstwowej do iloSciowego oznaczania, jako pojedynczych zwigz-
kow, tych aminokwasow, ktore na chromatogramach bibulowych wedro-
watly razem. Dodatkowym aspektem pracy bylo zweryfikowanie wynikéw
otrzymanych poprzednio (3), tj. sprawdzenie, czy metoda chromatografii
cienkowarstwowej potwierdzi rezultaty badan uzyskane przy pomocy
chromatografii bibulowej.

MATERIAL I METODYKA

Do badan uzyto szczury biale, rasy Wistar, samce o ciezarze 270 £ 15 g, kar-
mione pasza granulowang LSM. Lacznie przebadano 24 szczury, dzielgc je na 4
grupy: 1 kontrolna i 3 badane, u ktérych oznaczenia wykonywamno po 2, 4 i 24 godz.
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od zatrucia. W kazdej grupie bylo po 6 szczuréw. Przed zatruciem zwierzeta gto-
dzono 18 godz., a nastepnie podawano per os, sonda metalows, olejowy roztwor
Chlorfenwinfosu w dawce 6,5 mg/kg (1/2 LD;y). Szczurom kontrolnym podawano
0,5 cm3 oliwy.

Po odpowiednim czasie zwierzeta usypiano eterem i skrwawiano przez deka-
pitacje. Po 1 godz. stania odwirowywano elementy morfotyczne i widknik, a suro-
wice $ciggano sucha mikropipetg i odsalano na kationicie Dowex 50X8. Pobierano
2 em?® surowicy, dodawano 2 em? 0,02 N HCl w celu przeprowadzenia aminokwaséw
w forme kationéw i nanoszono na kolumne. Szybkosé przepuszczania przez kolumne
wynosita 1 tm3/min. W celu wymycia nie zatrzymanych na zywicy anionéw, ko-
lumne przemywano wodg redestylowang w ilosci ok. 60 cm? a eluat odrzucano.
Zatrzymane na kolumnie amingkwasy eluowano 20 ¢m3 6 N amoniaku. Po przejsciu
amoniaku, kolumng przemywano 20 cm?® wody redestylowanej. Eluat zbierano od
chwili pojawienia sie odczynu zasadowego. Poljczone eluaty odparowywano pro-
miennikiem podczerwieni. Suchg pozostalo$é rozpuszeczano w 0,2 cm3 0,1 N HC],
uzyskujace roztwér 10-krotnie zatezony w poréwnaniu z surowica. Ewentualne zanie-
czyszczenia stale odwirowywano, a klarowny roztwér poddawano analizie chro-
matograficznej. Roztwory standardowe aminokwaséw tak przygotowywano, aby
stezenia poszczegélnych aminokwaséw byly zblizone do surowicy 10-krotnie zate-
zonej. Na plytki chromatograficzne nanoszono strzykawka Hamiltona po 10 pl! ba-
danej probki i tylez samo roztworéw wzorcowych aminokwaséw. Jako adsorbentu
uzyto zelu krzemionkowego typu G firmy Merck, nalozonego na plytki szklane
o wymiarach 20X20 cm w warstwie o grubosci 0,25 mm. Plytki przechowywano
w eksykatorze z bezwodnym chlorkiem wapnia (6). Do rozdzielania ammokwasow
zastosowano dwukierunkowa chromatografie wstepujaca.

Po wielu probach wstepnych stwierdzono, ze najlepsze efekty uzyskuje sig przy
zastosowaniu mastepujgcych ukladéw rozwijajgcych: uktad I — butanol : kwas octo-
wy :woda w stosunku 4:1:1; uklad II — fenol : woda w stosunku 75:25 z dodatkiem
20 mg NaCN na 100 g mieszaniny (2). W stosowanej metodyge niektére aminokwasy
rmigrowaly razem i aby uzyskaé lepszy rozdzial chromatogram rozwijano 1 raz w
uktadzie z butanolem, a 2 razy 'w ukiladzie fenolowym. Czas rozwijania chromatogra-
méw wynosit w ukladzie I ok. 1,5 godz., w ukladzie II — do 4 gonfz Aminokwasy
wywolywano roztworem ninhydrynowym wg Brennera (1): 0,3 g ninhydryny+3 cm?
kwasu octowego+100 cm3 butanolu, zmodyfikowanym przez dodanie soli kadmu
(27,6 mg CdCly. H,0). Ilo$ciowej oceny poszczegblnych aminokwaséw dokonywano
spektrofotometrycznie po elucji barwnych plam z chromatograméw cienkowarstwo-
wych. Elucje prowadzono metanolem 70°, roztwory pozostawiono na 1 godz., a na-
stepnie eluat badano spektrofotomeirycznie. Absorbancje odczytywano na spektro-
fotometrze typu Spekol. przy diugosci fali 510 nm.

OMOWIENIE WYNIKOW

W metodyce stosowanej w niniejszej pracy niektére aminokwasy mi-
growaly razem (léucyna z izoleucyns, fenyloalanina z tryptofanem, argi-
nina z histydyna, kwas asparaginowy z cystyng i lizyna), a niektére roz-
dzielaly sie cze$ciowo: glicyna z seryng i treoning oraz metionina z walina.

Otrzymane wartosci R; dla ukladu fenol:woda byly nastepujgce: tryp-
tofan — 0,58, fenyloalanina — 0,45, metionina — 0,45, izoleucyna — 0,45,
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tyrozyna — 0,43, leucyna — 0,38, walina — 0,38, alanina — 0,31, glicy-
na 0,20, treonina — 0,19, histydyna — 0,19, arginina — 0,18, seryna —
0,17, lizyna — 0,09, cystyna — 0,09, kwas glutaminowy — 0,07, kwas
asparaginowy — 0,07.

Natomiast warto$ci R; w uktadzje: butanol:kwas octowy:woda ksztal-
towaly sie nastepujgco: tryptofan — 0,695, leucyna — 0,58, fenyloalani-
na — 0,56, metionina — 0,56, tyrozyna — 0,54, walina — 0,49, kwas glu-
taminowy — 0,41, alanina — 0,37, seryna — 0,33, treonina — 0,31, glicy-
na — 0,30, arginina — 0,11, histydyna — 0,09, kwas asparaginowy —
0,09, lizyna — 0,08, cystyna — 0,08.

Wyniki $rednich stezen aminokwasdéw w surowicy krwi szczuréw kon-
trolnych i badanych zestawiono w tab. 1. Jak wynika z podanych war-
tosci Ry, niektore aminokwasy (glicyna+seryna-treonina, oraz metioni-
na z waling) w sfosowanych warunkach rozdzielaly sie prawie catkowi-
cie, jednak ilosciowa ocene tych aminokwaséw dokonywalismy lacznie,
gdyz oznaczanie pojedynczych plamek mogtoby prowadzi¢ do bledow.

Wyniki otrzymane w niniejszej pracy potwierdzily rezultaty naszych
poprzednich badan wykonanych w oparciu o chromatografie bibutowa
jednokierunkows (3). Jak wida¢ z tab. 1, najwiekszy spadek obserwowa-
no po 4 godz. dzialania trucizny dla aminokwaséw, ktére organizm po-
. trafi sam syntetyzowac, to jest dla alaniny, glicyny-seryny i treoniny,
kwasu glutaminowego, asparaginowego oraz aminokwaséw zasadowych.

Tab. 1. Stezenia aminokwaséw w surowicy szczuréw w ostrym zatruciu Chlorfen-
winfosem w pgfem? .
‘Ammo acui concentratlons in rat serum (ug/cm?) in acute poisoning with Chlor-

fenvinsphos
) Grupa Czas po zatruciu
L.p. Aminokwas kontrglna 2 godz. 4 godz. 24 godz.

1.- Kwas asparagi.nowy+

. +cystyna+lizyna 33,7 29,1 17,8** 31,6
2. Arginina+histydyna 16,2 12,7* 10,4** 13,6
3. Kwas glutaminowy 9,6 6,0* 511123%’:;; 5,9
4 Glicyna+.seryna+ :

+treonina 64,4 50,2+ 48,1* 52,7

5. Alanina N 45,3 33,3 27,6%* 47,9
6. Walina +metionina 25,7 23,4 27,0 23,4
7. Tyrozyna 23,9 20,9 21,4 20,5
8. Leucyna+izoleucyna 50,4 41,5 47,9 43,3
9 Fenyloalanina+

. +tryptofan 43,9 43,7 43,2 44,1

* p<0,05, * p<g0,01, *+* p<0,001.
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Na tej podstawie mozna przypuszczac, ze jedng z przyczyn obniZonego
stezenia aminokwaséw moze by¢é zmiana aktywno$ci aminotransferaz w
zatruciu insektycydem fosforoorganicznym. Natomiast aminokwasy egzo-
genne nie zmieniajg swego stezenia, to jest leucyna z izoleucyng, feny-
loalanina z tryptofanem, tyrozyna oraz walina z metioning.

Zaletg metody chromatografii cienkowarstwowej w poréwnaniu z bi-
bulowg bylo uzyskanie oddzielenia kwasu glutaminowego od treoniny
i tyrozyny od tryptofanu, co bylo niemozliwe w metodzie chromatografii
bibulowej. Dalsze zalety — to krétszy okres rozwijania chromatogramow
oraz mozliwos¢é nanoszenia mniejszej ilosci badanego materialu. Ujemna
strong chromatografii cienkowarstwowej jest niemozliwo$¢ jednoczesne-
g0 nanoszenia wzorcéw i probki badanej na ten sam chromatogram, co
jest mozliwe przy stosowaniu chromatografii bibutowej.

Wnioski

1. W ostrym zatruciu szezuréw Chlorfenwinfosem stwierdzono istotne
spadki stezen tych samych aminokwaséw, co i w badaniach wczesniej-
szych, opartych na chromatografii bibulowej.

2. Zastosowanie techniki chromatografii cienkowarstwowej umozliwi-
lo dokladne okreslenie zachowania si¢ kwasu glutaminowego i tyrozyny
w stanie zatrucia badanym insektycydem. !
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PE3IOME

Kpricsl Bucrap, caMubl, oTpaBjeHo m.o. XJaopdeuruudocom B a03e 6,5 mr/kr

1 OIpeesIeHO KOHIEHTPallMi0 aMUMHOKMCJOT B ChIBOPOTKE KPOBM nocltie 2, 4, u 24 yaca
OT OTPaBJIEHUA.

AMMHOKMCJIOTB] paclIpejesieH0 MeTOJIOM JBYCTOPOHHOM TOHKOCJIOMHOM XpOMAaTO-
rpaduu IPU MUCIONB30BaHuMM ¢ONBBEeHTOB: (I) OyraHon — yKcycHads KMCJIOTa — BO- .
Aa 4:1:1 n (II) cbemon — Boja 75:25. XpoMaTOrpaMMBI TIDOABJIEHO HUHIMADUHOM,
a KOJUYECTBEHHYIO OLEHKY IPOBEACHO IIPY IIOMOINM CIHEeKTPOOTOMETDUM METaHO-
JIOBBIX 3JII0ATOB IIBETHBLIX IIATEH.

Y KpbIc OTpaBlEeHHBIX XJ0pheHBMHMOCOM OOHApPYXEHO 3aMeTHOe CHUIKeHHe
KOHIIEHTPALMM SHAOTE€HHBIX aMMHOKMCIOT B 2 u# 4 waca nocjie MHTOKCUKaNuK, a y apo-
MaTUYECKMX M Pa3BETBIEHHBIX aMMHOKMCJOT He OOHApYZKEHO OTKJIOHEHWUS OT HOPMEL
OTH uCCIeAOBaHMA IMOATBEPKIAIT Pe3yibTaThl HAlUMX IIOCJIEAHUX OIpeeleHui IIPo-
BeJleHHbIX MeToaoM OyMazkHOM xpomartorpachun.

SUMMARY

The effect of a single oral dose (6,5 mg/kg) of chlorfenvinphos on the serum
amino acid levels in male rats was examined. The amino acid concentrations were
determined after 2,4 and 24 hours following intoxication.

The seperation of amino acids was performed by the thin layer chromatography
method with the use of solvents: (I) butanol-acetic acid-water (4:1:1:) and (II)
phenol-water (75:25). Chromatogramms were developed with the minhydrin reagent
and quantitative evaluation was performed by absorbancy determining of the me-
thanolic coloured spots eluates.

The obtained results indicate a significant decrease in the level of endogenous
amino acids after 2 and 4 hours from the administration of the poison, whereby
the aromatic and branched-chain amino acid concentrations were found to be
normal. This study confirms the results of our previous determinations using the
paper chromatorgaphy method.






