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STUDIUL ACTIVITATH L—GLUTAMINA : D—FRUCTOZA-G6-FOSFAT
AMINOTRANSFER.\AZEI HEPATICE SI AL INCORPORARII IN
SEROMUCOID A 7°Se-SELENOMETIONINEI IN INTOXICATIA
ACUTA A FICATULUI SI IN INFLAMATIA EXPERIMENTALA

L. Bukaresti, Maria Fégdrdsan, Gabriela Siké, Ileana Nagy,
A. Kovdcs, Susana Almdsi

In urma leziunilor tisulare, ca /un raspuns la aceste afectiuni, creste
concentratia glicoproteinelor serice . acidosolubile. Originea glicopro-
teinemiei crescute este insd o problema mult discutatd. Dupd multi
autori rolul principal in cresterea glicoproteinemiei in diferite leziuni ti-
sulare il are ficatul (8, 13, 14, 17, 21), altii subliniaza rolul tesuturilor le-
zate respectiv cel al SRH (9, 10, 12, 16, 19, 20).
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In cursul cercetarilor noastre anterioare (3—5) am obtinut date care
accentueaza rolul ficatului in biosinteza glicoproteinelor serice in proce-
sele cu caracter inflamator.

In continuarea acestor cercetiri ne-am propus studiul activitatii unei
enzime cheie in biosinteza hexozaminelor precum si cel al incorporarii
in seromucoid a unui aminoacid marcat in intoxicatia acuti a ficatului
si intr-un proces inflamator experimental.

Material §i metodd

Experientele au fost efectuate in doua serii (I, II).

1. Experientele s-au efectuat pe cobai masculi cu o greutate de 500—
~—~T00 g impartiti in urmatoarele loturi:

Lotul nr. 1 (8 animale) a servit drept martor.

Lotul nr. 2 (7 animale) a fost tratat i.p. cu 0,18 ml 100 g corp cu un
amestec de CCl; si ulei de parafina 1 :2, cu 20 de ore inainte de sacrifi-
care. Lotul nr. 3 (8 animale) a primit i.m. 0,025 ml 100 g corp ulei de tere-
bentind cu 48 de ore inaintea sacrificarii. Lotul nr. 4 (7 animale) a fost
tratat ca si lotul nr. 3, animalele primind in plus CCl, in conditiile des-
crise la lotul nr. 2.

Activitatea L-glutamini: D-fructoza-6-fosfat aminotransferazei (glu-
cozamind sintetazd, EC.2.6.1.16) s-a determinat dupd metoda descrisi de
Zwierz si colab. (26). Glucozamina-6-fosfat obtinuta a fost determinata
prin metoda lui Morgan si Elson, modificata (11).

Continutul in proteing”al supernatantuluina fost dozat cu metoda biu-
retului (Weichselbaum).

II. Experientele au/fost efectuate pe/cobai\masculi cu o greutate de
700-—900 g, impartiti in 4 loturi, formate fiecare din cite 5 animale. Lo-
turile (nr. 1—4) au fost tratates éxact ca si/loturile corespunzatoare din
seria I, in plus animalele au primit-i.p. cu 2 jore inainte de sacrificare
2,5 «Ci 100 g corp -Se-selenometionina;

Separarea si dozarea (reactia’biuret) seromucoidului s-au efectuat pe
baza metodei lui Winzler (25)"descrisé de Arato (1).

S-a determinat §i polarograma. filtratului percloric (din care s-a efec-
tuat si dozarea seromucoidului 3).

Dozarea radioactivitatii precipitatului de seromucoid s-a facut intr-un
cristal de scintilatie ,,Gamma* (la 1050 V) racordat la un numarator de
particule.

Prelucrarea statistici s-a ficut dupa metoda ,,t* Student.

Pentru examinarea histopatologicd a ficatului, piesele fixate in for-
mol neutru diluat (1:10), au fost incluse in parafina si colorate cu hema-
toxilind-eozina. Fara includere au fost sectionate la microtom de conge-
lare si colorate cu Sudan III—IV, respectiv cu Sudan III—IV si hema-
toxilina.

Rezultate gi discutii

I. Din datele tabelului nr. 1 reiese cila 20 de ore dupa administrarea
i.p. a CCl; activitatea glucozamina-sintetazei descreste marcat si statis-
tic semnificativ. In schimb la 48 de ore dupa administrarea i.m. a uleiu-
lui de terebentina activitatea enzimatica. calculatd pe 1 mg de proteine
din supernatant, prezinti o tendintd de crestere, iar cea calculata pe 1
g tesut umed, o crestere statistic semnificativd. In cazul animalelor tra-
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tate cu ambele substante toxice se obtin valori intermediare care nu di-
fera mult de valorile normale (diferenta fatd de normal este stastistic ne-
semnificativa).

Tabelul nr. 1

uM.10—2 GIcN-6-P uM GIlcN-6-P
Nr. Tratare 1 mg prot. 1 g tesut umed
lotului
1 h 1h
1. Martor 1.24 0,96
(n=28) +0.16 +0,07
2. CCly i.p. 0,16 0,26
20 h 40,05 +0,05
(n="17
<0,001 <0,001
3. Ulei de 1,50 1,33
terebent. i. m. 40,12 40,08
48 h
(n=28)
P >0,2 <0,01
4. Ulei de 0.82 0,73
terebent. i. m. +0,15 +0,11
48 h
+
CCly i. p.
20 h
n="7
P >0,05 >0,05

Tabloul histopatologic al ficatuluir in'‘cazul intoxicatiei cu CCl, este
tipic: hiperemie, necroza centrala si-distrofie lipidica la periferie. In in-
flamatia provocatd prin administrarea uleiului de terebentini leziunile
sint mai usoare §i de alt caracter. Apar infiltratii mononucleare peripor-
tale, dar in general numai in forma discreta. Distrofia lipidicd nu apare.
Sub actiunea ambelor substante (CCl; + ulei de tereb.) modificirile pato-
logice se suprapun. Se constatd necroza hepatocelulara si distrofie grasa
cu aparitia concomitentd a infiltratiillor mononucleare discrete.

Variatia activitdtii enzimatice s-ar putea explica in primul rind prin
modificarea intensitatii sintezei enzimei. Sint cunoscute tulburirile grave
ce intervin in metabolismul general al hepatocitelor in cursul intoxica-
tiei cu CCl, intre care si inhibarea biosintezei proteinelor. Pe de alti
parte au fost obtinute date dupid care in urma unei leziuni tisulare ar
avea loc inductia sintezei de enzimia. Cresterea activititii enzimei din
ficat a fost observata in urma diferitelor leziuni tisulare: injectie de car-
rageenind (22), inplantare intraperitoneald de celule tumorale (18) sau
prin laparotomie (6) cind cresterea activitdtii enzimatice a putut fi blo-
catd de actinomicina D si cicloheximida (2, 6). UDP-N-acetil-glucozamina
inhibd in mod specific glucozamina-sintetaza (15). Exista si multi efec-
tori secundari care modifici legatura intre enzimia si inhibitor. Astfel,
G—6—P si AMP intireste, UTP slabeste aceastd legatura (23, 24).
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Pe lingd modificarea biosintezei de novo a enzimei se poate presu-
pune §i o modificare a activitdtii enzimatice in urma schimbirii concen-
tratiei acestor efectori, in conditiile patologice.

Luind in considerare ci din produsul reactiei enzimatice studiate —
glucozamina-6-fosfat — se sintetizeaza si celelalte hexozamine precum
si acidul sialic, modificarile in activitatea acestei enzime afecteaza pro-
fund intreaga parte glucidicid a glicoproteinelor.

Trebuie semnalat totodatid faptul ca in cursul intoxicatiei cu CCl,
descreste mult si concentratia substratului enzimei, glutamina hepatica (7).

II. Dupéa cum rejese din tabelul nr. 21a 20 de ore dupd administrarea
i.p. a CCl; concentratia seromucoidului scade semnificativ fati de mar-
tori. In schimb la 48 de ore dupi administrarea i.m. a uleiului de tere-
bentind ea prezintd o crestere semnificativd. Aceasta crestere insi nu are
loc dacd animalele tratate primesc si CCl, cu 20 de ore inainte de sacri-
ficare. Rezultatele obtinute prin determinarea pe cale chimici a seromu-
coidului sint confirmate prin comportarea similard a polarogramei (de-
pendentd de concentratia seromucoidului).

Tabelul nr. 2

- A Radioactivitatea Activitatea
2 Trat Polaro- SAeromu‘igz)d seromucoidului specifica_in
v 2 ratare grama m "i‘g din 0,5 ml ser imp min. mg
z2 in/mm, DhySEr in \imp min. seromucoid
1, Martor 29,8 140 2463 3595
(n=5) +3,7 +7.3 +1736 +1045
2. CClL i.p. 19 83,2 352 831
20 h +90,711 +6,7 +153 +262
(n=175)
P <0,05 <0,001 <0,05 <0,05
3. Ulei de 46,8 2214 8820 8264
terebent.i. m. +412 4181 +1416 +1476
48 h
{n=235)
<0,05 <0,01 <0,04 <0,001
4. Ulei de
terebent.i. m. 29 159.8 1588 1997
48 h +292 +89 +173 +210
+
CCl i.p.
20 h
(n=173)
P >0.8 >0,1 >0,2 >0,1

Incorporarea selenometioninei marcate in seromucoid prezinti de
asemenea o descrestere semnificativd in intoxicatia acutd a ficatului si o
crestere semnificativd in inflamatia experimentala. Activitatea specificd
obtinutd la animalele tratate cu ambele substante toxice, nu difera sta-
tistic semnificativ fatd de valoarea normala.
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Variatiile activitadtii specifice de la un lot la altul ne pot sugera ci
pe linga scdderea, respectiv cresterea intensititii biosintezei proteinelor
din seromucoid au loc si schimbéari in compozitia acestuia. Seromucoidul
nefiind o fractiune glicoproteici omogena. asemenea schimbari par vero-
simile in conditii patologice.

Examenul histopatologic al ficatului aratd in general aceleasi leziuni
ca si in loturile corespunzatoare din seria I, gravitatea leziunilor fiind
chiar mai accentuatid. In cazul loturilor care au primit uleiul de tere-
bentina s-a putut constata o activilate marcatd a celulelor Kupffer.

Rezultatele celor doua serii de experiente ne aratd ca in cresterea
concentratiei seromucoidului. in cursul procesului inflamator studiat, rolul
major il are ficatul, procesele biochimice de la nivelul acestui organ avind
un rol principal in biosinteza atit a pariii glucidice cit si a partii pro-
teice a glicoproteinelor serice acidosolubile.

Sosit la redactie: 21 decembrie 1977.
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STUDY ON THE L-GLUTAMINE:
D-FRUCTOSE-6-PHOSPHATE AMINOTRANSFERASE
ACTIVITY IN THE LIVER AND ON THE 75Se-SELENOMETHIONINE
INCORPORATION INTO SEROMUCOID IN ACUTE LIVER
INTOXICATION AND IN EXPERIMENTAL INFLAMMATION

In male guinea pigs treated” with CCl; (i.p. 0.18 ml 100 g body weight
CCl, : paraffin-oil 1:2), 20 hours before killing. there was a significant fall in
L-glutamine : D-fructose-6-phosphate aminotransferase (EC 2.6.1.16) activity in the
liver, in seromucoid concentration. \in/ the polarogram of serum filtrate and in
the 75Se-selenomethionine incorporation . into seromucoid. In the animals treated
with turpentine oil (i.m. 0.025 ml 100 g body weight), 48 hours before Kkilling, all
the parameters in study significantly increased. By giving CCl, to the guinea pigs
previously treated with turpentine oil, the values near the normal. The findings
render new proofs regarding the main role of the liver in the biosynthesis of
acidosoluble serum glycoproteins.



