Medycyna Wet. 54 (8) 1998

Whioski

1. Poziom kortyzolu w surowicy krwi jagniat przed
postepowaniem przedubojowym uzalezniony jest od
ich genotypu; najnlzszq koncentraqqkortyzolu odzna-
cza sig¢ krew jagniat mieszancow po trykach berrichon
du cher.

2. Obrot przedubojowy powoduje istotny, niezalez-
ny od pochodzenia genetycznego, wzrost poziomu kor-
tyzolu w surowicy krwi jagniat.

3. Bardziej wrazliwe na manipulacje przedubojowe
sa jagnig¢ta mieszance, mniej natomiast jagnigta czy-
stej rasy; z grup mieszancow najwigksza wrazliwo-
Scig odznaczaja sig jagnigta po trykach berrichon du
cher.

4. Dwugodzinny transport nie powoduje zaktocen
temperatury rektalnej u jagniat.
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Summary
Influence of mercury on the activation of amino acids in rats liver

The purpose of this study was to determine differences in activity of aminoacyl-tRNA synthetases and
bonding effectiveness of amino acids by tRNA in the livers of rats receiving mercury chloride in their drinking
water. The experiments were conducted on Wistar rats divided into two groups. The first group received 100
mg/l doses of mercury (mercury chloride) in drinking water, the second was a control. After 6 weeks aminoacyl-
-tRNA synthetases and tRNA were obtained from the rat’ livers. The crude preparates of ammoacyl—tRN
synthetases were obtained by precipitation with ammonium supersulphate in the 40
~70% range and tRNA was obtained by phenol extraction. The activity of aminoacyl-tRNA synthetases an
‘bonding effectiveness of amino acids by tRNA were tested in vitro using mcuhation mixtures. The results
tested amlnﬁacyl-tRNA synthetases was lower in li rats which received

v tRINA was lower in these rats’ livers.

Pierwszym ectapem biosyntezy bialka jest proces ak-
tywacji aminokwaséw. Przebiega on przy udziale spe-
cyficznych enzymow, syntetaz aminoacylo-tRNA, kto-
re przy udziale ATP katalizuja przytaczeniec aminokwa-
su do tRNA. Aktywno$¢ syntetaz aminoacylo-tRNA
syntetaz oraz zdolno$¢ wiazania aminokwasdw przez
tRNA maja bezposredni wptyw na intensywnos¢ proce-
su aktywacji aminokwasow, a wigc 1 biosyntezy biat-

k,e in drmkirig water than those in the control group. Mor

bonding effectiveness of

ka. Intensywno§$¢ tego procesu zmienia sig w roznych
stanach metabolicznych komérki (11, 12, 13). Metale
ciezkie zmieniaja metabolizm komorkowy (1, 14, 15).
Dziatanie ich jest gloéwnie zwiazane z hamowaniem
aktywnosci enzymow, blokowaniem reakcji chemicz-
nych, wiazaniem z biatkami, interakcja z i 1nnym1 pier-
wiastkami, z rozrywaniem pewnych wigzan, czy na-
wet wplywem na replikacje DNA (2, 9, 10, 17). Prze-



prowadzone badania mialy na celu okreslenie zmian
aktywnosci syntetaz aminoacylo-tRNA oraz zmian
zdolnos$ci wigzania aminokwasow przez tRNA watro-
by szczuréow otrzymujacych w wodzie pitnej rte¢ w
postaci chlorku rteciowego.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na szczurach biatych rasy Wi-
star. Podzielono je na grupy niezaleznie od plci, po dzie-
sig¢ zwierzat kazda. Grupa pierwsza, badana, otrzymywa-
ta w wodzie do picia chlorek rteci w ilosci 100 mg/l (w
przeliczeniu na rt¢¢). Druga grupa byta kontrolng i dosta-
wata do picia wodg destylowana. Zwierzeta obu grup byty
karmione jednakowo karma sucha LSM i pojone ad libi-
tum. Doswiadczenie prowadzono przez okres szeSciu ty-
godni, a nastepnie zwierzgta usypiano ketamina i pobiera-
no watrobg, z ktorej otrzymywano preparaty enzymatycz-
ne syntetaz aminoacylo-tRNA oraz preparowano tRNA. Ba-
dania aktywnosci syntetaz aminoacylo-tRNA oraz badania
zdolnosci wigzania aminokwasow przez tRNA przeprowa-
dzono przy zastosowaniu znakowanych radioaktywnie 10
aminokwasdw. Byty to: alanina, glicyna, lizyna, kwas aspa-
raginowy, asparagina, leucyna, arginina, fenyloalanina, hi-
stydyna i treonina.

Otrzymywanie preparatow aminoacylo-tRNA syntetaz.
Watroby krolikow otrzymujacych chlorek rteciowy i kon-
trolnych homogenizowano w buforze o pH 7,4 zawieraja-
cym 0,1 M Tris-HC, 0,35 M sacharoze, 0,06 M KCl, 0,01
M MgCl, 2,5 mM f-merkaptoetanol i poddawano wiro-
waniu w celu uzyskania cytosolu (4). Z kolei cytosol pod-
dawano frakcjonowaniu na drodze wysalania siarczanem
amonu. Z wysolonej frakcji biatkowej w zakresie 40-70%
nasycenia siarczanu amonu, po oddializowaniu soli, uzy-
skiwano surowe preparaty syntetaz aminoacylo-tRNA. W
tak przygotowanych preparatach enzymatycznych oznacza-
no bialko metoda Bradforda (3) i nastgpnie uzywano do
okreslania aktywnosci syntetaz aminoacylo-tRNA stosujac
tRNA z watrob szczuréw kontrolnych.

Preparaty enzymatyczne z watroby szczurdw kontrolnych
stuzyly natomiast do badania zdolno$ci wiazania amino-
kwaséw przez tRNA watroby szczuréw otrzymujacych
chlorek rteciowy.

Preparatyka tRNA. Do preparatyki tRNA z watroby
szczuréw badanych i kontrolnych stosowano te sama me-
todg ekstrakeji fenolowej wedtug Seina (16) i Zubay'a (19).
Uzyskane preparaty tRNA oczyszczano na kolumnie DEAE
52 ipoddawano deaminoacylacji wedtug Denneya (5). Ste-
zenie tRNA okreslano spektrofotometrycznie na podstawie
absorbancji przy 260 nm. Badania aminoacylacji przepro-
wadzano in vitro stosujac mieszaning inkubacyjna o skta-
dzie 100 mM bufor Tris-HCI pH=7,5, 10 mM MgCl, 10
mM KCl, 10 mM ATP, 0,4 mM ditiotreitol, 0,1 mM PMSEF.
Do tej podstawowej mieszaniny dodawano jeden z amino-
kwasow znakowanych *C w ilo$ci 18,5 kBq oraz preparat
tRNA w ilosci 2 ODU. Do préb inkubacyjnych dodawano
preparat syntetaz aminoacylo-tRNA w ilosci 50 pg biatka
enzymatycznego.

Nastepnie przeprowadzano inkubacje w temperaturze
37°C przez 20 minut. Z mieszaniny inkubacyjnej pobiera-

no proby po 100 uli nanoszono na krazki bibuty Whatman
3 MM. Krazki po wysuszeniu ptukano czterokrotnie zim-
nym 5% TCA, raz ptynem Hokina (0,8 ml 10 M. NaOH +
60 ml lodowatego kwasu octowego + 95% etanol do obje-
toSci 1000 ml) i eterem. Po wysuszeniu krazkéw liczono
radioaktywno$¢ w liczniku scyntylacyjnym firmy Beckman.

Aktywno$¢ badanych syntetaz aminoacylo-tRNA wyra-
zano w pikomolach zwiazanego aminokwasu znakowane-
go “C przez 1 pg biatka.

Zdolno$¢ wiazania poszezego6lnych aminokwasow przez
badane tRNA wyrazano w pikomolach w przeliczeniu na 1
ODU tRNA.

Wyniki i omowienie
W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono
zmiany aktywno$ci wszystkich badanych syntetaz ami-
noacylo-tRNA pochodzacych z watroby szczuréw

otrzymujacych w wodzie pitnej dodatek chlorku rteci
(tab. 1).

Tab. 1. Wplyw rteci na aktywnos¢ syntetaz aminoacylo-tRNA
watroby szezuréw otrzymujacych w wodzie pitnej chlorek
rteci i kontrolnych (n = 10; X+ s)

Aktywosé aminoacylo-IRNA syntetaz
atka) et

Aminokwasy

Ala  752:1,82 10574386
Gli 10,37+1,65 14,452 31
Liz 2,32+0,51 3,76+1,14
Asp 10,98+2 40 13,143, 11
Asn 8,11+2,03 15,35+2.,90
Leu 4,62+1,80 16,75+3,45
Arg 4,29+1,55 25,25+4,92
Fen 2,29+0,46 3,09+0,95
His 11,55£2,25 31,08+6,71
Tre 9,51£2,12 10,50+2,15
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Ryec. 1. Wplyw rteci na aktywnos$¢ syntetaz aminoacylo-tRNA
watroby szczura



Tab. 2. Wplyw rteci na zdolnos¢ wigzania aminokwaséw przez
tRNA watroby szczura (n = 10; X+t s)

Ala 11,20:2,05 19,12:314
6li 16,72+2,45 21,7925,21
Liz 13,06+3,16 32,77+5,92
Asp 10,14£2,25 15,96£2,05
Asn §,6721,01 19,33:2,56
Leu 10,16+1,56 16,22+1,04
Arg 17,23+2,35 35,0246,16
Fen 14,98+2,70 29,28+5,47
His 9,7321,15 24,62+4,82
Tre 23,48:+4,52 28,13+5,11
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Ryc. 2. Wplyw rteci na zdolno$¢ wiazania aminokwaséw przez
tRNA

Wszystkie badane syntetazy aminoacylo-tRNA syn-
tetaz wykazywaty w grupie badanej nizsza aktywno$é
niz u zwierzat kontrolnych. Spadek aktywnosci byt jed-
nak zréznicowany dla poszczegdlnych enzyméw. Naj-
wigkszy spadek aktywnosci stwierdzono w przypad-
ku AlaRS, AsnRS, AgRS i His (ryc. 1).

Zmiany aktywnosci syntetaz aminoacylo-tRNA
zwigzane sg z koniecznoscia odpowiedzi organizmu
na rozne czynniki. Rte¢ wywiera szkodliwe dziatanie
na ustroj czlowicka (1, 10, 14). Zmniejszenie aktyw-
nosci syntetaz aminoacylo-tRNA pod wplywem rteci
bedzie uposledzalo jeden z elementéw procesu akty-
wacji aminokwaséw. Rte¢ wplywa rowniez na drugi z
elementow tego procesu, a mianowicie tRNA i jego
zdolnos¢ wiazania aminokwaséw. Badania wykazaty,
ze dodatek chlorku rtgciowego w pozywieniu powo-
duje zmniejszenie zdolnosci wigzania aminokwasow
przez tRNA watroby szczura (tab. 2).

tRNA zwierzat otrzymujacych chlorek rteciowy
wykazywat dla wszystkich stosowanych, znakowanych
“C aminokwaséw nizsza zdolno$§¢ wiazania niz tRNA
zwierzat kontrolnych. Zmiana zdolnosci wiazania byla
najbardziej znaczna dla lizyny, asparaginy, argininy,
fenyloalaniny i histydyny (ryc. 2).

Dzialanie rtgci podawanej z woda pitna zmienia za-
rowno aktywno$¢ syntetaz aminoacylo-tRNA, jak i
zdolnos$¢ wigzania aminokwasow przez tRNA watro-
by szczura. Nastepuje obnizenie aktywno$ci enzyméw
1zdolno$ci wigzania dla wszystkich badanych amino-
kwasow. W efekcie begdzie to powodowato zmniej-
szona dostepnos$¢ aminokwasow do procesu translacji
1w nastgpstwie pogarszalo biosynteze bialka. Jak wia-
domo negatywne dzialanie rteci na organizm zwierze-
cy zwigzane moze by¢ z oddzialywaniem na grupy
funkcyjne enzymow, blokowaniem przebiegu reakcji
chemicznych czy dziataniem niespecyficznym (2, 18).
W enzymatycznym procesie aminoacylacji tRNA ist-
nieje mozliwos¢ takich oddziatywan. W organizmie
zywym nalezy bra¢ pod uwage takze mozliwos¢ wza-
jemnych interakcji miedzy metalami ci¢zkimi, ktore
mogg nasila¢ swoje dzialanie, jak i interakcji miedzy
metalami cigzkimi a biopierwiastkami, ktore dziataja
ochronnie (6, 7, 8).

Whioski

1. Rtg¢ podawana w wodzie pitnej w postaci chlor-
ku rteciowego wplywa negatywnie zaréwno na aktyw-
no$¢ syntetaz aminoacylo-tRNA, jak i zdolno$é wia-
zania aminokwasow przez tRNA watroby szczuréw.

2. Rte¢ powoduje zmniejszenie aktywnosci bada-
nych syntetaz aminoacylo-tRNA oraz obniza zdolno$¢
wigzania aminokwasow przez tRNA.

3. Wplyw rteci jest zroznicowany dla poszczegdl-
nych syntetaz aminoacylo-tRNA, jak i badanych tRNA.
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