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A IIISZTONOK TIOL-DISZULFID CSOPOP.IJ:\l.:'IJAK 3ZEICEPF. 
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Egermăj hiszton SHioSH arănyănak ,·ăltozasa etil-fenil-harbiturăt 
adagolăs hatăsăra 

Blazsek V. A., dr. Feszt Gy .. Kiss l. 

A kiserleti âllatok majsejtjeiben bizonyos gyogyszerek adagolăsa utan 
a gy6gyszerek anyagcserejeben resztvevo mikroszoma enzimek aktivitasă
nak fokoz6dasa (indukâlăsa) figyelheto meg (1, :::!). Habăr az enziminduk
ci6 kutatăsa evek 6ta az erdeklodes kozeppontj;jban âll. ennek mechaniz
musa - kiilonosen az emlosok sejtjeiben -- ma is nyitott k6·des. Mai 
ismereteink alapjân az enzimindukci6 mechanizmusânak harom tipusat 
tetelezhetjuk fel (1). Elkepzelheto, hogy az incluktor molekula a genmu
kodes vegtermekevel - az enzimmel - lep kOlcsonhatâsba. Az igy ki
alakul6 induktor-enzim komplex nem teszi măr Jehet6ve az enzimmole
kula Jebontăsât, vagy pedig kivedi az enzimszintkzis feed-back gâtlăsât. A 
masodik lehetoseg szerint az enziminduktor ugy is novelheti az enzim 
aktivităsât, hogy kozvetleniil reagâl a regulătorgen. esetleg az operator
gen DNS-molekulăival. Az emlitett genek miikodesenek megzavarâsa el
kerulhetetlenul a represszor hatâs megszunesehez. vagyis a strukturgen 
miikodesenek fokoz6dăsâhoz, a fajlagos m-RNS szintf>zis novelesehez ve
zet. Vegill, atTa is gondolhatunk, hogy az induktor molekula kozvetlenill 
reagâl a regulătorgen âlt..<U termelt represszorral (18), esetleg mâs, âlta
lănos represszorral is. mint pl. a hisztonokkal. 

Az ujabb molekulăris genetikai kutat..'lsok eredmenyei arra utalnak, 
hogy a genaktivităst s7.abalyoz6 represszor anya~ok szerepet - maga
sabbrendu szervezeteknel - a hisztonok is betolthetik. Ismeretes. hogy 
ezekkel a bâzikus feherjekkel az m-RNS bioszintezist gatolni lehet (3). 
Az is kimutathat6. hogy a hisztonok acetilâlăsânak (4), metilezesenek (5), 
foszforilâlăsânak (6), illetve oxiclâlâsânak (7, 8) merteke es a megfelelo 
sejtekben megfigyelt anyagcsere văltozasok kozott kapcsolat van. Dgy lăt
szik tehât, hogy a hisztonok genszabâlyoz6 szerepe molekulăjuk szerke
zetenek megvâltozasâval val6sulhat meg. 

Egyik ilyen szabâlyozâsi m6d a hisztonok tiol diszulfid csoportjai ară
nyănak vâltozasa lehetne. A cisztein jelenlete egyik hiszton frakci6ban 
(F3-hiszton), ahog)•an ezt măr evekkel ezelott kimutattuk (9), es az a teny, 
hogy a tiol csoportoknak killonleges biol6giai jelentosege van, val6ban 
leheooseget nyujt egy strukturilis (konformăcias) vâltozâson alapul6 gen
regulaci6ra. Ezt a feltetelezest egesz sor megfigyeles tămasztja ala, amint 
ez a kovetkez6kb61 kiderul. A hisztonok cisztcintartalma fajspecifikus 



(10). Az inter-, ill. metafazisban h~vo sejtek hiszton tiol diszulfid arany& 
jelent6s kiilonbseget mutat (8). Regeneral6d6 (11) vagy pedig kortizonnal 
stimulalt (12) majsejtekben a hisztanok tioltartalma no. Az F3-hiszton 
diszulfid (oxidălt) formajănak sokkal kifejezettebb a DNS matrica (temp
lăt) aktivitasăt gătl6 hatâsa, mint a r·edukălt (tiol) hisztone (13). A meg
termekenyitett eti sun (Echinus esculentus) csirasejtek osztodăsănak els6 
6răiban a sejtmagok savban old6d6 feherjeinek tioltartalma szinten no 
(14). Az etionin okozta pankreasz degenerăci6năl viszont a hisztonok i:isz
szes-tioltartalma csokken (15). A hiszton-tiol mennyisegenek fokoz6dăsa 
a fitohemaglutininnel stimulălt limfocităkban is eszlelheto (16). 

A barbitursav szarmazekok - igy az 5-fenil-5-etil-barbitursav (PB) 
is - igen kifejezett enziminduktorok (1. 2). Bar a PB enzimindukăl6 ha
tasat intenziven kutatjâk, ennek pontos mechanizmusa meg nem ismere
tes. Miutăn a PB adagolăsnak kimutathat6 befolyăsa van nemcsak a hisz
tonok anyagcserejere (17), hanem a DNS es a hisztonok ki:izti molekulăris 
kapcsolatra is (17), felteteleztiik, hogy a PB els6dleges hatăsa az ătirâs 
(transzkripci6) szintjen nyilvănul meg, vagyis a PB a genaktivităst ki:iz
vetleniil befolyâsolja. Egyăltalăn nem ismeretes a hisztonok redox alla
potanak szerepe a genregulăci6ban. de amint azt lattuk. ti:ibb kiserlet 
eredmenye amellett sz61, hogy egyreszt a feherje-bioszintezis fokoz6dăsa 
es a hisztonok redukălt ăllapota (SH i:iSH no) osszefiiggesben van egy
mâssal; măsreszt ezeknek a feherjeknek oxidălt âllapota (SH oSH c.sOk
ken) es a genmuki:ides gătlăsa szinten egyiitt jelent.~ezik. 

Ennek alapjăn mi megvizsgăltuk: vajon a PB-adagolas - feherjek 
bioszinteziset fokoz6 anyag - befolyăsolja-e a PB-vel kezelt egerek măjă
b61 kivont hisztonok SHioSH arănyât a kezeletlenekehez viszonyitva? Egy 
ilyen Os.szefiigges feltărăsa lenyeges hozzăjârulast jelenthet az enzim
indukci6, ill. a PB hatâs molekulâris alapjainak tisztâzâsâhoz. 

A kiserleteinkhez him. 24-25 gr-os, normal tăplălekon tartott feher
egereket hasznaltunk. A măjak eltăvolitâsâhoz az egereket reggel 8-10 
6ra kozi:itt dekapitălăssal oltiik meg, majd a mâjakat 3 percen beliil 
-60 C0 -ra hutăttiik le. A sejtmagokat 0,44 M-os szacharoz (pH 5.0) oldat
ban izolăltuk (20). Az igy nyert sejtmagokb61 eloszi:ir az i:issz-hisztont von
tuk ki. majd az Fl-hisztont 5%-os trik16recetsav koncentrăci6năl tăvolitot
tuk el (18). Az F2 es F3 hisztonokat tartalmaz6 kivonatban az SH-. ilL 
SS-csoportok mennyiseget egy elozoleg măr lei!1 eljârâssal hataroztuk meg 
(18. 19). 

Naponta egyszer adagolt (100 rog kg, i. p.) PB 96 ora mulva 50%-os 
- statisztikailag szignifikâns - SH-tartalom novekedest idezett el6 a 
hiszton kivonatban. Hasonl6 koriilmenyek kozott. fiziol6giâs oldat hată
sâra az SH tartalomban vâltozast nem eszleltiink (1. tâblăzat). Az SH oSH 
hănyados ertekenek ncvekedese arra utai. hogy a hiszton-SS csoportok 
redukci6ja az enzim-induktor adagolas negyedik napjân vălik kifejezette. 

A PB indukăl6 hatăs korân, mar 3 ora mulva kimutathat6 (22), de a 
măj mikrosz6ma enzimek aktivităsa 72-96 6ra mulva lesz maximilis 
(1). A mikroszoma feherjek i:isszmennyisege is lassan no, szinten 96 6ra 
utăn eri el a csucserteket (21). Az âltalunk I'-~7Jelt hiszton-tioltartalom 
ni:ivekedesi iiteme az el6bbiekhez hason16 kepl.:'t mutat. a kifejezett văl
tozâs a kes6i szakaszra ('Sik_ 
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Az indukâlt enzim-bioszintezis 72-96 6râs novekedesi maximuma
val szemben az RNS-bioszintezise 24 6ra alatt cleri legnagyobb erteket 
(22). A hiszton-tioltartalom fokoz6dâsa. a hisztonok redox âllapotanak 

1. tablcizat 

Kiserlet 1 

--~-- Kezell~s 
n l idotartama 

ora 

1. 

2. 

3. 
4. 

18 96 

16 30 
(pere) 

15 24 
16 96 

* ăsszes-SH = SH + redukălt SS 
n = ăllatok szăma 

.... p (4-3) < 0,01 

PB adag 
mg'25 g 

eger 

fiziol. 
oldat 
1X2,5 

2X2,5 
5X2,5 

SH."OSH* 

0.25±0,09 

0,27±0,1 

0,31±0,1 
0.53±0,09** 

megvâltozâsa, tehat nem az m-RNS-bioszintezisenek szakaszaval, a gen
aktivâlâsi szakasszal, hanem a hiszton-bioszintezissel (17), ill. az ezzel 
parhuzamosan vegbemeno DNS-bioszintezissel (23) esik egybe. Fitohe
magglutininnel stimuâlt limfocitakban is teljesen azonos lefutâsu a hisz
ton-tioltartalom vâltozâsa (16). 

Eszlelesiink jelentosege meg nem vilagos, de annyit megâllapitha
tunk. hogy a PB hatâsanak kezdeti szakasza es a hisztonok redukci6s 
(aktivâlasi ?) szakasza nem esik egybe. Tovabbi kiserletek sziiksegesek a 
megfigyelt vâltozasok reszleteseb.b tanulmanyozasahoz es az enziminduk
ci6val val6 kapcsolatuk feltarasahoz ... 

A szerkesztosegbe erkezett: 197 5. julius 21-en. 
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Disciplina de toxicologie (cond.: şef dP lucrări f:va Balogh) a I.M.F. din Tirgu-Mureş 

IDENTIFICAREA ŞI SEPARAREA UNOR IERBICIDE 
PIUN METODA CROMATOGRAFIEilN STRAT SUBŢIRE 

Jozefa Szocs, Maria Ajtay, Eva Balogh 

Avînd in vedere că ierbicidele se folosesc pe scară largă atît în străi
nătate cit şi la noi în ţară, pericolul intoxicaţiilor, cît şi poluarea mediu
lui înconjurător ridică din ce în ce mai multe probleme. 

Cu toate că toxicitatea lor este relativ redusă, s-au ivit numeroase 
cazuri de intox.icatii accidentale sau voluntare (1,8). 

Ierbicidele cel mai frecvent utilizate în agricultura noastră sint: din
tre deriva ţii triazinici: Prometryna (2-metil-mercapto-4.6-bis-izopropil
amino-sim-tJiazina), Atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-izopropilamino-sim
triazina), Simazina (2-cloro-4,6 bis etil amino-sim-triazina); dintre deri
vaţii clorfenoxiacetici: acidul 4-clor fenoxiacetic (PCPA), acidul 2.4-di
clorfenoxi-acetic (2,4-D), acidul 2,4,6-triclorfenoxiacetic (2,4.6-T), acidul 
4-clor-2-metil fenoxiacetic (MCP A). 

Cercetările noa'>tre se referă la identificarea şi separarea acestor 
două grupe de ierbicide prin metoda cromatografiei în strat subţire. 

Material şi metodă 

Pentru analiză s-au folosit produse tehnice. utilizate in agricultură. 
Extr·actia substanţelor a~tive s-a făcut in mediu alcalin cu ajutorul clo
roformului pentru ierbicidele triazinice, respectiv in mediu acid cu eter 
etilic în cazul derivaţilor clorfenoxiacetici. Extractele organice, după o 
purificare prealabilă, au fost evaporate pînă la sec, reziduurile au fost 
apoi dizolvate cu cloroform, respectiv cu etanol. Soluţiile astfel obţinute 
servesc pentru cromatografiere (2,4). 




