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Zmiany aktywnosci aldolazy

I dehydrogenazy mleczanowej w watrobie i nerce
oraz zawartosci glukozy w krwi

wywotane jednorazowymi i chronicznymi dawkami
insektycydu karbaminianowego Pirimoru 50 DP

Streszczenie

Badania przeprowadzono na dorostych 4-miesiecznych sam-
cach i samicach myszy biatej, ktérym domiesniowo w dawkach
jednorazowych i chronicznych podawano Pirimor 50 DP. Wsuro-
wicy krwi oznaczano poziom glukozy, a w homogenatach watro-
by 1 nerek aktywnos$¢ aldolazy i dehydrogenazy mleczanowej.
Analiza statystyczna uzyskanych wynikow wykazata, ze jed-
norazowa i chroniczna podaz Pirimoru 50 DP wywotata zarowno
u samcéw? jak i samic Istotny v/zrost poziomu glukozy w suro-
wicy krwi oraz aktywnosci aldolazy i dehydrogenazy mleczano-
wej wwatrobie i nerkach. Zmiany badanych parametréw po dtu-
gotrwatej ekspozycji - jak wskazuja wyniki - majg gtebszy
charakter.

wstp

Chemizacja wspotczesnego zycia, a w szczegolnosci skut-
ki zwigzane z ubocznym dziataniem substancji chemicznych
takich jak pestycydy, stwarza niebezpieczenstwo zatrucia dla
cztowieka i zwierzat. Zrozumienie metabolizmu toksycznych
zwigzkéw chemicznych w organizmach powinno prowadzi¢ do wia-
Sciwego ich stosowania, eliminowania ich szkodliwego dziata-
nia w ustroju, moze tez umozliwi¢ wyjasnienie ich metabo-
lizmu w organizmie zywym. Obok piretroidow, insektycydy kar-
baminianowe zaliczane sg do nowszej generacji pestycydow
i dzieki mniejszej toksycznosci jaka wywotuja u ssakow zaj-
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mujg miejsce persystentnych insektycydéw chloroorganicznych,
zwigzkéw arsenu i rteci oraz silnie toksycznych insektycydéw
fosforoorganicznych. Insektycyd karbaminianowy Pirimor 50 DP
(5,6-dwumetylo-2-dwumetyloamino-4-pirymidynylo-dwumetylokar-
baminian) jest ciggle powszechnie stosowanym, mimo duzej tok-
sycznosci (2 kl.), skutecznym preparatem insektobdjczym.
Przyjmuje sie, ze .insektycydy karbaminianowe i fosforoorga-
niczne blokujg aktywnos$¢ acetylochélinesterazy w uktadzie
nerwowym, co w konsekwencji prowadzi do akumulacji acetylo-
choliny w szczelinie synaptycznej (Wing i inni, 1984; Rattner
i inni, 1983; Glickman i inni, 1984; Karczmar, 1984; Finlay-
son i Rudnicki, 1985). Nagromadzenie acetylocholiny prowadzi
do nadmiernej stymulacji cholinergicznej, wzmozonych efektow
muskarynowych i nikotynowych (Bagk i inni, 1976; Karczmar,
1984), oraz konformacyjnych zmian réznych funkcjonalnie ka-
natdbw Nat+ (Owczinnikow i inni, 1985; Kosk-Kosicka, 1980).
Obserwowano réwniez w wyniku dziatania insektycydéw blokade
pompy sodowo-potasowej (Kakar i inni, 1985; Rattner i inni,
1983), w konsekwencji za$ rozkojarzenie osmoregulacyjnych
funkcji komérki (Rattner i inni, 1983). Pakty te koreluja

z wczes$niej stwierdzonymi w badaniach pilotazowych nad Piri-
morem 50 DP zmianami stosunkéw jonowych (Koczanowski, 1985).
Philips (1985) stwierdzit natomiast spadek aktywnosci mito-
chondrialnej ATP-azy w komérkach médzgu, miesnia sercowego

i hepatocytach,,a takze ostabienie reakcji histoenzymatycz-
nej na dehydrogenaze bursztynianowag pod wpltywem podawania
chlorodekonu. Odzwierciedla to - zdaniem autora-zmiany

w oksydacyjnym metabolizmie mitochondriéw zwigzanych z syn-
tezg de nowo czgsteczek ATP. Stwierdzono réwniez, w efekcie
podazy insektycydow, wzrost aktywnosci (bglukuronidazy, fo-
sfatazy kwasnej i zasadowej (Giermaziak, 1976). Wykazane
przez Biernata i Giermaziaka (1976) zwapnienie wiokien mie-
sniowych jako wtérny wynik podazy intrstionu. jest, zdaniem
autoréw, konsekwencjg odktadania jonéw Ca2+ w mitochondriach.
Za pierwotng jednak przyczyne uszkodzen morfologicznych uwa-
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zaja autorzy hypoksje jako nastepstwo nadmiernej stymulacji
cholinergicznej. Obecnie sadzi sie, ze neurotoksyczne dziata-
nie wiekszosci insektycydéw ma szersze implikacje ogdélnoustro-
jowe. Odkryte w 1954 roku przez Gysin i Metcalfa N-metylokar-
baminiany w ostatnim dziesiecioleciu staty sie grupa pestycy-
déw szeroko stosowanych i posiadajgcych wielkie znaczenie
ekonomiczne. Poniewaz jednak wiadomos$ci o procesach metabo-
licznych karbaminianéw sa ciggle fragmentaryczne, interesujg-
ce i uzasadnione staje sie pytanie: czy i w jakim stopniu
powszechnie stosowany insektycyd karbaminianowy Pirimor 50 .DP
podawany jednorazowo i chronicznie wywotuje zmiany w pozio-
mie glukozy oraz aktywnosci aldolazy i dehydrogenazy mlecza-
nowej szlaku glikolitycznego. Praca niniejsza powinna row-
niez odpowiedzie¢ na pytanie: jaka jest wielkos$¢ i kierunek
zmian aktywnos$ci wybranych enzymoéw w zaleznos$ci od dawki

i czasu podawania Pirimoru 50 DP.

MATERIAL | METODYKA BADAN

Materiat eksperymentalny stanowito 260 dojrzatych picio-
wo samcow i samic myszy biatej. Osobniki uzyte do badan
osiggnety wiek 4 miesiecy i S$rednio wazyly 26 g. Zwierzetom
poddanym doswiadczeniom wstrzykiwano preparat Pirimor 50 DP,
produkowany przez Zaklady Chemiczne-Jaworzno na licencji
f-my Division Plant Protection. Osobniki, nastrzykiwane jed-
norazowo Pirimorem 50 DP/5,6-dwumetylo-2-dwumetyloamino-4-pi-
rymidynylo-dwumetylokarbaminian/ w dawce 40,48 mg/kg wagi
ciata, podzielono na jedna grupe kontrolng i 7 doswiadczalnych,
liczace po 10 osobnikéw. Natomiast zwierzeta nastrzykiwane
chronicznie podzielono na grupe kontrolng i 4 eksperymental-
ne otrzymujgace chronicznie przez 3,5,7 i 14 dni Pirimor 50 DP
w dawce 20 mg/kg wagi ciata. Zwierzeta otrzymujgce domiesnio-
we iniekcje Pirimoru 50 DP rozpuszczonego w 0,3 ml aqua pro
injectione w przypadku dawek jednorazowych zabijano po 1,3,
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6,12,24,48 i 72 godzinach od momentu iniekcji, natomiaet
osobniki nastrzykiwane chronicznie - po 3,5,7 i 14 dniach
podazy tego zwigzku. Oznaczanie wybranych parametrow dokony-
wane byto zawsze o godz. 930. Pobrang krew po skrzepnieciu
poddawano wirowaniu z predkoscig 3 000 obr./min., natomiast
watrobe i nerki po zwazeniu i perfuzji roztworem soli fizjo-
logicznej homogenizowano w schtodzonym buforze fosforanowym
(0,1 M) o ph]7,4 whomogenizatorze teflonowym. Homogenat wi-
rowano z predkoscig 15 000 obr./min. Wsurowicy krwi ozna-
czano poziom glukozy metoda enzymatyczng bez deproteiniza-
cji, natomiast w supernatantach watroby i nerek aktywnos$¢
aldolazy oznaczono metoda Brunsa (1954) i dehydrogenazy mle-
czanowej oznaczanej fotometryoznie wg ilo$sci powstatego for-
mazonu. Z uzyskanych wynikéw obliczono $rednie arytmetyczne
i odchylenie standardowe. Do analizy wynikéw zastosowano
test "t" Studenta.

WYNIKI

Uzyskane dane liczbowe w wyniku przeprowadzonych badan
zestawiono w tab. 1,2 oraz zilustrowano graficznie (fig. 1,2,
3,4,5). Analiza statystyczna wykazata, ze jednorazowa podaz
Pirimoru 50 DP w dawce 40,48 mg/kg wywotata wzrost poziomu
glukozy w surowicy krwi oraz aktywnosci aldolazy i dehydro-
genazy mleczanowej w homogenatach watroby i nerek po 1,3,6,
12,24,48 godz. od momentu podazy w stosunku do wartosci kon-
trolnych. Natomiast po 72 godz. od momentu podazy Pirimoru
50 DP istotnych statystycznie zmian badanych parametrow w sto-
sunku do wartosci kontrolnych nie stwierdzono.

Przeciwnie - po chronicznej 3,5,7 i 1l4-dniowej podazy Pi-
rimoru 50 DP myszom stwierdzono wysoce istotny wzrost poziomu
glukozy w surowicy ich krwi oraz aktywnos$ci aldolazy i dehy-
drogenazy mleczanowej w badanych narzadach. Dane te wskazujg
na wysoki potencjat glikolityczny badanych tkanek po jednora-
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zowej i chronicznej iniekcji Pirimoru 50 DP, z zaznaczeniem,
ii diugotrwata jego podai wywoluje wyraznie wieksze zmiany
biochemiczne.

DYSKUSJIA

Analiza statystyczna wykazata, ie jednorazowa podai Piri-
moru 50 DP wywotata wzrost ‘wszystkich trzech badanych para-
metréw po 1,3,6,12,24 i 48 godz. od momentu iniekcji oraz
nieistotne zmiany w poziomie glukozy i aktywnosci badanych
enzymow po 72 godz. od momentu podania. Fakty te przemawia-
ja za odwracalnym charakterem zmian biochemicznych bedacych -
jak sie przypuszcza - efektem hypoksji. Natomiast po chroni-
cznej 3,5»7 i 14-dniowej iniekcji tego insektycydu obserwo-
wano istotny statystycznie wzrost poziomu glukozy w surowicy
i aktywnosci aldolazy oraz dehydrogenazy mleczanowej w homo-
genatach watroby i nerek zwierzat wskazuje wyraznie na gteb-
szy charakter biochemicznych zmian.

Jak podaje White-Stevena (1977) insektycyjdy fosforoorga-
niczne mozna przedstawi¢ jako hipotetyczne czynniki fosfory-
lujace, wykazujace zdolnos$¢ fosforylowania estrowej czesci
acetylocholinesterazy przez centralny atom fosforu. Wna-
stepstwie fosforylacji dochodzi do nieodwracalnego zabloko-
wania acetylocholinesterazy. Natomiast w przypadku insekty-
cydéw karbaminianowych odwracalna inhibicja enzymu zwigzana
jest z karbamylacjg osrodka aktywnego acetylocholinesterazy,
przy czym taczenie sie karbaminianu z enzymem zachodzi wsku-
tek wiazania atomu wegla grupy karbamylowej z grupa hydroksy-
lowg seryny w centrum estrowym (Szucki i inni, 1978). Bloka-
da acetylocholinesterazy powoduje nagromadzenie acetylocho-
liny wszczelinie synaptycznej,co z kolei prowadzi do hiper-
stymulacji cholinergicznej (Giermaziak, 1976) wzmozonych mu-
skarynowych i nikotynowych efektéw. Zmienia sie w tych wa-
runkach przepuszczalnos¢ btony postsynaptycznej dla jonéw Na
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wwyniku konformacyjnego otwarcia odrebnych czynnosciowo ka-
natébw sodowych (Breer i Shipper, 1984). Jak podaje Michejda
(1989) konformacyjne otwarcie kanatéw Na* dla muekarynowych

i nikotynowych receptoréw cholinergicznych jest regulowane
fosforylacyjnie, cho¢ wedtug réznych mechanizméw. Autor po-
daje, ze kanat sodowy receptora nikotynowego moze by¢ regulo-
wany, egzogenng fosforylacjg przez ATP wydzielany w czasie
neurotransmisji wraz z acetylocholing, natomiast kanat sodo-
wy receptora muksrynowego jest regulowany przez aktywacje
kanatu CaOJ'i cyklazy guanilowej(Ehlert, 1985). Taki bezpo-
Sredni wplyw na konformacyjne otwarcie kanatdw Na* stwier-
dzono w przypadku dziatania nowej generacji pestycyddéw z gru-
py piretroidow (Roche i inni, 19850. Wielu autorow (Rattner
i inni, 1983; Szaflarska-Stojko, 1976) sugeruje bezposSredni
wplyw insektycydow na aktywnos$¢ Na* - K* - ATP-azy.

Mozna zatem przyjac¢, ze stymulacja cholinergiczna sprze-
zona jest z rdoznymi mechanizmami kontrolujacymi przeptyw jo-
noéw. Obserwowane dysfunkcje biochemiczne i uszkodzenia morfo-
logiczne mitochondriow jako efekt dziatania insektycydow
zwigzane sg gtdéwnie z procesami fosforylacji oksydacyjnej.
Rozkojarzeniu oddychania komorkowego towarzysza czesto zabu-
rzenia metabolizmu energetycznego, pociggajace za sobag zakité-
cenia w przebiegu innych proceséw metabolicznych uzaleznio-
nych od ATP (Sung i inni, 1985), w tym réwniez proceséw syn-
tezy i degradacji acetylocholiny oraz funkcjonowania uktadu
ATP-az. Wielu autoréw (Finlayeon i Rudnicki, 1985; Glickman
i inni, 1984; Tarkowski, 1969) za pierwotna przyczyne cze-
stych uszkodzen morfologicznych uwaza hypoksje, przesuniecie
przemian glukozy w kierunku glikolizy beztlenowej a w rezul-
tacie wzrost poziomu mleczanu i zakwaszenie Srodowiska. Prze-
ciwstawng hipoteze przedstawit Giermaziak (1976) sugerujac,
ze zmiane kwasowosci cytoplazny pod wplywem dziatania insek-
tycydow nalezy wigza¢ z labilizacjg bton lizoeomalnych i na-
stepowym uwolnieniem duzych ilosci kwasnych hydrolaz, co
w konsekwencji zmienia pH cytoplazmy z obojetnego do kwasnego.
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Z faktéw tych wynika, ze obserwowany patomechanizm zmian
biochemicznych i morfologicznych jako wynik ekspozycji na
pestycydy moze byé rézny* Stwierdzony w niniejszych bada-
niach istotny wzrost poziomu glukozy oraz aktywnosci aldola-
zy i dehydrogenazy mleczanowej zaréwno po jednorazowej, jak
i po chronicznej podazy Pirimoru 50 Swiadczg o wysokim po-
tencjale glikolitycznym w warunkach niedotlenienia, $cisle
zwigzanym z metabolizmem energetycznym komoérki (Aw i Jones,
1985; Taegtmeyer, 1985)* Wiadome jest, ze efektem hypoksji
jest zaburzenie fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach,
co powoduje zmniejszenie stezenia ATP na korzys$¢ ADP i AMP.
Zmienia sie w tych warunkach komérkowy tadunek energetyczny
nukleotydéw adeninowych (adenylate energy charge) zblokowa-
ny z metabolizmem weglowodanéw) Hochachka i Somero, 1973).
Spadek poziomu ATP i wzrost stezenia ADP stymuluje beztleno-
wy rozpad glukozy (Taegtmeyer, 1985) zabezpieczajgc w etanie
hypoksji odpowiednie dla strukturalno-funkcjonalnej integral-
nosci komédrki stezenie ATP. Wysoki poziom glukozy w surowicy,
a takze wzmozona- aktywnos$¢ aldolazy i dehydrogenazy mlecza-
nowej w badanych tkankach, byd moze, sg wynikiem kompensacyj-
nej strategii adaptacyjnej w warunkach czasowej-hypoksji.
Obecnie wiadomo, ze duza cze$¢ mleczanu jest transportowana
droga krwi do tkanek glukogenicznych (watroba, nerki), gdzie
w wyniku glukoneogenezy ulega zwrotnej przemianie w glukoze
i glikogen. Proces glikogenolizy aktywowany cyklicznym AWP
lub jonami ca®” spetniatby w tym ukdadzie intertkankowe funk-
cje, wsrdd ktdorych gtowng jest ciggle dostarczanie glukozy
do niezwykle wrazliwej na etan niedotlenienia tkanki mozgo-
wej (Smythe 1 inni, 1985). Niewykluczony jest rowniez inny,
niezalezny od cAMP mechanizm stymulujacy glikolize. Wykazano
taki stymulujacy efekt na glikolize epinefryny, wazopresyny
I oksytocyny (Aw i Jones, 1985). Uzyskane w wyniku badan re-
zultaty bydyby zgodne w aspekcie powyzszych rozwazan.

W konkluzji mozna by stwierdzi¢, ze obserwowane zmiany
biochemiczna pod wptywem dziatania insektycydu karbaminia-
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nowego Pirimoru 50 DP sg niewatpliwie zwigzane z zaburzenia-
mi subtleniejszej organizacji na poziomie molekularnym, je-
$li nie ea w ogole ich bezposrednim nastepstwem*
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Bogdan Koczanowski

CHANGES OF ACTIVITY OF ALDOLASE AND OF LACTATE DEHYDROGENASE

IN LIVER AND KIDNEY AND THE CHANGES OF GLUCOSE CONTENT
IN BLOOD CAUSED BY SINGLE AND CHRONIC DOSES OF PIRIMOR
50 DP

Summary

The study was carried out on 4 month old mature male and

female white mice which received intramuscularly single and



chronic doses of Pirimor 50 DP. In the blood serum the leve?
of glucose and in liver and kidneys* homogenates the activi-
ty of aldolase and lactate dehydrogenase were determined.
The statistic analysis of the obtained results proved that
both, single and chronic dose of Pirimor 50 DP caused in ma-
les as well as in females a significant increase of glucose
content in the blood serum and the increase of activity of
aldolase and lactate dehydrogenase in liver and kidneys. The
results show that the changes of the studied parameters cau-
sed by the chronic exposure are of a deeper nature.

BorpaH KouaHOBCKuMiA

VBVEHEH/T AKTVIBHOCTU ANIBAONA3bI U NIAKTATAEMAOPOIEHASbI B IMEYE-
HA 1 TOYUKE, A TAKKE VBVEHEH/H COIEPKAH/A TMTILLO3bI B KPOBU,
BbBRAHHBE  QIHOKPATHBIMA U HOBTOPALLMIACA JIOBAMM TMUPLLIOPA 50 [T

Pestome

NcecnepoBaHUSA Gbii NpoBedeHbl Ha 4-MecsiyHbIX camMuax'v cam-
Kax 6efiofi HbILK, KOTOPbIM BHYTPUMBILLEYHO MHBEKUMPOBaUIK [Mpumop
50 AT B OOAHOKPATHbLIX H MOBTOPSAIOLMXCA A03aX. B CbIBOPOTKE KpPOBU
6bU1 onpepferieHbl: YPOBEHb [/IIOKO3bl, a B romMoreHarax redyeHun B
rnoyke - aKTUBHOCTb a/ibAofiasbl U naktataerngporeHasbol. Craruc-
TUYECKUI aHa/In3 pe3ybTaToB AOKasas, 4YTO OA4HOpa30oBOe U MOBTO-
patoLleeca npegnokeHve lMupumopa 50 A1 BbI3Ba/10 KaK y caMuoOB, Tak
Ny CaMOK 3HauuTe/lbHbIA POEeT YPOBHS [/IHOKO3bl B CbIBOPOTKE KPOBU
N POCT aKTUBHOCTU a/ibjonasbl U naKtatgerngporeHasbl B MNevYeHU 1
noykax. V3ameHeHWs wuccnenyembIX MapamMeTpoB MOc/e XPOHUYECKOMN
eKCMNo3HUUA - KaK CBUAETe/bCTBYIOT pe3ynbTaTbl - 60siee r/1y6oKoro
XapakTepa.



