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Zmiany aktywności aldolazy 
i dehydrogenazy mleczanowej w wątrobie i nerce

oraz zawartości glukozy w krwi 
wywołane jednorazowymi i chronicznymi dawkami 

insektycydu karbaminianowego Pirimoru 50 DP
Streszczenie

Badania przeprowadzono na dorosłych 4-miesięcznych sam­
cach i  samicach myszy b ia łe j ,  którym domięśniowo w dawkach 
jednorazowych i  chronicznych podawano Pirimor 50 DP. W suro­
wicy krwi oznaczano poziom glukozy, a w homogenatach wątro­
by i  nerek aktywność aldolazy i  dehydrogenazy mleczanowej. 
Analiza statystyczn a uzyskanych wyników wykazała, że jed­
norazowa i  chroniczna podaż Pirimoru 50 DP wywołała zarówno 
u samców? jak i  samic isto tn y  v/zrost poziomu glukozy w suro­
wicy krwi oraz aktywności aldolazy i  dehydrogenazy mleczano­
wej w wątrobie i  nerkach. Zmiany badanych parametrów po dłu­
gotrw ałej ekspozycji -  jak wskazują wyniki -  mają głębszy 
charakter.

wst^p

Chemizacja współczesnego życia , a w szczególności skut­
k i związane z ubocznym działaniem su bstan cji chemicznych 
takich jak pestycydy, stwarza niebezpieczeństwo zatrucia dla 
człowieka i  zw ierząt. Zrozumienie metabolizmu toksycznych 
związków chemicznych w organizmach powinno prowadzić do wła­
ściwego ich stosowania, eliminowania ich szkodliwego d zia ła­
nia w u stro ju , może też  umożliwić wyjaśnienie ich  metabo­
lizmu w organizmie żywym. Obok piretroidów, insektycydy kar- 
baminianowe zaliczane są do nowszej generacji pestycydów 
i  dzięki m niejszej toksyczności jaką wywołują u ssaków z a j-
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mują m iejsce persystentnych insektycydów chloroorganicznych, 
związków arsenu i  r tę c i  oraz s i ln ie  toksycznych insektycydów 
fosforoorganicznych. Insektycyd karbaminianowy Pirim or 50 DP 
( 5 ,6-dwumetylo-2-dwumetyloamino-4-pirymidynylo-dwumetylokar- 
baminian) je s t  c ią g le  powszechnie stosowanym, mimo dużej tok­
syczn ości (2 k l . ) ,  skutecznym preparatem insektobójczym . 
Przyjmuje s i ę ,  że .insektycydy karbaminianowe i  fosforoorga­
niczne blokują aktywność acety loch ólin esterazy  w układzie 
nerwowym, co w konsekwencji prowadzi do akumulacji a cety lo ­
choliny w sz c z e lin ie  synaptycznej (Wing i  in n i, 1984; Rattner 
i  in n i, 1983; Glickman i  in n i, 1984; Karczmar, 1984; F in la y - 
son i  Rudnicki, 1985). Nagromadzenie acetyloch oliny prowadzi 
do nadmiernej stym ulacji ch o lin erg iczn e j, wzmożonych efektów 
muskarynowych i  nikotynowych (Bąk i  in n i, 1976; Karczmar, 
1984), oraz konformacyjnych zmian różnych funkcjonalnie ka­
nałów Na+ (Owczinnikow i  in n i, 1985; Kosk-Kosicka, 1980). 
Obserwowano również w wyniku d zia łan ia  insektycydów blokadę 
pompy sodowo-potasowej (Kakar i  in n i, 1985; Rattner i  in n i, 
1983), w konsekwencji zaś rozkojarzenie osmoregulacyjnych 
fu n k c ji komórki (Rattner i  in n i, 1983). Pakty te  korelu ją 
z w cześniej stwierdzonymi w badaniach pilotażowych nad P i r i ­
mor em 50 DP zmianami stosunków jonowych (Koczanowski, 1985). 
P h ilip s  (1985) s tw ie rd ził natomiast spadek aktywności m ito- 
chondrialnej ATP-azy w komórkach mózgu, mięśnia sercowego 
i  hepatocytach,„a także osłabien ie re a k c ji his toenzymatycz­
nej na dehydrogenazę bursztynianową pod wpływem podawania 
chlorodekonu. Odzwierciedla to  -  zdaniem autora-zmiany 
w oksydacyjnym metabolizmie mitochondriów związanych z syn­
tezą de nowo cząsteczek ATP. Stwierdzono również, w efekcie  
podaży insektycydów, wzrost aktywności (b glukuronidazy, fo ­
sfa ta zy  kwaśnej i  zasadowej (Giermaziak, 1976). Wykazane 
przez Biernata i  Giermaziaka (1976) zwapnienie włókien mię­
śniowych jako wtórny wynik podaży in trstio n u . j e s t ,  zdaniem 
autorów, konsekwencją odkładania jonów Ca2+ w mitochondriach. 
Za pierwotną jednak przyczynę uszkodzeń morfologicznych uwa­
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żają autorzy hypoksję jako następstwo nadmiernej stym ulacji 
ch o lin ergiczn ej. Obecnie sądzi s ię ,  że neurotoksyczne d zia ła ­
nie w iększości insektycydów ma szersze im plikacje ogólnoustro- 
jowe. Odkryte w 1954 roku przez Gysin i  M etcalfa N-metylokar- 
baminiany w ostatnim d z ie s ię c io le c iu  s ta ły  s ię  grupą pestycy­
dów szeroko stosowanych i  posiadających w ielkie znaczenie 
ekonomiczne. Ponieważ jednak wiadomości o procesach metabo­
licznych karbaminianów są c ią g le  fragmentaryczne, in teresu ją ­
ce i  uzasadnione s ta je  s ię  pytanie: czy i  w jakim stopniu 
powszechnie stosowany insektycyd karbaminianowy Pirimor 50 .DP 
podawany jednorazowo i  chronicznie wywołuje zmiany w pozio­
mie glukozy oraz aktywności aldolazy i  dehydrogenazy mlecza- 
nowej szlaku g lik o lity c z n e g o . Praca n in ie jsz a  powinna rów­
nież odpowiedzieć na pytanie: jaka je s t  wielkość i  kierunek 
zmian aktywności wybranych enzymów w zależności od dawki 
i  czasu podawania Pirimoru 50 DP.

MATERIAŁ I  METODYKA BADAN

M ateriał eksperymentalny stanowiło 260 dojrzałych p łc io ­
wo samców i  samic myszy b ia łe j .  Osobniki użyte do badań 
osiągnęły wiek 4 m iesięcy i  średnio ważyły 26 g . Zwierzętom 
poddanym doświadczeniom wstrzykiwano preparat Pirimor 50 DP, 
produkowany przez Zakłady Chemiczne-Jaworzno na l ic e n c j i  
f-my D ivision  Plant P ro tectio n . Osobniki, nastrzykiwane jed­
norazowo Pirimorem 50 DP/5,6-dwumetylo-2-dwumetyloamino-4-pi- 
rymidynylo-dwumetylokarbaminian/ w dawce 40,48 mg/kg wagi 
c ia ła , podzielono na jedną grupę kontrolną i  7 doświadczalnych, 
lic z ą c e  po 10 osobników. Natomiast zwierzęta nastrzykiwane 
chronicznie podzielono na grupę kontrolną i  4 eksperymental­
ne otrzymujące chronicznie przez 3 ,5 ,7  i  14 dni Pirimor 50 DP 
w dawce 20 mg/kg wagi c ia ła . Zwierzęta otrzymujące domięśnio­
we in iek cje  Pirimoru 50 DP rozpuszczonego w 0 ,3  ml aqua pro 
in jectio n e w przypadku dawek jednorazowych zabijano po 1 ,3 ,
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6 ,1 2 ,2 4 ,4 8  i  72 godzinach od momentu in ie k c j i ,  natomiaet
osobniki nastrzykiwane chronicznie -  po 3 ,5 ,7  i  14 dniach
podaży tego związku. Oznaczanie wybranych parametrów dokony-

30wane było zawsze o godz. 9 . Pobraną krew po skrzepnięciu
poddawano wirowaniu z prędkością 3 000 o b r ./m in ., natomiast 
wątrobę i  nerki po zważeniu i  p e r fu z ji roztworem s o l i  f i z j o ­
lo g ic z n e j homogenizowano w schłodzonym buforze fosforanowym 
(0,1 M) o ph|7,4 w homogenizatorze teflonowym. Homogenat wi­
rowano z prędkością 15 000 obr./m in . W surowicy krwi ozna­
czano poziom glukozy metodą enzymatyczną bez d ep ro te in iza - 
c j i ,  natom iast w supernatantach wątroby i  nerek aktywność 
aldolazy oznaczono metodą Brunsa (1954) i  dehydrogenazy m le- 
czanowej oznaczanej fotom etryoznie wg i l o ś c i  powstałego f o r -  
mazonu. Z uzyskanych wyników obliczono średnie arytmetyczne 
i  odchylenie standardowe. Do an alizy  wyników zastosowano 
t e s t  " t "  Studenta.

WYNIKI

Uzyskane dane liczbowe w wyniku przeprowadzonych badań 
zestawiono w ta b . 1,2 oraz zilustrow ano g ra fic z n ie  ( f i g .  1 ,2 , 
3 ,4 ,5 ) .  Analiza sta tystyczn a  wykazała, że jednorazowa podaż 
Pirimoru 50 DP w dawce 40 ,48  mg/kg wywołała wzrost poziomu 
glukozy w surowicy krwi oraz aktywności aldolazy i  dehydro­
genazy mleczanowej w homogenatach wątroby i  nerek po 1 ,3 ,6 , 
12 ,2 4 ,48  godz. od momentu podaży w stosunku do w artości kon­
tro ln ych . Natomiast po 72 godz. od momentu podaży Pirimoru 
50 DP isto tn y ch  s ta ty s ty c z n ie  zmian badanych parametrów w s to ­
sunku do wartości kontrolnych n ie  stw ierdzono.

Przeciwnie -  po chronicznej 3 ,5 ,7  i  14-dniowej podaży P i ­
rimoru 50 DP myszom stwierdzono wysoce is to tn y  wzrost poziomu 
glukozy w surowicy ich krwi oraz aktywności aldolazy i  dehy­
drogenazy mleczanowej w badanych narządach. Dane te  wskazują 
na wysoki p o ten cja ł g lik o lity c z n y  badanych tkanek po jednora­
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zowej i  chronicznej in ie k c ji  Pirimoru 50 DP, z zaznaczeniem, 
i i  długotrwała jego podai wywołuje wyraźnie większe zmiany 
biochemiczne.

DYSKUSJA

Analiza statystyczn a wykazała, ie  jednorazowa podai P i r i -
t

moru 50 DP wywołała wzrost wszystkich trzech badanych para­
metrów po 1 ,3 ,6 ,1 2 ,2 4  i  48 godz. od momentu in ie k c ji  oraz 
n ie isto tn e  zmiany w poziomie glukozy i  aktywności badanych 
enzymów po 72 godz. od momentu podania. Fakty te  przemawia­
ją  za odwracalnym charakterem zmian biochemicznych będących -  
jak s ię  przypuszcza -  efektem h yp oksji. Natomiast po chroni­
cznej 3,5»7 i  14-dniowej in ie k c ji  tego insektycydu obserwo­
wano isto tn y  sta tysty czn ie  wzrost poziomu glukozy w surowicy 
i  aktywności aldolazy oraz dehydrogenazy mleczanowej w homo- 
genatach wątroby i  nerek zwierząt wskazuje wyraźnie na głęb­
szy charakter biochemicznych zmian.

Jak  podaje White-Stevena (1977) insektycyjdy fosforoorga­
niczne można przedstawić jako hipotetyczne czynniki fo sfo ry - 
lu ją c e , wykazujące zdolność fosforylowania estrowej części 
acetylocholinesterazy przez centralny atom fo sfo ru . W na­
stępstw ie fo s fo r y la c ji  dochodzi do nieodwracalnego zabloko­
wania acety loch olin esterazy . Natomiast w przypadku insekty­
cydów karbaminianowych odwracalna in h ib ic ja  enzymu związana 
je s t  z karbamylacją ośrodka aktywnego acetyloch olinesterazy, 
przy czym łączenie s ię  karbaminianu z enzymem zachodzi wsku­
tek wiązania atomu węgla grupy karbamylowej z grupą hydroksy­
lową seryny w centrum estrowym (Szucki i  in n i, 1978). Bloka­
da acetylocholinesterazy powoduje nagromadzenie acetylocho­
lin y  w sz cz e lin ie  synaptycznej,co z k o le i prowadzi do h ip er- 
stym ulacji cholinergicznej (Giermaziak, 1976) wzmożonych mu- 
skarynowych i  nikotynowych efektów. Zmienia s ię  w tych wa­
runkach przepuszczalność błony postsynaptycznej dla jonów Na
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w wyniku konformacyjnego otwarcia odrębnych czynnościowo ka­
nałów sodowych (Breer i  Shipper, 1984). Jak  podaje Michejda 
(1989) konformacyjne otwarcie kanałów Na* dla muekarynowych 
i  nikotynowych receptorów cholinergicznych je s t  regulowane 
fo sfo ry la c y jn ie , choć według różnych mechanizmów. Autor po­
d aje , że kanał sodowy receptora nikotynowego może być regulo­
wany, egzogenną fo sfo r y la c ją  przez ATP wydzielany w czasie 
neurotransm isji wraz z acety loch olin ą , natomiast kanał sodo­
wy receptora muksrynowego je s t  regulowany przez aktywację

O j .

kanału Ca i  cyklazy guan ilow ej(Eh lert, 1985). Taki bezpo­
średni wpływ na konformacyjne otwarcie kanałów Na* stw ier­
dzono w przypadku d zia łan ia  nowej gen eracji pestycydów z gru­
py piretroidów (Roche i  in n i, 19850. Wielu autorów (Rattner 
i  in n i, 1983; S z a fla rsk a -S to jk o , 1976) sugeruje bezpośredni 
wpływ insektycydów na aktywność Na* -  K* -  ATP-azy.

Można zatem p rzy jąć, że stym ulacja cholinergiczna sprzę­
żona je s t  z różnymi mechanizmami kontrolującym i przepływ jo ­
nów. Obserwowane dysfunkcje biochemiczne i  uszkodzenia morfo­
logiczn e mitochondriów jako efekt działania insektycydów 
związane są głównie z procesami fo s fo r y la c ji  oksydacyjnej. 
Rozkojarżeniu oddychania komórkowego towarzyszą często zabu­
rzenia metabolizmu energetycznego, pociągające za sobą zakłó­
cenia w przebiegu innych procesów metabolicznych uzależnio­
nych od ATP (Sung i  in n i, 1985), w tym również procesów syn­
tezy i  degradacji acety loch olin y  oraz funkcjonowania układu 
ATP-az. Wielu autorów (Finlayeon i  Rudnicki, 1985; Glickman 
i  in n i, 1984; Tarkowski, 1969) za pierwotną przyczynę czę­
stych uszkodzeń morfologicznych uważa hypoksję, przesunięcie 
przemian glukozy w kierunku g lik o liz y  beztlenowej a w rezu l­
ta c ie  wzrost poziomu mleczanu i  zakwaszenie środowiska. Prze­
ciwstawną hipotezę przedstaw ił Giermaziak (1976) sugerując, 
że zmianę kwasowości cytoplazny pod wpływem d ziałan ia  insek­
tycydów należy wiązać z la b il iz a c ją  błon lizoeomalnych i  na­
stępowym uwolnieniem dużych i lo ś c i  kwaśnych hydrolaz, co 
w konsekwencji zmienia pH cytoplazmy z obojętnego do kwaśnego.

135



Z faktów tych wynika, że obserwowany pa t  orne chan i  zm zmian 
biochemicznych i  m orfologicznych jako wynik ek sp ozycji na 
pestycydy może byó różny* Stwierdzony w n in ie jsz y ch  bada­
niach is to tn y  wzrost poziomu glukozy oraz aktywności a ld o la - 
zy i  dehydrogenazy mleczanowej zarówno po jednorazowej, jak  
i  po chronicznej podaży Pirim oru 50 świadczą o wysokim po­
te n c ja le  glik o lityczn ym  w warunkach n ie d o tle n ie n ia , ś c i ś le  
związanym z metabolizmem energetycznym komórki (Aw i  Jo n es, 
1985; Taegtmeyer, 1985)* Wiadome j e s t ,  że efektem hypoksji 
je s t  zaburzenie f o s f o r y la c j i  oksydacyjnej w m itochondriach, 
co powoduje zm niejszenie s tę że n ia  ATP na korzyść ADP i  AMP. 
Zmienia s ię  w tych warunkach komórkowy ładunek energetyczny 
nukleotydów adeninowych (adenylate energy charge) zblokowa­
ny z metabolizmem węglowodanów) Hochachka i  Somero, 1973). 
Spadek poziomu ATP i  wzrost s tęże n ia  ADP stym uluje beztlen o­
wy rozpad glukozy (Taegtmeyer, 1985) zabezpieczając w etanie 
hypoksji odpowiednie dla stru k tu ra ln o-fu n k cjo n aln ej in te g r a l­
n o ści komórki stęże n ie  ATP. Wysoki poziom glukozy w surowicy, 
a także wzmożona- aktywność a ld olazy  i  dehydrogenazy mlecza­
nowej w badanych tkankach, byó może, są wynikiem kompensacyj­
n e j s t r a t e g i i  adaptacyjnej w warunkach czasow ej-h yp oksji. 
Obecnie wiadomo, że duża część mleczanu j e s t  transportowana 
drogą krwi do tkanek glukogenicznych (wątroba, n e r k i) , gdzie 
w wyniku glukoneogenezy ulega zwrotnej przemianie w glukozę 
i  g lik o g e n . Proces g lik o g e n o liz y  aktywowany cyklicznym AMP

p+
lub jonami Ca spełniałby w tym układzie intertkankowe funk­
cje, wśród których główną jest ciągłe dostarczanie glukozy 
do niezwykle wrażliwej na etan niedotlenienia tkanki mózgo­
wej (Smythe i inni, 1985). Niewykluczony jest również inny, 
niezależny od cAMP mechanizm stymulujący glikolizę. Wykazano 
taki stymulujący efekt na glikolizę epinefryny, wazopresyny 
i oksytocyny (Aw i Jones, 1985). Uzyskane w wyniku badań re­
zultaty byłyby zgodne w aspekcie powyższych rozważań.

W konkluzji można by stwierdzić, że obserwowane zmiany 
biochemiczna pod wpływem działania insektycydu karbaminia-
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nowego Pirimoru 50 DP są niewątpliwie związane z zaburzenia- 
mi su b tle n ie jsz e j organ izacji na poziomie molekularnym, je ­
ś l i  nie eą w ogóle ich  bezpośrednim następstwem*
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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 sin gle  and



chronic doses o f Pirim or 50 DP. In the blood serum the leve? 
o f glucose and in l iv e r  and kidneys* homogenates the a c t iv i ­
ty  of a ld olase and la c ta te  dehydrogenase were determined.
The s t a t i s t i c  an alysis of the obtained r e s u lts  proved th at 
both, s in g le  and chronic dose of Pirim or 50 DP caused in  ma­
le s  as w ell as in females a s ig n if ic a n t  increase of glucose 
content in  the blood serum and the increase of a c t iv ity  of 
a ld olase and la c ta te  dehydrogenase in  l iv e r  and kidneys. The 
r e s u lts  show th at the changes of the studied parameters cau­
sed by the chronic exposure are of a deeper nature.

Богдан Кочановский

ИЗМЕНЕНИЯ АКТИВНОСТИ АЛЬДОЛАЗЫ И ЛАКТАТ ДЕГИДРОГЕНАЗЫ В ПЕЧЕ­
НИ И ПОЧКЕ, А ТАКЖЕ ИЗМЕНЕНИЯ СОДЕРЖАНИЯ ППШОЗЫ В КРОВИ, 
ВЫЗВАННЫЕ ОДНОКРАТНЫМИ И НОВ ТОРЯЩИМИСЯ ДОЗАМИ ПИРШОРА 50 ДП

Резюме

Исследования были проведены на 4-месячных самцах'и сам­
ках белой нышк, которым внутримышечно инъекцировалк Пиримор 
50 ДП в однократных н повторяющихся дозах. В сыворотке крови 
были определены: уровень глюкозы, а в гомогенатах печени в 
почке -  активность альдолазы и лактатдегидрогеназы. Статис­
тический анализ результатов доказал, что одноразовое и повто­
ряющееся предложение Пиримора 50 ДП вызвало как у самцов, так 
и у самок значительный роет уровня глюкозы в сыворотке крови 
и рост активности альдолазы и лактатдегидрогеназы в печени я 
почках. Изменения исследуемых параметров после хронической 
експоэнция -  как свидетельствуют результаты -  более глубокого 
характера.


