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Zmiany aktywnosci
acetylocholinoesterazy (AChE)
oraz zawartosci zredukowanego glutationu (GSH)
po obcigzeniu zwierzat roznymi neurotoksynami
Z grupy pestycydow

Streszczenie

Przebadano wptyw 3 réznych chemicznie i o wysokim stopniu czystosci pesty-
cydéw na aktywno$é AChE w mézgu i miesniu (musculus quadriceps femoris)
oraz zawarto$¢ GSH w watrobie, nerkach, mézgu i krwi. Badania przeprowadzono
na dorostych samcach myszy biatej, ktétym w dawkach jednorazowych Per 0S
podawano dichlorvos, malation (insektycydy) i chlormequat (herbicyd). W mdzgu
i miesniu oznaczano aktywnos¢ AChE metoda Ellmana (1961), natomiast w wa-
trobie, nerkach, mézgu i krwi zawarto$¢ zredukowanego glutationu metoda Ellma-
na (1959). Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw wykazata, ze procent hamo-
wania AChE zaréwno w mézgu, jak i miesniu po podaniu dichlorvosu byt najwyz-
szy, natomiast po podaniu chlormequatu najnizszy. Obraz zmian zawartosci GSH
w badanych tkankach po podaniu pestycydéw byt odmienny. Podanie chlorme-
quatu wywotato najwieksze zmiany badanego parametru po 3 godzinach od poda-
nia pestycydu. Obraz zanotowanych zmian po podaniu dichlorvosu i malationu byt
zasadniczo réwnolegly do zmian obserwowanych po podaniu chlormequatu. Zano-
towane zmiany po podaniu 3 réoznych pestycydoéw sgjednak wysoce zrdéznicowane
i wymagaja dalszej weryfikacji eksperymentalne;j.

" Zaktad Fizjologii Zwierzat Instytutu Biologii WSP w Krakowie.
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Wstep

Acetylocholinoesteraza (AChE) odgrywa istotng role w rozktadaniu ace-
tylocholiny w szczelinie synaptycznej synaps cholinergicznych. Inhibitory
tego enzymu, takie jak zwigzki fosforoorganiczne (FO) istotnie modyfikuja
transmisje nerwowga potaczen neuro-neuronalnych i nerwowo-miesniowych
wywotujac wzmozone drganie peczkowe miesni, ostabienie miesniowe
i w konsekwencji nekroze miesni (Laskowski i Dettbam 1979). Przedtuzone
podawanie zwigzkéw FO o dziataniu antycholinesterazowym (anty ChE)
poczatkowo nie wywotuje opisanych symptomow zatrucia, ale prowadzi do
stopniowej adaptacji wyrazajacej sie obnizeniem intensywnosci drzenia
peczkowego i ogdlng tolerancjg behawioralng (Costa i wsp. 1982).

R&6zne cholinergiczne mechanizmy biochemiczne odpowiedzialne sg za zja-
wiska adaptacji ogolnofizjologicznej i behawioralnej wilaczajac: (a) zmniejsze-
nie cholinergicznych miejsc wiazacych dla receptoréw muskarynowych
i nikotynowych (Gupta i wsp. 1985b); (b) obnizenie wychwytu radioaktyw-
nej choliny (Yamada i wsp. 1983); (c) stymulacja syntezy AChE (Gupta
i wsp. 1985a). Dodatkowymi mechanizmami ogdélnej tolerancji na zwiazki
FO wydaje sie by¢ zdolnos$¢ zwigzkéw antyChE do wiazania innych aktyw-
nych miejsc w enzymach zawierajacych seryne, np. w aliesterazach i choline-
sterazach. Jednak funkcjonalna rola tych enzymow nie jest znana. Mozna
jednak przypuszczaé, ze wigzanie zwigzkéw antyChE i hamowanie tych
enzymow obniza stezenie wolnego inhibitora zdolnego do reagowania
z AChE. Potwierdzeniem tej sugestji sg badania Clementa (1984), w ktérych
autor wykazat potencjalizacje dziatania zwigzkéw FO po zablokowaniu
aliesteraz. Niewiele jest danych literaturowych dotyczgcych antyCh dziata-
nia herbicydu z grupy dwupirydyli - chlormequatu. Wiadomo jednak, ze
symptomy zatrucia tym zwigzkiem sg analogiczne jak w przypadku intoksy-
kacji zwigzkami FO.

Obok wielu zwigzkéw o dziataniu protekcyjnym (a-tocopherol, kwas
askorbinowy) zredukowany glutation (GSH) jest proponowany ( Lash i wsp.
1986) jako potencjalnie efektywny zwigzek terapeutyczny.

Systemy metabolizujgce leki oraz systemy redox w tkankach docelowych
dla dziatania zwigzkoéw antyChE sag pierwszg linig obronng po ekspozycji
na rozne ksenobiotyki w tym i pestycydy. Glutation spetnia istotng role
protekcyjng dla uszkodzen chemicznych funkcjonujac jako substrat dla
glutationowych transferaz (RX: glutationowa R-transferaza EC 2.5.1.18)
i glutationowej peroksydazy (glutation: nadtlenek wodoru oksydoreduktaza
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EC 1.11.1.9). Glutationowe transferazy katalizujg reakcje GSH ze zwigz-
kami elektrofilnymi do form nietoksycznych koniugantéw, natomiast perok-
sydaza glutationowa zuzywa GSH jako czynnika redukujgcego, obnizajgce-
go toksycznos$¢ nadtlenkéw (Jones i wsp. 1981).

Materiat i metodyka badan

Badania przeprowadzono na 90 dojrzatych ptciowo samcach myszy biatej
0 masie 23-26g. Wszystkie zwierzeta uzyte do badan utrzymywane byty
w jednakowych warunkach oswietlenia (LD 12:12) w pomieszczeniu prze-
wietrzanym o temp. 20+2°C. Zwierzeta zywiono pelnowartosciowym po-
karmem standardowym ad libitum. Eksperyment przeprowadzono w etapach
obrazujacych wptyw trzech r6znych pod wzgledem charakterystyki chemicz-
nej i toksykologicznej pestycyddw na aktywnos¢ AChE w mdzgu i miesniu
(musculus quadriceps femoris) oraz zawartoé¢é GSH w homogenatach wa-
troby, nerek, moézgu i w krwi. Osobniki uzyte do badan podzielono na grupy
kontrolne i doswiadczalne liczace po 10 samcow.

W pierwszej fazie eksperymentu wykonywano badania dotyczgce wpty-
wu jednorazowych dawek insektycydu fosforoorganicznego dichlorvosu na
aktywno$¢ GSH w wybranych narzadach. Osobniki otrzymujace Pe€r 0S di-
chlorvos (2 ,2 -dichlorovinyl dimethyl phosphate) w dawce s mg/kg, podzie-
lono najedna grupe kontrolng i dwie doswiadczalne.

Druga faza badan dotyczyta wpitywu jednorazowych dawek insektycydu
fosforoorganicznego malationu na poziom analogicznych jak w przypadku
dichlorvosu wskaznikéw biochemicznych. Samce eksponowane Pe€r 0S na
malation [S-l,2-bis-(ethoxycarbonyl) ethyl 0,0-dimethyl phosphorodithioate]
w dawce 350 mg/kg masy ciata podzielono réwniez najedng grupe kontrol-
ng i dwie grupy doswiadczalne.

Trzecia faza badan dotyczyta wplywu jednorazowych dawek herbicydu
chlormequatu (2 -chloroethyltrimethylammonium chloride) na analogiczne
wskazniki biochemiczne.

Zwierzeta jednorazowo eksponowane na chlormequat w dawce 600 mg/kg
masy ciata podzielono na grupe kontrolng i dwie grupy doswiadczalne.

Zwierzeta kontrolne oraz otrzymujace P€r OS dichlorvos, malation i chlor-
mequat zabijano przez dekapitacje po 1 i 3 godzinach od momentu podania
pestycydéw. Samce myszy uzyte do doswiadczen zabijano zawsze o godz.
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10 w celu zniwelowania wahan rytmiki okotodobowej w poziomie hormo-
néw, enzymow i metabolitow.

W pobranych od zwierzat tkankach oznaczano aktywno$¢ AChE metoda
Ellmana (1961). Wyniki podano w pM/jodku ATCh/g/h. Wypreparowane
narzady - watrobe, nerki i moézg po perfuzji roztworem soli fizjologicz-
nej homogenizowano w schiodzonym 0,1 M buforze fosforanowym o pH
w homogenizatorze teflonowym. Homogenat wirowano przez 15 min. przy
15 tys. obr/min. W supematantach oraz w krwi oznaczno zawarto$¢ GSH
metoda Ellmana (1959). Zawartos¢ GSH wyliczono w tkankach w pM/g
tkanki, natomiast we krwi w mM/L.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie. Obliczono wartosci $rednie,
odchylenie standardowe, a takze zmiany procentowe badanych parametréw,

przyjmujac x za 100%. Do analizy statystycznej zastosowano test "t".

Wyniki

Dane liczbowe dotyczace wptywu jednorazowych dawek insektycydow
fosforoorganicznych dichlorvosu i malationu oraz herbicydu chlormequatu
na zmiany aktywnosci AChE w modzgu i miesniu oraz zawartosci GSH
w watrobie, nerkach, mézgu i krwi zestawiono w tabelach 1-s oraz zilustro-
wano graficznie na ryc. 1- 6 .

Uzyskane wyniki pozwalajg na stwierdzenie, ze jednorazowe podanie di-
chlorvosu (per OS) w zastosowanej dawce (s mg/ kg masy ciata) wywotuje
potwierdzone matematycznie zmiany badanych parametréow. Dichlorvos
w zastosowanej dawce i w badanych przedziatach czasowych powoduje ha-
mowanie aktywnosci AChE zaréwno w maozgu, jak i w miesniu. Zakres za-
notowanych zmian by} zaréwno w moézgu, jak i miesniu podobny. Maksy-
malne zmiany zanotowano zaréwno w mozgu, jak i miesniu po 1 godz. od
podania insektycydu. Obraz zanotowanych zmian w obu badanych przedzia-
tach czasowych wyrazajgcy sie wzrostem zawartosci GSH w moézgu i wa-
trobie byt zasadniczo réwnolegly. Podobnie réwnoleglty charakter zmian
zanotowano w obu przedziatach czasowych dla nerek, ale o kierunku prze-
ciwnym (spadek zawartosci GSH). Zmiany stezenia GSH w krwi samcow
myszy charakteryzowata pewna fazowos$¢. Po jednej godzinie od podania
dichlorvosu zanotowano potwierdzony statystycznie wzrost zawartosci
GSH, a nastepnie spadek stezenia.

64



Zanotowane zmiany aktywnosci AChE w mdzgu i miesniu po podaniu
malationu miaty podobny zakres i kierunek mierzony spadkiem aktywnosci
badanego enzymu. Obraz i kierunek zmian zawartosci GSH po jednorazo-
wym podaniu malationu w zastosowanej dawce i w wybranych przedziatach
czasu byt w przypadku watroby, moézgu i nerek zasadniczo podobny do
zmian zanotowanych po podaniu dichlorvosu. Natezenie tych zmian mie-
rzone w wartosciach procentowych bylo jednak stabiej zaznaczone niz
w przypadku dichlorvosu. Zmiany stezenia GSH w krwi myszy réwniez
charakteryzowata pewna fazowos$¢, podobnie jak w przypadku dichlorvosu,
wyrazona wzrostem zawartosci tego trojpeptydu po 1 godzinie, a nastepnie
nieznacznym spadkiem stezenia po 3 godzinach. Odmiennie jednak od zmian
zanotowanych w przypadku dichlorvosu, wartosci stezenia GSH w krwi po
podaniu malationu utrzymywaly sie powyzej wartosci kontrolnych.

Zmiany aktywnosci AChE po podaniu chlormequatu w zastosowanej
dawce i w badanych dwoéch przedziatach czasowych byty generalnie znacz-
nie stabiej zaznaczone. Nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian ak-
tywnosci badanego enzymu w mies$niu po 1 godz. od podania tego insekty-
cydu. W pozostatych przypadkach zanotowano istotne matematycznie obni-
zenie aktywnosci AChE. Zmiany stezenia zredukowanego glutationu po
podaniu chlormequatu miaty odmienny obraz niz w przypadku dichlorvosu
i malationu. Po jednej godzinie od podania (per OS) chlormequatu wykazano
wzrost zawartosci tego tréjpeptydu we wszystkich badanych tkankach, jed-
nak potwierdzony statystycznie tylko w przypadku watroby i krwi. Po 3 go-
dzinach od podania herbicydu zmiany badanego wskaznika byty wyraznie
zaznaczone i wynosity dla watroby - 186,8% poziomu kontroli (p.k), krwi -
181,3% p.k., nerek - 140% p.k. oraz dla mézgu - 118,4 % p.k. Zanotowane
zmiany dla tego przedziatu czasowego byty we wszystkich tkankach istotne
statystycznie.



Tab. 1. Zmiany aktywno$ci AChE w mézgu i miesniu
po jednorazowej ekspozycji na dichlorvos (6 mg/kg masy ciata)

Czas po podaniu dichlorvosu (godz.)

Aktywnosé
AChE
0 1 3
Mébzg 12.9711.83 8.841 1.67* 10.071 1.28*
(100) (68.1) (77.6)
Miegsien 10.291 1.53 6.69 10.79* 791 i 1.05*
(100) (65) (76.8)

Wartos$¢ X +SE z 10 osobnikéw, wartosci w nawiasach wskazujg na procentowe zmiany
badanego parametru w stosunku do wartosci kontrolnych (100%).

* Statystycznie istotne réznice pomiedzy wartosciami u zwierzat kontrolnych i warto$ciami
u zwierzat eksponowanymi na dichlorvos w réznych przedziatach czasu ( p < 0.05).

Tab. 2. Zmiany aktywnos$ci AChE w mézgu i miesniu
po jednorazowej ekspozycji na malation (350 mg/kg masy ciata)

Czas po podaniu malationu (godz.)

Aktywnosé
AChE
0 1 3
Mézg 13.421 1.69 10.11 i 1.24* 11.331 1.16*
(100) (75.3) (84.4)
Miesien 11.341 1.47 8.42 10.96* 9.27 i 0.98*
(100) (74.2) (81.7)

Wartos¢ X +SE z 10 osobnikéw, wartosci w nawiasach wskazuja na procentowe zmiany
badanego parametru w stosunku do wartosci kontrolnych (100%).

* Statystycznie istotne réznice pomiedzy wartosciami u zwierzat kontrolnych i wartosciami
u zwierzat eksponowanymi na malation w réznych przedziatach czasu (p < 0.05).
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Tab. 3. Zmiany aktywnosci AChE w mbzgu i miesniu
po jednorazowej ekspozycji na chlormequat (600 mg/kg masy ciata)

Czas po podaniu chlormequatu (godz.)

Aktywnosé
AChE 0 L 5
Mézg 13.96 + 1.44 12.16 + 1.21* 10.12 + 1.04*
(100) (87.1) (72.5)
Migsien 12.64 + 1.28 12.68 + 1.43 9.76 +0.87*
(100) (100.3) (77.2)

Warto$¢ X +SE z 10 osobnikéw, wartosci w nawiasach wskazujg na procentowe zmiany
badanego parametru w stosunku do wartosci kontrolnych (100%).

* Statystycznie istotne réznice pomiedzy wartosciami u zwierzat kontrolnych i warto$ciami
u zwierzat eksponowanymi na chlormequat w réznych przedziatach czasu (p < 0.05).

Tab. 4. Zmiany zawartosci zredukowanego glutationu (GSH) w watrobie, nerkach, mézgu i
krwi po 1i 3 godzinach od podania dichlorvosu w jednorazowej dawce
(per 0s) 6 mgikg

Czas po podaniu dichlorvosu (godz.)

Badany
narzad
a 0 1 3
* + *
Watroba 2.27 £0.29 3.6 £0.35 3.8 +0.36
(100) (158.5) (167.4)
. 1.84 £0.22 1.14 +0.20* 1.26 £0.21*
Nerki
(100) (61.9) (68.5)
. 0.88 +0.11 1.34 £0.19* 1.48 +0.18*
Mozg
(100) (152.3) (168.2)
0.97 £0.19 1.16 £ 0.21* 0.58 £0.14*
Krew
(100) (119.6) (59.7)

Warto$¢ X + SE z 10 osobnikéw, wartosci w nawiasach wskazuja na procentowe zmiany

badanego parametru w stosunku do wartosci kontrolnych (100%).

* Statystycznie istotne przy (p < 0.05).
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Tab. 5. Zmiany zawartosci zredukowanego glutationu (GSH) w watrobie, nerkach, mézgu
i krwi po 1i 3 godzinach od podania malationu
w jednorazowej dawce (per OS) 350 mg/kg

Czas po podaniu malationu (godz.)

Badany
narzad
a 0 1 3
.16 +0. 3.21 £0.27* 3.26 + 0.27*
Watroba 2.16 £0.25
(100) (148.6) (150.9)
. 1.64 +0.17 154 +£0.14 1.26 +0.14*
Nerki
(100) (93.9) (76.8)
) 0.67 + 0.09 0.94 £0.11* 0.87 + 0.08*
Mozg
(100) (140.2) (129.8)
0.84 +0.12 1.74+0.19* 1.26 £0.14~*
Krew
(100) (207.1) (150)

Wartos$¢ X + SE z 10 osobnikdéw, wartosci w nawiasach wskazujg na procentowe zmiany
badanego parametru w stosunku do wartosci kontrolnych (100%).

* Statystycznie istotne przy ( p < 0.05).

Tab. 6. Zmiany zawartosci zredukowanego glutationu (GSH) w watrobie, nerkach,

moézgu i krwi po 1 i 3 godzinach od podania chlormequatu
w jednorazowej dawce (per OS) 600 mg/kg

Czas po podaniu chlormequatu (godz.)

Badany
narzad
a 0 1 3
Watroba 2.13 £0.23 2.71 £0.29* 3.98 + 0.40*
(100) (127.2) (186.8)
Nerki 1.49 +0.16 1.58 +0.20 2.09 + 0.23*
(100) (106) (140.3)
Mézg 0.98 + 0.09 1.02 +0.12 1.16 + 0.14*
(100) (104.1) (118.36)
Krew 1.07 £0.09 1.28 £0.14~* 1.94 £0.19*
(100) (119.6) (181.3)

Warto$¢ X + SE z 10 osobnikéw , wartosci w nawiasach wskazujg na procentowe zmiany
badanego parametru w stosunku do wartosci kontrolnych (100%).

* Statystycznie istotne przy ( p < 0.05).
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Zmiany aktywnosci AChE w mdzgu i miesniu
po podaniu dichlorvosu

Rye. 1. Zmiany aktywnosci AChE w mdzgu i miesniu po podaniu dichlorvosu
w dawce 6mg/kg masy ciata

Zmiany aktywnosci AChE w mdzgu i miesniu
po podaniu malationu

Ryc. 2. Zmiany aktywnos$ci AChE w mdzgu i mieéniu po podaniu malationu
w dawce 350 mg/kg masy ciata



Zmiany aktywnosci AChE w mozgu i miesniu
po podaniu chlormequatu

Ryc. 3. Zmiany aktywnosci AChE w maézgu i miesniu po podaniu chlormequatu
w dawce 600mg/kg masy ciata

Ryc. 4. Zmiany zawartosci GSH w watrobie, nerkach, mézgu i krwi
po podaniu dichlorvosu w dawce 6mg/kg masy ciata



Ryc. 5. Zmiany zawartosci GSH w watrobie, nerkach, mézgu i krwi
po podaniu malationu dawce 350 mg/kg masy ciata

Ryc. 6. Zmiany zawartosci GSH w watrobie, nerkach, mézgu i krwi
po podaniu chlormequatu w dawce 600 mg/kg masy ciata



Dyskusja

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze insektycydy fosforo-
organiczne dichlorvos i malation, a takze herbicyd chlormequat w zastoso-
wanych dawkach oraz w badanych przedziatach czasowych wywotaty
w mozgu i miesniu hamowanie aktywnosci acetylocholinoesterazy. Efekt
antycholinesterazowy dziatania insektycydéw byt najwyrazniej zaznaczony
po 1 godzinie od czasu podania zwigzkéw, natomiast w przypadku herbicy-
du po 3 godzinach. Antycholinesterazowe dziatanie insektycydéw fosforo-
organicznych w tym dichlorvosu i malationu jest dobrze udokumentowane
(Cohen i wsp. 1985; Kobayashi i wsp. 1986). W przypadku chlormequatu
dane literaturowe sg nieliczne. Gupta i Salunkhe (1985) podajg, ze chlor-
mequat obniza aktywnos$¢ AChE. Analiza struktury chemicznej badanych
zwigzkow pozwala jednak przypuszczaé, ze u podstaw hamowania aktyw-
nosci AChE w przypadku insektycydéw i herbicydu lezg r6zne mechanizmy
antycholinesterazowe.

Z analizy profili hamowania AChE (ryc.l i 2) dla dichlorvosu i malationu
w mozgu i miesniu wynika pewne podobienstwo przebiegu krzywych w za-
leznosci od czasu ekspozycji. Uzyskane dane liczbowe sa generalnie zgodne
z wynikami otrzymanymi dla mézgu i ré6znych miesni przez Gupte i wsp.
(1987), ale z zastosowaniem innych inhibitoréw fosforoorganicznych. Na
podstawie danych literaturowych mozna sgdzi¢ o dos¢ wyraznym zrdéznico-
waniu aktywnosci AChE w roéznych regionach moézgu po ekspozycji na
zwigzki fosforoorganiczne skrorelowane jednocze$nie ze zmianami beha-
wioralnymi. Gupta i wsp. (1987) sugeruja takze specyficzng role molekular-
nej 16 S formy AChE w miesniach w interakcji z insektycydami fosforoor-
ganicznymi. Autorzy sadza, ze hamowanie formy 16 S ( kojarzonej z regio-
nem plytki koncowej) jest mechanizmem wilaczajacym nekroze miesni.
Z uzyskanych danych liczbowych przez autoréw wynika, co wydaje sie
szczegOlnie interesujacym, obserwowane po ekspozycji na zwigzki fosforo-
organiczne catkowite zahamowanie aktywnosci karboksylesterazy [EC
3.1.1.1.] w osoczu przy réwnoczesnym braku inhibicji enzymu w watrobie.

Badania nad zmianami tempa proceséw biochemicznych sugeruja, ze
grupy tiolowe, zwtaszcza niebiatkowe grupy sulfhydrylowe moga by¢ wyko-
rzystywane jako dane obrazujace kierunek i natezenie niektérych zmian bio-
chemicznych w organizmie (Meister 1973, 1974; Kotataj 1986). Poziom
glutationu w osoczu krwi jest o wiele nizszy (15-35 yuM u myszy i u szczura)

niz znajdowany w innych tkankach (0,5-10 mM). Dane te moga wskazy-
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waé, ze glutation w osoczu ulega szybkiemu obrotowi, tym bardziej, ze
tempo syntezy wynosi 1 min. (Meister 1974). Szybki przeptyw glutationu
z tkanek do osocza limitowany jest wysoka aktywnoscig transpeptydazy
tkankowej. Gtownymi narzadami bioracymi udziat w miedzynarzgdowym
krazeniu glutationu sag watroba i nerki o szczegélnie wysokiej aktywnosci
transpeptydazy. Z badan Tate (1980) wynika, ze koncentracja GSH w wa-
trobie wykazuje pewng stabilnos¢, ktora moze wynika¢ z faktu obecnosci
dwoch réznych w sensie metabolicznym pul GSH; puli stabilnej i puli labil-
nej. Stosunkowo jednak niewielka liczba publikacji traktuje o poziomie
niebiatkowych grup SH u zwierzat laboratoryjnych eksponowanych na po-
dawane egzogennie pestycydy.

Z uwagi na fakt, ze badane narzady ro6znig sie znacznie strukturg morfo-
logiczng jak i profilem biochemicznym mozna byto przypuszczaé¢ co do
réznic w zawartosci grup SH po ekspozycji na zastosowane pestycydy. Wy-
kazano, ze najwyzsza koncentracjg wolnych tioli sposréd badanych narza-
doéw charakteryzowata sie watroba, najnizsza nerki i mézg. Zdanych literatu-
rowych wynika, ze GSH zaréwno w moézgu (Lach i wsp.), jak i w nerce
(Meister) zuzywany jest bardzo intensywnie. Stezenie GSH a tym samym
stosunek GSH/GSSG jest limitowane wysokag aktywnoscig reduktazy gluta-
tionowej wymagajacej do katalizy zredukowanych nukleotydéw. Poziom ten
zalezny jest takze od procesow biotransformacyjnych (I1 faza) zaréwno
substancji endo- jak i egzogennych. Inicjujacym etapem sprzegania z gluta-
tionem jest reakcja enzymatyczna katalizowana przez zréznicowang grupe
glutationowych-S-transferaz [EC 2.5.1.18.] wykazujgcych niska specyficz-
nos$¢ substratowa (Walter, 1993). Zdaniem Tate (1980) jedna z dwu podjed-
nostek glutationowych-S-transferaz odpowiada za wigzanie z glutationem,
natomiast druga z elektrofilnym substratem. Z danych Tate (1980) wynika,
ze powstaty kompleks glutation-substrat pod wptywem y-glutamylotrans-
ferazy [EC 2.3.2.2] (o wysokiej specyficznosci tkankowej, gatunkowej
i ontogenetycznej) ulega transformacji z odszczepieniem kwasu glutamino-
wego z kompleksu glutationowego. Z kolei cysteinyloglicynodwupeptydaza
[EC 3.4.13.6] katalizuje odtgczenie glicyny, powodujgc ostatecznie utwo-
rzenie kompleksu ksenobiotyku z cysteing. Powstaly kompleks moze ulec
ekskrecji bezposrednio lub po przemianie w kwas merkapturowy (acetylacja
w grupie aminowej tioeteru cysteiny).

W niniejszych badaniach stwierdzono, ze zastosowane w jednorazo-
wej dawce dichlorvos (s mg/kg), malation (350 mg/kg) i chlormequatu
(600 mg/kg) wywotaty zmiany zawartosci GSH w watrobie, mézgu, nerkach
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i krwi. Podanie Per 0S dichlorvosu i malationu wywotato w wiekszosci
przypadkow potwierdzony statystycznie spadek zawartosci GSH w watro-
bie, nerkach i mézgu. Obraz zmian koncentracji GSH w krwi byt zréznico-
wany w przypadku malationu i dichlorvosu. Malation spowodowat wysoki
i potwierdzony metematycznie wzrost badanego tréjpeptydu w krwi zaréw-
no po 1, jak i po 3 godzinach od czasu ekspozycji. Podanie dichlorvosu
w zastosowanej dawce wywotato wzrost stezenia GSH (po 1 godzinie),
a nastepnie spadek zawartosci zredukowanego glutationu. Chlormequat
w zastosowanej dawce i w badanych przedziatach czasowych wywotat spa-
dek zawartosci GSH w watrobie, istotny tylko w przypadku przedziatu
1 godzinnego oraz wzrost zawartosci tego trojpeptydu w mozgu i krwi. Wy-
kazano takze statystycznie istotny spadek zawartosci w nerce po 3 godzi-
nach od czasu ekspozycji. Z danych literaturowych wynika, ze w biotrans-
formacji malationu (hydroliza karboksyestru) i dichlorvosu (hydroliza fosfo-
trojestru) dominujaca role odgrywaja fosfatazy i karboksylesterazy (Walter
1990). Obok kluczowych reakcji dla tych insektycydow istotng role spetnia-
ja dla dichlorvosu reakcje o -demetylacji (uktad oksydaz o mieszanym dzia-
taniu) lub alternatywnie reakcje katalizowane przez glutationowg-S alkilo-
transferaze (Hodgson i Kulkami 1974). Podobnie | etap biotransformacji
malationu zalezny jest od systemu oksydaz o mieszanej funkcji w dwu alter-
natywnych drogach.

Obserwowany w niniejszych badaniach spadek zawartosci GSH w wa-
trobie, nerkach i mézgu po podaniu dichlorvosu jest, jak sie wydaje, bezpo-
Srednim skutkiem glutationowo-zaleznych reakcji biotransformacyjnych
tego pestycydu. Obnizenie zawartosci GSH u zwierzagt eksponowanych na
malation, a w szczegdlnosci za$s na chlormequat jest wynikiem jak mozna
sadzi¢ dodatkowych posrednich mechanizmoéw wywotujgcych uszkodzenia
biochemiczne komoérek. Obnizenie sie poziomu GSH dokonuje sie réznymi
drogami. Najwazniejszg jest utlenianie GSH do GSSG. Produkt utleniania
jest nastepnie wydalany z hepatocytow. Inng droggjest formowanie miesza-
nych dwusiarczkéw z biatkowymi grupami sulfhydrylowymi (gtéwnie droga
oksydacji lub arylacji). Jednak jak sadzi Dziubek (1993) gtdwna drogag obni-
zania zawartosci GSH w komorce jest oksydacja. Zmiany stosunku biat-
kowych i niebiatkowych grup sulfhydrylowych prowadza ostatecznie do
uszkodzen biochemicznych, naptywu jonéw wapnia i ostatecznie $mierci
komoérek. Jak podaje Dziubek (1993) istnieje Scista korelacja pomiedzy utra-
ta niebiatkowych i biatkowych tioli, peroksydacjg lipidow, uszkodzeniami
mitochondriéw, mikrosomalnym wychwytem wapnia i nekrozg komoérek.
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Wzrost zawartosci tego trojpeptydu w krwi po podaniu dichlorvosu,
malationu i chlormequatu jest trudny do interpretacji. Miejscem syntezy
GSH jest zaréwno watroba, jak i erytrocyty krwi. Z danych przytoczonych
we wstepie wynika, ze obrot GSH w obu tych tkankach jest wyraznie
zréznicowany. Wiadomo jednak, ze regulacja syntezy GSH de Nnovo moze
zachodzi¢ bezposrednio przez aktywacje y-glutamylocysteinylo syntetazy
i GSH-syntetazy. Trudno jednak przypuszczaé, ze aktywacja enzymow syn-
tezy glutationu lezy u podstaw dziatania tych zréznicowanych chemicznie
i metabolicznie zwigzkéw. Czynnikiem stosunkowo istotnym w utrzymaniu
uktadu GSH w stanie zredukowanym jest aktywnos$¢ reduktazy glutationo-
wej, ktorej sprawnos¢ jest by¢ moze w erytrocytach wieksza. Niniejsze roz-
wazania moga by¢ jednak zweryfikowane oznaczeniami aktywnosci reduk-
tazy glutationowej w krwi i tkankach.

Literatura

Clement J.G., 1984, Role of aliesterase in organophosphate poisoning. Fundam.
Appl.Toxicol. 4, 96-105.

Cohen S.D., Wiliams R.A., Killinger J.M. and Freudenthal R.J., 1985, Compara—
tive sensitivity of bovine and rodent acetylcholinesterase to in vitro inhibition
by organophosphate insecticides. Toxicol. Appl. Pharmacol. 81 452-459.

Costa J.G., Schwab B.W. and Murphy S.D., 1982, Differential alterationes of
cholinergic muscarinic receptors in chronic and acute tolerance to organo-
phosphorus insecticides. Biochem. Pharmacol. 31, 3407-3413.

Dziubek K., 1993, Metabolizm glutationu (GSH) w wybranych narzadach zaby
trawnej (Rana temporaria L.) w cyklu rocznym i w warunkach dziatania roz-
nych czynnikow stresotworczych. Prace Monograficzne Nr 164, WSP, Krakéw
5-89.

Ellman G.L., 1959, Tissue sulfhydryl groups. Arch. Biochem. Biophys. ss, 70-79.

Ellman G.L., Courtney K.D., Andres V. and Fretherstom R.M., 1961, A new and
rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochem.
Pharmacol. 7, 88-95.

Gupta R.C., Patterson G.T. and Dettbam W.D., 1985a, Mechanisms involved in the
development oftolerance to DFP toxicity. Fund. Appl. Toxicol. 5, 17-28.

Gupta R.C., Patterson G.T. and Dettbam W.D., 1985b, Mechanisms involved in
the development oftolerance to DFP toxicity. Fund. Appl. Toxicol. 5, 17-28.

75



Gupta R.C. and Dettbam W.D., 1987, Alterations of high-energy phosphate com-
pounds in sceletal muscles of rats intoxicated with diisopropylophosphoro-
fluoridate and soman. Fund. Appl. Toxicol. s, 400-407.

Gupta P.K. and Salunkhe D.K., 1985, Basis of organ reproduction toxicity. In Mo-
dem Toxicology. Metropolitan-India.

Hodgson E., Kulkami A.P., 1974, Interactions of pesticides with cytochrome
P-450. In: Mechanisms of Pesticide Action ed. Kohn G.

Kobayashi H., Yuyama A. and Chiba K.l., 1986, Cholinergic system od brain
in rats poisoned with the organophosphate 0,0-dimetyl 0-(2,2-dichlorovinyl)
phosphate. Toxicol. Appl. Pharmacol. 82, 32-39.

Kotataj A., 1986, Fizjologiczna rola grup Holowych. Kieleckie Studia Biologiczne
nr3,127-151.

Lach H., Krawczyk S., Dziubek K., Szaroma W., Koczanowski B., 1988, Wp}yw
insektycydu Pirimor 50 DP (5,6 dwumetyloamino-4-pirymidynylo-dwukarba-
minian) na dobowe zmiany zawartosci glutationu w krwi, mozgu, watrobie
i nerkach myszy. w: Rocz. Nauk.-Dydakt., z. 118. Prace Fizjologiczne I, wsp,
Krakéw 95-111.

Laskowski M.B. and Dettbam W.D., 1979, An elektrophysiological analysis ofthe
effects of paraoxon at the neuromuscular junction. J. Pharmacol. Exp. Ther.
210,269-274.

Meister A., 1973, On the enzymology ofamino acid transport. Science 180, 33-39.

Meister A., 1974, New aspects ofglutathione biochemistry and transport: Selective
alterations ofglutathione metabolism. Federation. Proceed, vol. 43, 3031-3042.
Takahashi H., Kojima T., lkeda T., Tsuda T., Shirasu S., 1991, Differences in the
mode of letality produced through intravenous and oral administration of

organophospgorus insecticides in rats. Fund. Appl. Toxicol. 18(3) 459-468.

Tate S.S., 1980, Enzymatic basis of detoxication (Jakoby W.B. ed.) vol. 2, 15.
Academic Press, New York.

Walter Z., 1990, Molekularny mechanizm adaptacji na insektycydy fosforoorga-
niczne. w: Biologiczne mechanizmy proceséw adaptacyjnych. Materiaty z Vil
Sympozjum 143-144.

Walter Z., Gawronska M., 1990, Wphw zwigzkow fosforoorganicznych na aktyw-
no$¢ wybranych enzyméw z grasicy $wini. w: Biologiczne mechanizmy proce-
sow adaptacyjnych. Materiaty z VIII Sympozjum 143-144.

Yamada S., Isogai M., Okudaira H. and Hayashi E., 1983, Correlation between
cholinesterase inhibition and reduction in muscarinic receptors and choline
uptake by repeated diisopropylfluorophosphate administration: Antagonism by
antagonism by physostigmine and atropine. J. Pharmacol. Exp. Ther. 226, 519—
525.

76



Bogdan Koczanowski

Changes of the Activity and Reduced GSH Contents
in Animals Treated with Neurotoxins Beloning
to the Pesticide Group

Summary

The influence of 3 chemically different and to a high extent pure pesticides
on the AChE activity in the brain and muscles and on the contents of GSH in liver,
kidney, brain and blood was examined. The research was carried out on adult male
mice of white breed. Dichlorvos, Malathion and chlormequat were iniected in sin-
gle doses per os. The activity of AChE in brain and muscles was determined by
Ellman’s method (1961), whereas the contents of GSH in the liver, kidney and
blood were determined by means of Ellman’s method (1959).

The statistic analysis of the obtained results showed that the degree of AChE
inhibition was the highest after the administration of dichlorvos, both in the brain
and the muscle, and the lowest after Chlormequat.

The picture of changes in GSH contents in examined tissues following the
administration of pesticides was quite different.

The administration of Chlormequat caused the most radical changes of the
examined parametr after 3 hours. The changes observed after dichloRVOS AND
malathion treatment were quite similar to those caused by Chlormequat.

The changes observed after the administration of 3 different pesticides are
highly varied and require further experimental verification.



