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Zbadano wplyw podania chlorfenwinfosu w dawkach jednorazowych 0,1 LDs i 0,5
LDsy na aktywnos$¢ gamma-glutamylotransferazy i stezenie glutationu zredukowanego
w watrobie szczuréw. Stwierdzono wzrost aktywnosci g-glutamylotransferazy w watro-
bie szczuréw otrzymujacych chlorfenwinfos, istotny statystycznie do kontroli w 48 godz.
po podaniu insektycydu w dawce wynoszacej 0,1 LDsy oraz w 1, 24 i 48 godzinie po
podaniu w dawce wynoszacej 0,5 LDso. Zanotowano wzrost stezenia glutationu zredu-
kowanego w zatruciu chlorfenwinfosem, istotny statystycznie do kontroli, w catym
badanym okresie po podaniu insektycydu w dawce nizszej, a takze w 24 godzinie, po
podaniu zwigzku w dawce wyzZszej.

WSTEP

Giéwnym mechanizmem toksycznego dzialania insektycydéw fosforoorganicznych
jest hamowanie acetylocholinoesterazy i objawy zatrucia ostrego tymi zwigzkami, zwia-
zane sa przede wszystkim z tym mechanizmem [3, 4, 19]. Jednakze insektycydy te
cechuja sie wielokierunkowym dziataniem, a miedzy innymi prowadzg do zaburzen
funkcji watroby [3, 4, 7, 12]. Mechanizm tych zaburzen, mimo wieloletnich badan,
pozostaje niewyjasniony w petni.

Enzymem wskaznikowym przy okreSleniu stopnia uszkodzenia watroby, wskutek
dziatania réznych ksenobiotykéw jest gamma-glutamylotransferaza (GGT, E.C.2.3.2.2)
[5, 6, 23, 24]. Jest to enzym zlokalizowany gléwnie w btonach komérkowych, skad przy
uszkodzeniu narzadu tatwo przechodzi do krwi [6, 23, 24]. Niektorzy autorzy uwazaja,
ze wzrost aktywno$ci GGT w surowicy jest jednym z najwcze$niejszych wskaznikéw
zaburzen strukturalno-czynnosSciowych w watrobie [23, 24]. GGT jest tez enzymem
odpowiedzialnym za rozktad glutationu, ktérego zredukowana forma (GSH), peini
funkcje kluczowego nieenzymatycznego przeciwutleniacza [18].

Chlorfenwinfos — O,0-dietylofosforan 1-(2,4-dichlorofenylo)-2-chlorowinylu jest in-
sektycydem fosforoorganicznym, produkcji polskiej, ktory wystepuje jako substancja
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biologicznie aktywna, w szeregu Srodkach ochrony roSlin oraz w preparatach wieloskta-
dnikowych [12, 13]. Pozostatosci tego insektycydu znajdowano w zywnosci [8]. Zabu-
rzenia funkcji watroby obserwowano u robotnikéw rolnych pracujacych w kontakcie ze
zwigzkami fosforoorganicznymi, jak i u oséb pracujacych przy ich produkcji (w tym
chlorfenwinfosu), nawet gdy nie byly przekroczone NDS na stanowisku pracy [2, 7].

Celem niniejszej pracy bylo okreSlenie wplywu ostrego zatrucia chlorfenwinfosem
na aktywno$¢ gamma-glutamylotransferazy oraz stg¢zenie glutationu zredukowanego
w watrobie zwierzat do$wiadczalnych.

MATERIALY I METODY

Badania przeprowadzono na szczurach samcach, rasy Wistar pochodzacych z hodowli wlasne;.
Szczury bytowaly w warunkach standardowych, przewidzianych dla zwierzetarni i otrzymywaty
pasze granulowana oraz wode ad libitum. Badania wykonano na dorostych osobnikach o masie
ciala 180-230g. Zwierzeta podzielono na trzy grupy: jedna grupe stanowily zwierzeta kontrolne,
pozostale dwie grupy badane otrzymywaly chlorfenwinfos w dawce wynoszacej odpowiednio 0,1
i 0,5 wartosci LDs5.

Chlorfenwinfos (98%) otrzymano z Instytutu Przemystu Organicznego w Warszawie. Wartos§¢
LDso — 15mg/kg m.c. przyjeto na podstawie danych z piSmiennictwa [12], jak tez potwierdzono
w badaniach wlasnych.

Material biologiczny do badan — skrawek watroby, pobierano w narkozie eterowej w 1, 24
i 48 godzinie po zatruciu. Watrobe ptukano w roztworze soli fizjologicznej i przygotowywano
10% homogenat w buforze Tris-HCl o pH 7,4, z dodatkiem 0,25 M sacharozy, 2 mM EDTA.
Uzyskiwany w ten sposéb homogenat wirowano 20 minut przy obrotach 8500 g. W otrzymanym
supernatancie oznaczano aktywno$¢ GGT przy uzyciu gotowych zestawdéw produkcji LaChema,
Czechy. Zasada metody opiera si¢ na fotometrycznym pomiarze stezenia uwolnionej 4-nitroanil-
iny. Stezenie to jest proporcjonalne do aktywnosci GGT.

W supernatancie homogenatu watroby oznaczano biatko metoda Lowry [11], celem przeli-
czenia jednostek aktywnoSci enzymatycznej na gram biatka.

Skrawki watroby do oznaczania glutationu zredukowanego homogenizowano w 5% kwasie
metafosforowym, wirowano 3000g, 10 minut. Oznaczenia wykonywano w tak uzyskanym super-
natancie. Stezenie glutationu zredukowanego oznaczano przy uzyciu gotowych zestawow firmy
Bioxytech, USA. Metoda oparta jest na reakcjach chemicznych zachodzacych w dwdch etapach.
W pierwszym etapie powstaja tioetery pomigdzy reagentem i merkaptanami obecnymi w probie.
W drugim etapie dochodzi do eliminacji w Srodowisku zasadowym tioeteréw uzyskanych z GSH
do chromoforowych tionéw, ktore wykazuja maksimum absorbancji przy dtugodci fali 400 nm.
Stezenie glutationu zredukowanego wyrazano w mmol/g tkanki.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu testu ¢-Studenta. Za wartosci
istotne statystycznie przyjeto rozniace si¢ przy p<0,05.

WYNIKI

Aktywno$¢ y-glutamylotransferazy po podaniu chlorfenwinfosu w dawce wynoszacej
0,1 LDsy wzrosta w 48 godzinie sze$ciokrotnie (p<0,001) w stosunku do kontroli,
natomiast w 1 i 24 godzinie nie stwierdzono istotnie statystycznej réznicy w poréwna-
niu z grupa kontrolna.

W grupie szczuré6w otrzymujacych chlorfenwinfos w dawce wynoszacej 0.5 LDs,
aktywno$¢ GGT wrzrastata okoto 2-krotnie (p<0,02) w 1 godzinie, ponad 2-krotnie
(p<0,005) w 24 godzinie i okoto 5-krotnie (p<0,001) w 48 godzinie od wprowadzenia
zwigzku do organizmu. Obserwowany w 48 godzinie, wzrost aktywnosci GGT, byl
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istotnie statystycznie wyzszy (p<0,001) w poréwnaniu do wartosci obserwowanych we
wezesniejszych okresach badanych po podaniu chlorfenwinfosu w tej dawce (Tab. I).

Tabela I.  Aktywnos¢ GGT (nmol/mg biatka) w ostrym zatruciu chlorfenwinfosem
Activity of the liver GGT (nmol/mg protein) in the acute intoxication with

chlorfenvinphos
kontrola chlorfenwinfos
0,1 LDsg 0,5 LDso
1h 24 h 48 h 1h 24 h 48 h
4,00+0,81 | 4,11+0,71 | 2,76+1,58 24,1618,12abC 7,42+223% | 9.09+1,87* 19,1516,01abc
n=>5 n=6 n=>5 n=7 n=6 n=8 n=7
p<0,001 p<0,01 p<0,005 p<0,001

Wartosci Srednie+=SD; n — liczebno$¢ grupy; a — znamienne do kontroli; b, ¢ — znamienne do
warto$ci obserwowanych w 1 i 24 godz. odpowiednio

Stezenie glutationu zredukowanego po podaniu chlorfenwinfosu w dawce wyno-
szacej 0,1 LDsy wzrosto ponad 3-krotnie (p<0,00001) w poréwnaniu z grupa kontrolna
w calym badanym okresie zatrucia. Natomiast po podaniu insektycydu w dawce wyno-
szacej 0,5 LDsy, wzrost stezenia GSH, w stosunku do kontroli wystapit jedynie w 24
godz. po podaniu. Stezenie GSH wynosito okoto 140% wartosci (p<0,0001) obserwo-
wanej w grupie kontrolnej (Tab. II).

Tabela II. Stezenie GSH (mmol/g tkanki) w watrobie w zatruciu ostrym chlorfenwinfosem
Concentration of the liver GSH (mmol/g tissue) in the acute intoxication with

chlorfenvinphos
kontrola chlorfenwinfos
0,1 LDso 0,5 LDso
1h 24 h 48 h 1h 24 h 48 h
23,56+1,64 | 70,15+5,08% | 77,77+4,79* | 72,18 +2,57* 25,4212,53b 34,35t1,32ab 25,O8i1,15b
n=7 n=7 n="7 n=7 n=7 n=7 n="7
p<0,00001 | p<0,00001 | p<0,00001 | p<0,0001 p<0,0001 p<0,001

Wartosci Srednie = SD; n — liczebno$¢ grupy; a — znamienne do kontroli; b — znamienne do
wartosci obserwowanych po podaniu chlorfenwinfosu w dawce 0,1 LDsg

DYSKUSJA

Wozrost aktywnoSci GGT obserwowano po podaniu réznego rodzaju ksenobiotykéw.
W badaniach na zwierzetach stwierdzano wzrost aktywnosci tego enzymu w surowicy
krwi, homogenacie watroby i mézgu po podaniu fenobarbitalu oraz w zatruciach prze-
wlektych alkoholem i lekami przeciwpadaczkowymi [5, 6, 24].

Zaleska-Freljan i wsp. [24] stwierdzita w badaniach na myszach wzrost aktywno$ci
GGT w surowicy po podaniu bromfenwinfosu pojedynczo lub w mieszaninie z metok-
sychlorem. Wzrost aktywnos$ci GGT w surowicy stwierdzono tez u pracownikéw fabryki
produkujacej pestycydy fosforoorganiczne [19].
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Z. wlasnych wcze$niejszych badan wynika, Zze w ostrym zatruciu chlorfenwinfosem
dochodzi do zmiany aktywnoSci wielu enzymdéw watrobowych zaréwno w samej watrobie
szczuréw, jak i wzrostu ich aktywno$ci w surowicy krwi. Dotyczy to enzymow wskazni-
kowych takich jak: aminotransferaza asparaginianowa i alaninowa, a takze hydrolaz
kwasnych [12, 13]. Szczeg6lnie wysoki byt wzrost aktywnosci B-glukuronidazy i fosfatazy
kwasnej w surowicy, co §wiadczy o daleko posunietej dezintegracji komdrki watrobowe;.
Wzrost aktywnoSci w surowicy enzyméw Swiadczacych o uszkodzeniu komoérki watrobo-
wej potwierdzaja tez inni autorzy [4, 19]. Wyniki naszych wcze$niejszych prac wykazaly,
ze w zatruciu ostrym chlorfenwinfosem dochodzi do wzrostu stosunku mleczany/piro-
groniany, zaniku glikogenu w watrobie, wzrostu stgzenia mleczanéw oraz zmian akty-
wnosci enzyméw przeciwutleniajacych i stezenia dialdehydu malonowego [14, 15, 16].

Gamma-glutamylotranferaza jest enzymem, o czym juz wspomniano we wstepie,
bioracym udzial w metaboliZzmie glutationu - jednego z gtéwnych nieenzymatycznych
przeciwutleniaczy [18].

Glutation zredukowany jest tripeptydem zawierajacym cysteing. Jego obecnos$¢
w komorce jest niezbedna do utrzymania jej stanu oksydoredukeyjnego i przeciwdzia-
fania efektom stresu oksydacyjnego. GSH syntetyzowany jest w komoérkach réznego
typu na drodze biochemicznej sktadajacej si¢ z wielu enzymdw i co jest bardzo istotne
moze by¢ bardzo szybko transportowany pomig¢dzy réznymi tkankami [9, 18]. Pierwszym
etapem syntezy GSH jest przemiana kwasu glutaminowego i cysteiny w y-glutamylo-
cysteing. Proces ten katalizowany jest przez syntetaze y-glutamylocysteiny. Istnieje
sprzezenie zwrotne pomiedzy tym etapem syntezy glutationu a jego stezeniem. Drugim
etapem syntezy glutationu jest przeksztalcenie y-glutamylocysteiny w GSH [17, 18, 21].
Glutation syntetyzowany jest we wszystkich komorkach, jednak najwazniejszym miej-
scem jego syntezy jest watroba, skad uwalniany jest do krwi i do zofci [17, 20].
Obnizenie stezenia GSH w komdrce prowadzi do szybkiego wzrostu stezenia nad-
tlenkow lipidéw [21].

W niniejszej pracy stwierdzono wzrost aktywno$ci GGT w watrobach szczuréw
otrzymujacych chlorfenwinfos w obu badanych dawkach, przy czym najwyzsza wartos$¢
tego enzymu obserwowano w 48 godzinie po intoksykacji. Wyniki badaf histopatolo-
gicznych potwierdzaja uszkodzenie komdrek watroby w zatruciu tym insektycydem,
a nasilenie tych zmian ro$nie w czasie [15]. W zatruciu chlorfenwinfosem obserwowano
tez wzrost stezenia GSH w watrobie, przy czym najwyzszy wzrost obserwowano po
podaniu tego zwiazku w nizszej dawce. Glutation syntetyzowany jest w watrobie,
o czym juz wspominano. Uwalnianie glutationu dominuje nad jego pobraniem przez
hepatocyty, ze wzgledu na niska aktywno$¢ GGT na powierzchni hepatocyta [9, 10,
18]. Wysoka aktywnoS$¢ tego enzymu na powierzchni komérek trzustki i nerek powo-
duje, ze komorki tych narzadéw sprawnie wychwytuja glutation z krwi [10, 18]. Wzrost
stezenia GSH w watrobie w zatruciu chlorfenwinfosem mozna wiec, przynajmniej
czeSciowo, thumaczy¢ wzrostem aktywnosci y-glutamylotransferazy w tym narzadzie.

GSH jest zuzywany przez peroksydazy, jak tez petni funkcje ochronna w stosunku
do biatkowych grup sulfhydrylowych [21]. Glutation zredukowany moze by¢ bezposre-
dnio wykorzystywany do zmiatania wolnych rodnikéw: nadtlenku wodoru, rodnika
hydroksylowego, anionorodnika ponadtlenkowego. W wyniku tej reakcji, ktéra jest
katalizowana przez peroksydaze glutationowa, GSH jest utleniany do GSSG [9]. Z badan
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innych autoréw wynika, ze ekspozycja organizmu na rézne czynniki powodujace stres
oksydacyjny prowadzi do wzrostu stezenia glutationu zredukowanego w organizmie [1,
9, 22]. Do wzrostu tego dochodzi w wyniku zwigkszenia jego syntezy, poprzez indukcje
syntetazy y-glutamylocysteiny, a mechanizm ten uwazany jest za wyraz zmian adaptacyj-
nych [22]. W niniejszej pracy jednakze nie oznaczano aktywnosci tego enzymu.

Na stezenie GSH w watrobie maja wplyw rézne czynniki, migdzy innymi niedotle-
nienie [9] i N-nitrozodimetyloamina [22]. Zmiany stezenia glutationu zredukowanego
podczas stresu oksydacyjnego moga wynika¢ z modyfikacji jego syntezy i/lub strat
glutationu [17, 18]. Zmiany w metaboliZzmie GSH w watrobie, moga by¢ przyczyna
zmian jego stezenia w ostrym zatruciu chlorfenwinfosem.

WNIOSEK

W ostrym zatruciu chlorfenwinfosem wzrost aktywnosci GGT w watrobie wynika
prawdopodobnie z zaburzenia funkcji komdrek hepatocytow. Moze to by¢ jedna
z przyczyn zmian st¢zenia glutationu zredukowanego w tym narzadzie.

A. Lukaszewicz-Hussain, J. Moniuszko-Jakoniuk B.

ESTIMATION OF LIVER GAMMA-GLUTAMYLTRANSFERASE ACTIVITY AND
REDUCED GLUTATHIONE CONCENTRATION IN RATS IN ACUTE POISONING
WITH CHLORFENVINPHOS

Summary

The aim of this paper was estimation the GGT activity and GSH concentration in the liver
of rats intoxicated with chlorfenvinphos.

The experiment was conducted on male Wistar rats divided into three groups: control-which
received oil and examined — receiving oil solution of chlorfenvinphos in dose of 0.5LDsp and
0.1 LDs0. At the 1st, 24th and 48th hour after intoxication an activity of enzyme was determined.

The GGT activity increased after 48th hour of intoxication with the lower dose of insecticide
and after Ist, 24th and 48th with higher dose. The GSH concentration increased at the 1st, 24th
and 48th hour of intoxication with chlorfenvinphos at dose 0.1 LDso and at the 24th hour of
intoxication with chlorfenvinphos at dose 0.5 LDso.

We suppose that increase in the liver GGT activity can result from disturbance in hepatic
function. This increase can influence on the reduced glutathione level.
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