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WPŁYW ŁFO NA AKTYWNOŚĆ MIKROSOMALNYCH 
I CYTOZOLOWYCH TRANSFERAZ S-GLUTAIIONOWYCH (GST) 

W LIMFOCYTACH KRWI OBWODOWEJ ŚWINI

B adano wpływ insektycydów fosforoorganicznych (IFO ) na  aktyw ność transferaz  
S-glutationow ych w lim focytach krwi obwodowej świni. M ikrosom alne G ST w yka
zywały aktyw ność zarów no w stosunku do C D N B , jak  i do  D C N B  jak o  substratów ; 
aktyw ność cytozolowych G ST stw ierdzono tylko z CD N B.

Po inkubacji lim focytów z IF O  (m alationem  i m etyloparationem ) zaobserw ow ano 
znam ienny statystycznie wzrost aktyw ności G ST zarów no frakcji m ikrosom alnej jak  
i cytozolowej. W zrost aktyw ności był zależny od rodzaju insektycydu, jego  daw ki 
jak  i czasu inkubacji.

W ST ĘP

Powszechnie dziś stosowane w rolnictwie insektycydy fosforoorganiczne 
(IFO ) oprócz skutecznego niszczenia owadów stanow ią zagrożenie także dla 
człowieka.

W ykazano ich szkodliwy wpływ na materiał genetyczny ssaków. Powodują 
one powstawanie aberracji chrom osom owych, m utacji, działają teratogennie 
oraz kancerogennie [15].

IF O  należą do  grupy związków chemicznych o zdolnościach alkilujących. 
M echanizm  alkilacji polega na interrakcji pomiędzy elektrofilowymi centram i 
IF O  a nukleofilowymi centram i kwasów nukleinowych i białek co wpływa 
na struk turę i właściwości biologiczne tych cząsteczek. O d wielu lat żywe 
zainteresowanie budzą więc badania wpływu IF O  na m ateriał genetyczny 
[1-5, 11, 16-18, 20, 21]. Duże znaczenie m ają także badania procesów 
m etabolicznych i detoksykacyjnych tych związków zachodzących w o r
ganizmach.

W detoksykacji IF O  isto tną rolę odgrywają transferazy S-glutationowe 
(G ST), k tó re  katalizu ją  sprzęganie IF O  ze zredukow anym  glutationem



(G SH ), w wyniku czego pow stają produkty  lepiej rozpuszczalne w wodzie, 
co ułatw ia ich wydalanie 7. organizm u [19].

GST są grupą wielofunkcyjnych enzymów nie tylko ze względu na 
katalizow anie reakcji sprzęgania glutationu z dużą liczbą związków chemicz
nych (w tym z wieloma czynnikami alkilującymi), co chroni kom órkę przed 
ich potencjalną toksycznością, ale również z uwagi na wykazywanie innych 
typów aktywności, takich jak: aktyw ność peroksydazy glutationow ej nieza
leżnej od selenu, izomeraz dla 3-ketokwasów. Odgrywają w ażną rolę w we
w nątrzkom órkow ym  transporcie różnych organicznych niesubstratow ych, 
hydrofobow ych ligandów, takich jak bilirubina, hem, m etabolity steroidów , 
kwasy żółciowe i horm ony tyroidowe. Uczestniczą w biosyntezie leuko- 
trienów  i odgrywają rolę w m etabolizm ie kwasu arachidonow ego. Biorą 
udział w syntezie grup prostatycznych hemu dla apo-cytochrom u P-450. 
Uczestniczą w wytwarzaniu oporności m ikroorganizm ów  przeciw lekowi 
an typro tozoa [19].

Jak  do tąd  brak  jest danych dotyczących wpływu insektycydów fosforo
organicznych na  aktywność transferaz S-glutationowych w limfocytach, 
które są szczególnie dobrym  m ateriałem  badawczym ze względu na możliwość 
śledzenia procesów m etabolicznych w przyżyciowo izolowanych kom órkach 
z pełnym aparatem  genetycznym.

M A TE R IA Ł  i M E TO D Y

M ateriałem  do badań  były limfocyty krwi obwodowej świni izolowane 
m etodą C z e r s k i e g o  i wsp. na szalkach Petriego [6]. Żywotność limfocytów 
oceniano testem z błękitem trypanu i azydkiem buforow anym  PBS [8]. 
Limfocyty zawieszano w płynie Parkera z m alationem  w daw kach: 10, 50, 
100 /iM  i m atyloparationem  w daw kach 10, 50, 120 /¿M i poddaw ano 
inkubacji w różnej długości czasu 1, 2, 6, 18 h. Po inkubacji limfocyty 
hom ogenizow ano i rozwirowywano zm odyfikow aną m etodą J a c o b y ’ e g o  
[9] w celu uzyskania frakcji m ikrosom alnej i cytozolowej. A ktyw ność 
enzym atyczną w w ym ienionych frakcjach oznaczano m eto d ą  II a b i g a 
i wsp. [7] z dwom a różnymi substratam i: CD N B (l-chloro-4-dinitrobenzenem ) 
i D C N B  (l,2-dichloro-4-nitrobenzenem ). Do badań  stosow ano odczynniki 
o wysokim stopniu czystości (98% ). W yniki prezentow ane jak o  wartości 
średnie analizowane były testem t-S tudenta a odchylenie standardow e nie 
przekraczało 5% .



O M Ó W IE N IE  W YNIKÓW

Na podstawie przeprowadzonych badań wykazano aktywność transieraz 
S-glutationow ych w limfocytach nie poddanych działaniu IFO  w stosunku 
do dwóch substratów: CD N B i DCNB. Zaobserwowano różnice w aktywności 
GS I w zależności od badanej frakcji i stosowanego substratu.

W przypadku m ikrosom alnych GST aktywność wobec C D N B  w yno
siła 22 +  1 (/¿mol/mg b iałka/m in), natom iast w sto sunku  do D C N B  
17 +  0.5 (/¿mol/mg białka/m in). A ktyw ność GST we frakcji cytozolowej 
otrzym ano tylko w stosunku do CDNB, wynosiła ona 35 ± 0 .5  (/¿mol/mg 
białka /min).

Uzyskane wyniki są porównyw alne z doniesieniami literaturow ym i d o 
tyczącymi aktywności GST we frakcji cytozolowej kom órek limfoidalnych 
człowieka, k tó ra wobec C D N B  wynosiła 43 +  4 (¿umol/mg białka/m in) [10], 
jak  również z oznaczeniami aktywności GST różnych tkanek człowieka 
w stosunku do tych substratów  [13].

Zaobserw ow any brak aktywności cytozolowych GST wobec D C N B  jest 
najpraw dopodobniej spow odow any brakiem  izonezym ów wykazujących 
aktyw ność w stosunku do tego substratu. To spostrzeżenie potw ierdzają 
również dane literaturow e [14], ponieważ nie stw ierdzono dotychczas ak 
tywności cytozolowych GST wobec DCNB. W yższa aktywność GST frakcji 
cytozolowej w porów naniu z m ikrosom alną w stosunku do CD N B m oże 
być wynikiem specyficzności GST m ikrosom alnych. O prócz tego w arto 
podkreślić, że wszystkie klasy transferaz S-glutationowych wykazują wyższą 
aktyw ność wobec CD N B niż D CN B [12].

Przeprow adzone badania wykazały, że insektycydy fosforoorganiczne 
wywierają wpływ na aktywność enzymatyczną GST limfocytów krwi ob 
wodowej świni (rys. 1-4). N a podstawie otrzym anych wyników stw ierdzono 
ogólnie tendencję w zrostow ą aktywności GST w zależności od daw ki 
insektycydu i czasu inkubacji (rys. 5-10).

Zm iany aktywności GST w przypadku m etyloparationu obserwuje się 
już po jednej godzinie inkubacji z tym insektycydem. W ydłużenie tego czasu 
powoduje dalszy wzrost aktywności enzymu. Aktywność m ikrosom alnych 
GST wobec CDN B po inkubacji 1-, 2-, 6-, 18-godzinnej z m etyloparationem  
w dawce 50 fiM wynosiła odpowiednio: 35,2; 47,1; 49,1; 52,3 (/zmol/mg 
białka/m in); (rys. 5), natom iast w stosunku do D C N B  31,2; 36,1; 38,8; 41,3 
(/¿mol/mg b iałka/m in) (rys. 6). W tych sam ych w arunkach  aktyw ność 
cytozolowych GST wobec CDNB wynosiła 52,8; 67,4; 69,1; 71,1 (/im ol/m g 
białka/m in) (rys. 10).
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Rys. 1. Z m iany  aktyw ności enzym atycznej G ST we frakcji m ikrosom alnej po  inkubacji
z m atationem
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R ys. 2. Z m iany  aktyw ności enzym atycznej G ST  we frakcji m ikrosom alnej p o  inkubacji
z parationem  m etylowym
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Rys. 3. Zm iany aktywności enzymatycznej GST we frakcji cytozolowej po  inkubacji z m atationem
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Zm iany aktywności enzymatycznej GST we frakcji cytozolowej po inkubacji z parationem
metylowym
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Rys. 5. Z m iany  aktyw ności enzym atycznej G ST we frakcji m ikrosom alnej p o  inkubacji
z parationem  metylowym  CD Nil
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R ys. 6. Z m iany aktyw ności enzym atycznej G ST we frakcji m ikrosom alnej p o  inkubacji
z parationem  metylowym D C N B
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i. 7. Zm iany aktyw ności G ST we frakcji m ikrosom alnej po inkubacji z m elationem  C D N B
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Rys. 8. Zm iany aktyw ności G ST we frakcji m ikrosom alnej po  inkubacji z m ata tionem  D C N B
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Rys. 9. Zm iany aktyw ności G ST we frakcji cytozolowej po  inkubacji z m ata tionem  C D N B
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Rys. 10. Zmiany aktywności enzymatycznej G ST we frakcji cytozolowej po  inkubacji z parationem
m etylowym  C D N B



W przypadku m alationu nic obserwuje się żadnych zmian po inkubacji
1- i 2-godzinnej, lecz dopiero po 6- i 18-godzinnej. Aktywność m ik ro 
som alnych GST wobec C D N B  po 6 i 18 godzinach inkubacji z m alatio- 
nem w daw ce 50/zM wynosiła odpow iednio 25,5; 37,2 (¿¿mol/mg b iał
ka/m in) (rys. 7), natom iast wobec D C N B  w tych sam ych w arunkach  
inkubacji wynosiła 20,1 i 28,1 (/¿mol/mg białka/m in) (rys. 8). Aktyw ność 
cytozolowych GST wobec C D N B  przy 6- i 18-godzinnej inkubacji z m ala- 
tionem  w dawce 50/iM osiągała wartości 39,9; 56,2 (//m ol/m g białka/m in) 
(rys. 9).

O trzym ane wyniki są zgodne z wcześniejszymi obserwacjami dotyczącym i 
toksyczności tych insektycydów [5, 10, 14, 15, 18, 19], M alation  należący 
do najmniej toksycznych IF O  wywołuje wzrost aktywności GST po dłuższym 
czasie działania, podczas gdy w przypadku m etyloparationu wykazującego 
większą toksyczność zmiany aktywności enzymu (GST) uczestniczącego 
w detoksykacji insektycydów widoczne są już po krótkim  czasie działania.

N a podstawie badań stwierdzono również, że wraz ze wzrostem dawki 
IF O  rośnie aktywność transferaz S-glutationowych. W przypadku m ik ro 
som alnych GST wobec CD N B po 18-godzinnej inkubacji z m alationem  
w daw kach 10, 50, 100 /¿M aktywność wynosiła odpowiednio 27,4; 37,1;
46,2 (/¿mol/mg białka/m in), natom iast po 18-godzinnej inkubacji z m etylo- 
parationem  w daw kach 10, 50, 120/iM wynosiła 30,3; 52,3; 59,9 (¿¿mol/mg 
białka/m in). Te wyniki są potwierdzeniem zależności w zrostu aktywności 
G ST od stopnia toksyczności IF O  (rys. 7 i 6).

Stw ierdzone w pracy zm iany aktywności GST po działaniu insektycydów 
fosforoorganicznych są zgodne z wynikami wcześniejszych badań  wpływu 
tych związków na aktywność w tkankach szczura -  w ątrobie, nerkach, 
śledzionie i m ózgu [17].
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T H E  E FFE C T  O F IFO  O N  T H E  ACTIVITY O F  M IC R O S O M A L  AND C Y T O S O L IC  
G L U T H A T H IO N E  S-TR A N SFER A SE IN PIG  L Y M P H O C Y T E S

T he effects o f  o rgan o p h o sp h o ru s insecticides (IFO ), on  the activity  o f  g lu th a th io n e  
S-transferase (GST) o f pig lym phocytes were investigated. Activity o f m icrosom al G ST with 
b o th  C D N B and D C N B  as substrates was observed, activity o f cytosolic G ST only with 
C D N B . A fter incubation  o f  lymfocytes with IF O  (m alathion and m ethylparath ion), activity 
o f  G ST was increased. T he observed changes were dependend on the  structure  o f  tested 
com pounds, its dose and tim e incubation.


