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ZMIANY STRUKTURY DNA JĄDER KOMÓRKOWYCH LIMFOCYTÓW 
PO INKUBACJI Z DICHLORFOSEM*

Badano wpływ dichlorfosu (0-2,2-dichlorowinylo-0,0-dimetylofosforanu) na DNA 
izolowany z jąder komórkowych limfocytów krwi obwodowej Sus scrofa domestica. 
Dichlorfos wywołuje degradację cząsteczki DNA. Zmiany dotyczą fragmentacji DNA na 
odcinki o różnej długości zależne od dawki dichlorfosu i czasu działania tego związku.

WSTĘP

Dichlorfos (0,2,2-dichlorowinylo-0,0-dimetylofosforan -  DDVP) jest 
insektycydem znanym już od ponad 30 lat. Jest jednym ze związków 
fosforoorganicznych stosowanych w rolnictwie oraz w weterynarii i medycynie, 
jako związek o właściwościach antybakteryjnych i antypasożytniczych.

Dichlorfos, podobnie jak inne insektycydy fosforoorganiczne (IFO), hamuje 
działanie esteraz, głównie esterazy acetylocholinowej poprzez fosforylację tego 
enzymu w jego centrum aktywnym [12, 27, 30]. Jest to główna przyczyna 
toksycznego działania na układ nerwowy ssaków [7, 9, 22]. Wykazano również 
działanie dichlorfosu na układ immunologiczny [20, 24], a także na inne 
przemiany, np. Ghioni i wsp. [15] wykazali hamujące działanie dichlorfosu na 
metabolizm kwasów tłuszczowych u ryb poprzez hamowanie desaturacji kwa-
sów tłuszczowych, które są prekursorem eikozanoidów. Badania eksperymenta-
lne na zwierzętach narażonych na dichlorfos wykazały wpływ na aktywność 
enzymów cyklu glutationowego i stężenie glutationu [17, 29].

Szczególnie istotne wydaje się działanie DDVP w niskich stosowanych 
przewlekle dawkach wywołujące działanie genotoksyczne, podobnie jak inne 
związki fosforoorganiczne [1, 6, 8, 10, 11, 13, 25, 26, 28, 30].

* Praca finansowana przez Uniwersytet Łódzki (fundusz statutowy i badania własne 505/717).



Cytowane w literaturze wyniki badań działania genotoksycznego dichlor-
fosu są często kontrowersyjne [4, 5, 19].

Wyniki naszych wcześniejszych badań wskazują, że dichlorfos uszkadza 
strukturę kwasów nukleinowyh limfocytów i komórek limfoidalnych, wy-
wołując pojedyncze pęknięcia DNA, oraz metylację zasad azotowych [3, 23, 
30, 32].

Niniejsza praca dotyczy wpływu DDVP na DNA w izolowanych jądrach 
komórkowych limfocytów krwi obwodowej i jest fragmentem badań pro-
wadzonych w Katedrze Genetyki Molekularnej UŁ.

MATERIAŁ I METODY

Materiałem do badań były limfocyty izolowane z krwi obwodowej świni. 
Krew pobierano natychmiast po uboju z Łódzkich Zakładów Mięsnych. 
Krew mieszano z 6% dekstranem w 0,9% NaCl i poddawano sedymentacji. 
Z warstwy krwinek białych otrzymano limfocyty metodą wirowania w gradien-
cie 75% Uropolinum-6% dekstran [14].

Jądra komórkowe izolowano metodą sacharozową [33], a DNA zgodnie 
z metodą Johnsa i Paulusa-Thomasa [18].

Inkubacja z dichlorfosem: Dichlorfos (0-2,2-dichlorowinylo-0,0-dimetylofos- 
foru) o czytości 99% otrzymano z Instytutu Chemii Organicznej w Warszawie. 
DNA rozpuszczano w 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH =  8,0, inkubo- 
wano z dichlorfosem w stężeniach 45 //M, 136 /zM i 315 pM/l  mg DNA 
w czasie 1 h, 24 h, 48 h i 72 h w temp. 37°C. Próbę kontrolną stanowiły 
próby inkubowane w tych samych warunkach bez DDVP.

Rozdziały elektroforetyczne DNA przeprowadzono w 1% żelu agarozowym 
w buforze 89 mM Tris-boran, pH =  7,8, 20 mM EDTA oraz w 8% żelach 
poliakryloamidowyh (natywnych i zdenaturowanych). Żele barwiono metodą 
srebrową wg metod Gottliba i Chavko [16] i Bassama [2]. Masy cząsteczkowe 
DNA oznaczano wobec wzorcowego DNA plazmidu pUC po trawieniu 
enzymem restrykcyjnym BspRl. Przy określaniu długości odcinków DNA 
wykorzystano zależność logarytmu masy cząsteczkowej od drogi przebytej 
przez wzorcowy DNA w czasie rozdziału elektroforetycznego.

WYNIKI I DYSKUSJA

Dichlorfos jest stosowany jako składnik wielu preparatów owadobójczych. 
W niniejszej pracy podjęto badania wpływu DDVP na DNA izolowany 
z jąder komórkowych limfocytów krwi obwodowej Sus scrofa domestica.



Rys. 1. Wpływ dichlorfosu (DDVP) na długość odcinków DNA. DNA rozdzielano na żelach 
poliakrylamidowych wg Maniatisa [21] i barwiono metodą srebrową [2]. DNA inkubowano 
z dichlorfosem odpowiednio w dawkach 45 /iM, 135 i±M, 315 дМ. Oś x  -  długość odcinków 

DNA w parach zasad, oś у -  czas inkubacji

Obrazy elektroforetyczne DNA jąder komórkowych inkubowane z dichlor-
fosem wykazały zmiany w stosunku do DNA natywnego. Otrzymane wyniki 
zilustrowano na rys. 1-4. W pracy wykazaliśmy, że dichlorfos powoduje 
degradację cząsteczki DNA, w wyniku której powstają odcinki oligonuk- 
leotydowe o różnej zawartości par zasad. Obserwowane zmiany wykazały 
zależność długości odcinków DNA proporcjonalne do wzrostu dawki DDVP 
oraz czasu inkubacji od 1 do 72 h. Obserwowano pojawienie się odcinków
0 długości 776, 590, 417, 316, 170, 126, 100 i 70 par zasad. Przy niskich 
stężeniach DDVP (45 /jM )  zmiany obserwowano dopiero po 24 h, a przy 
dawce 315 pM tego związku zmiany degradacyjne były widoczne już po
1 h inkubacji. W miarę wzrostu czasu inkubacji zmieniała się długość 
odcinków DNA, obserwowano wzrost liczby odcinków krótszych. Należy 
zauważyć, że inkubacja z dichlorfosem w określonych warunkach powoduje 
powstawanie odcinków oligonukleotydowych odpowiadających długości



Rys. 2. Wpływ dawki 45 ßM  DDVP na degradację DNA na odcinki o różnej długości par 
zasad w zależności od czasu inkubacji. DNA rozdzielano wg Maniatisa [21], barwiono metodą 

srebrową [2]. Oś y liczba fragmentów otrzymanych na elektroferogramach

DNA mononukleosomów i ich wielokrotności. Najwięcej odcinków oligo- 
nukleotydów odpowiadało długości DNA charakterystycznej dla mono-
i dinukleosomów.

Przy ocenie zmian długości odcinków DNA należy brać pod uwagę 
możliwy wpływ na ten proces zmian konformacji DNA, powstającej w wyniku 
niespecyficznej metylacji lub fosforylacji DNA przez dichlorfos, jak i m o-
dyfikacji zasad azotowych. Zgodnie z wcześniejszymi doniesieniami literaturo-
wymi DDVP wywołuje powstawanie termolabilnych wiązań w cząsteczkach 
DNA, których przyczyną może być alkilacja zasad wywołana przez ten 
insektycyd [3, 23, 31, 32]. Yamano [34] wykazał powstawanie pojedynczych 
pęknięć w DNA po działaniu wysokich -  w porównaniu do stosowanych 
przez nas -  dawek DDVP. Mechanizm działania dichlorfosu na komórki 
jest daleki od wyjaśnienia. Szczególnie interesujące są modyfikacje w cząsteczce 
DNA mogące prowadzić do mutacji. Dalsze badania wpływu DDVP na 
cząsteczki DNA z limfocytów w świetle naszych wyników należy uznać za 
celowe.
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Rys. 3. Wpływ dawki 135 DDVP na degradację DNA na odcinki o różnej długości par 
zasad w zależności od czasu inkubacji. DNA rozdzielano wg Maniatisa [21], barwiono metodą

srebrową [2]. Oś у -  jak w rys. 2

Rys. 4. Wpływ dawki 315 DDVP na degradację DNA na odcinki o różnej długości par 
zasad w zależności od czasu inkubacji. DNA rozdzielano wg Maniatisa [21], barwiono metodą

srebrową [2]. Oś у -  jak w rys. 2
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CHANGES IN DNA STRUCTURE ISOLATED FROM CELL NUCLEI OF LYMPHOCYTES 
AFTER INCUBATION WITH DICHLORVOS

This work attempt to examine the influence of dichlorvos (0,0-dimethyl-0-2,2-dichlorovinyl- 
phosphate) on the structure of DNA from isolated lymphocyte’s nuclei. The lymphocyte’s 
nuclei were obtained from Sus scrofa domesiica peripheral blood by Jones and Paulus-Thomas 
method (1989). DNA was incubated with dichlorvos at the doses 45 цМ, 135 /хМ, 315 /tM 
at 1, 24, 48, 72 hours. Changes can be seen after 1 h of incubation. Incubation with dichlorvos 
affects the degradation of isolated DNA.


