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WPLYW EFO NA AKTYWNOSC MIKROSOMALNYCH
I CYTOZOLOWYCH TRANSFERAZ S-GLUTAIIONOWYCH (GST)
W LIMFOCYTACH KRWI OBWODOWEJ SWINI

Badano wptyw insektycydéw fosforoorganicznych (IFO) na aktywno$¢ transferaz
S-glutationowych w limfocytach krwi obwodowej $wini. Mikrosomalne GST wyka-
zywaty aktywnos$¢ zaré6wno w stosunku do CDNB, jak i do DCNB jako substratow;
aktywno$¢ cytozolowych GST stwierdzono tylko z CDNB.

Po inkubacji limfocytéw z IFO (malationem i metyloparationem) zaobserwowano
znamienny statystycznie wzrost aktywnos$ci GST zaréwno frakcji mikrosomalnej jak
i cytozolowej. Wzrost aktywnos$ci byt zalezny od rodzaju insektycydu, jego dawki
jak i czasu inkubacji.

WSTEP

Powszechnie dzi$ stosowane w rolnictwie insektycydy fosforoorganiczne
(IFO) oprocz skutecznego niszczenia owaddéw stanowig zagrozenie takze dla
cztowieka.

Wykazano ich szkodliwy wpltyw na materiat genetyczny ssakow. Powodujg
one powstawanie aberracji chromosomowych, mutacji, dziatajag teratogennie
oraz kancerogennie [15].

IFO nalezg do grupy zwiazkéw chemicznych o zdolnos$ciach alkilujgcych.
Mechanizm alkilacji polega na interrakcji pomiedzy elektrofilowymi centrami
IFO a nukleofilowymi centrami kwaséw nukleinowych i biatek co wplywa
na strukture i wiasciwosci biologiczne tych czgsteczek. Od wielu lat zywe
zainteresowanie budzg wiec badania wptywu IFO na materiat genetyczny
[1-5, 11, 16-18, 20, 21]. Duze znaczenie majg takze badania procesow
metabolicznych i detoksykacyjnych tych zwigzkdw zachodzacych w or-
ganizmach.

W detoksykacji IFO istotng role odgrywajg transferazy S-glutationowe
(GST), ktore katalizujg sprzeganie IFO ze zredukowanym glutationem



(GSH), w wyniku czego powstajg produkty lepiej rozpuszczalne w wodzie,
co utatwia ich wydalanie 7. organizmu [19].

GST sa grupg wielofunkcyjnych enzymoéw nie tylko ze wzgledu na
katalizowanie reakcji sprzegania glutationu z duzg liczbg zwigzkow chemicz-
nych (w tym z wieloma czynnikami alkilujgcymi), co chroni komérke przed
ich potencjalng toksycznos$cia, ale réwniez z uwagi na wykazywanie innych
typow aktywnosci, takich jak: aktywno$¢ peroksydazy glutationowej nieza-
leznej od selenu, izomeraz dla 3-ketokwaséw. Odgrywajg wazng role w we-
wnatrzkomorkowym transporcie roznych organicznych niesubstratowych,
hydrofobowych ligandéw, takich jak bilirubina, hem, metabolity steroidéw,
kwasy zoOtciowe i hormony tyroidowe. Uczestniczg w biosyntezie leuko-
trienow i odgrywajg role w metabolizmie kwasu arachidonowego. Biorg
udziat w syntezie grup prostatycznych hemu dla apo-cytochromu P-450.
Uczestniczag w wytwarzaniu opornosci mikroorganizmdéw przeciw lekowi
antyprotozoa [19].

Jak dotagd brak jest danych dotyczacych wptywu insektycydéw fosforo-
organicznych na aktywnos$é transferaz S-glutationowych w limfocytach,
ktore sg szczeg6lnie dobrym materiatem badawczym ze wzgledu na mozliwos$¢
Sledzenia proces6w metabolicznych w przyzyciowo izolowanych komdrkach
z peilnym aparatem genetycznym.

MATERIAL i METODY

Materiatem do badan byly limfocyty krwi obwodowej $wini izolowane
metodg Czerskiego i wsp. na szalkach Petriego [6]. Zywotno$¢ limfocytow
oceniano testem z biekitem trypanu i azydkiem buforowanym PBS [8].
Limfocyty zawieszano w piynie Parkera z malationem w dawkach: 10, 50,
100 /iM i matyloparationem w dawkach 10, 50, 120 /(M i poddawano
inkubacji w r6znej diugosci czasu 1, 2, 6, 18 h. Po inkubacji limfocyty
homogenizowano i rozwirowywano zmodyfikowang metodg Jacoby’ego
[9] w celu uzyskania frakcji mikrosomalnej i cytozolowej. Aktywnos¢
enzymatyczng w wymienionych frakcjach oznaczano metodg llabiga
i wsp. [7] z dwoma réznymi substratami: CDNB (lI-chloro-4-dinitrobenzenem)
i DCNB (l,2-dichloro-4-nitrobenzenem). Do badan stosowano odczynniki
0 wysokim stopniu czystosci (98%). Wyniki prezentowane jako wartosci
Srednie analizowane byly testem t-Studenta a odchylenie standardowe nie
przekraczato 5%.



OMOWIENIE WYNIKOW

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano aktywnos$¢ transieraz
S-glutationowych w limfocytach nie poddanych dziataniu IFO w stosunku
do dwdch substratéw: CDNB i DCNB. Zaobserwowano rdznice w aktywnosci
GS | w zaleznosci od badanej frakcji i stosowanego substratu.

W przypadku mikrosomalnych GST aktywno$¢ wobec CDNB wyno-
sita 22 + 1 (/;mol/mg biatka/min), natomiast w stosunku do DCNB
17+ 0.5 (/¢mol/mg biatka/min). Aktywno$¢ GST we frakcji cytozolowej
otrzymano tylko w stosunku do CDNB, wynosita ona 35+0.5 (/;mol/mg
biatka /min).

Uzyskane wyniki sg porownywalne z doniesieniami literaturowymi do-
tyczacymi aktywnosci GST we frakcji cytozolowej komorek limfoidalnych
cztowieka, ktéra wobec CDNB wynosita 43 + 4 (;,umol/mg biatka/min) [10],
jak réwniez z oznaczeniami aktywnosci GST réznych tkanek cztowieka
w stosunku do tych substratow [13].

Zaobserwowany brak aktywnos$ci cytozolowych GST wobec DCNB jest
najprawdopodobniej spowodowany brakiem izonezymdw wykazujgcych
aktywno$¢ w stosunku do tego substratu. To spostrzezenie potwierdzajg
rowniez dane literaturowe [14], poniewaz nie stwierdzono dotychczas ak-
tywnosci cytozolowych GST wobec DCNB. Wyzsza aktywno$¢ GST frakcji
cytozolowej w poréwnaniu z mikrosomalng w stosunku do CDNB moze
by¢ wynikiem specyficznosci GST mikrosomalnych. Oprécz tego warto
podkresli¢, ze wszystkie klasy transferaz S-glutationowych wykazujg wyzszg
aktywnos$¢ wobec CDNB niz DCNB [12].

Przeprowadzone badania wykazaty, ze insektycydy fosforoorganiczne
wywierajg wptyw na aktywnos$¢ enzymatyczng GST limfocytow krwi ob-
wodowej $wini (rys. 1-4). Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono
ogo6lnie tendencje wzrostowg aktywnosci GST w zaleznos$ci od dawki
insektycydu i czasu inkubacji (rys. 5-10).

Zmiany aktywnos$ci GST w przypadku metyloparationu obserwuje sie
juz po jednej godzinie inkubacji z tym insektycydem. Wydtuzenie tego czasu
powoduje dalszy wzrost aktywnosci enzymu. Aktywnos$¢ mikrosomalnych
GST wobec CDNB po inkubacji 1-, 2-, 6-, 18-godzinnej z metyloparationem
w dawce 50 fiM wynosita odpowiednio: 35,2; 47,1; 49,1; 52,3 (/zmol/mg
biatka/min); (rys. 5), natomiast w stosunku do DCNB 31,2; 36,1; 38,8; 41,3
(f¢mol/mg biatka/min) (rys. 6). W tych samych warunkach aktywnos$¢
cytozolowych GST wobec CDNB wynosita 52,8; 67,4; 69,1; 71,1 (/imol/mg

biatka/min) (rys. 10).
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Rys. 1. Zmiany aktywnos$ci enzymatycznej GST we frakcji mikrosomalnej po inkubacji
z matationem
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Rys. 2. Zmiany aktywnosci enzymatycznej GST we frakcji mikrosomalnej po inkubacji
z parationem metylowym
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Rys. 3. Zmiany aktywnosci enzymatycznej GST we frakcji cytozolowej po inkubacji z matationem

0 1h
» 2h
fi 6h
m 18h

18h

0 10 50 10 50 120
CDNB DCNB

Zmiany aktywnosci enzymatycznej GST we frakcji cytozolowej po inkubacji z parationem
metylowym
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Rys. 5. Zmiany aktywnos$ci enzymatycznej GST we frakcji mikrosomalnej po inkubacji
z parationem metylowym CD Nil
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Rys. 6. Zmiany aktywnosci enzymatycznej GST we frakcji mikrosomalnej po inkubacji
z parationem metylowym DCNB
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Rys. 8. Zmiany aktywnos$ci GST we frakcji mikrosomalnej po inkubacji z matationem DCNB



godziny inkubacji

-m - Kontrola
Dawka 10

-f - Dawka 50
Dawka 120

Rys. 9. Zmiany aktywnosci GST we frakcji cytozolowej po inkubacji z matationem CDNB
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Rys. 10. Zmiany aktywnos$ci enzymatycznej GST we frakcji cytozolowej po inkubacji z parationem

metylowym CDNB



W przypadku malationu nic obserwuje sie zadnych zmian po inkubacji
1- i 2-godzinnej, lecz dopiero po 6- i 18-godzinnej. Aktywno$¢ mikro-
somalnych GST wobec CDNB po 6 i 18 godzinach inkubacji z malatio-
nem w dawce 50/zM wynosita odpowiednio 25,5; 37,2 (¢¢mol/mg biat-
ka/min) (rys. 7), natomiast wobec DCNB w tych samych warunkach
inkubacji wynosita 20,1 i 28,1 (/¢mol/mg biatka/min) (rys. 8). Aktywnosé
cytozolowych GST wobec CDNB przy 6- i 18-godzinnej inkubacji z mala-
tionem w dawce 50/iM osiggata wartosci 39,9; 56,2 (//mol/mg biatka/min)
(rys. 9).

Otrzymane wyniki sg zgodne z wcze$niejszymi obserwacjami dotyczacymi
toksycznosci tych insektycydow [5, 10, 14, 15, 18, 19], Malation nalezacy
do najmniej toksycznych IFO wywotuje wzrost aktywnosci GST po diuzszym
czasie dziatania, podczas gdy w przypadku metyloparationu wykazujgcego
wiekszg toksyczno$¢ zmiany aktywnosci enzymu (GST) uczestniczacego
w detoksykacji insektycyddw widoczne sg juz po krdtkim czasie dziatania.

Na podstawie badan stwierdzono rowniez, ze wraz ze wzrostem dawki
IFO ros$nie aktywno$¢ transferaz S-glutationowych. W przypadku mikro-
somalnych GST wobec CDNB po 18-godzinnej inkubacji z malationem
w dawkach 10, 50, 100 /;M aktywno$¢ wynosita odpowiednio 27,4; 37,1;
46,2 (/¢mol/mg biatka/min), natomiast po 18-godzinnej inkubacji z metylo-
parationem w dawkach 10, 50, 120/iM wynosita 30,3; 52,3; 59,9 (¢;¢mol/mg
biatka/min). Te wyniki sg potwierdzeniem zaleznosci wzrostu aktywnosci
GST od stopnia toksycznosci IFO (rys. 7 i 6).

Stwierdzone w pracy zmiany aktywnos$ci GST po dziataniu insektycyddw
fosforoorganicznych sg zgodne z wynikami wcze$niejszych badan wptywu
tych zwigzkéw na aktywno$¢ w tkankach szczura - watrobie, nerkach,

$ledzionie i mozgu [17].
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THE EFFECT OF IFO ON THE ACTIVITY OF MICROSOMAL AND CYTOSOLIC
GLUTHATHIONE S-TRANSFERASE IN PIG LYMPHOCYTES

The effects of organophosphorus insecticides (IFO), on the activity of gluthathione
S-transferase (GST) of pig lymphocytes were investigated. Activity of microsomal GST with
both CDNB and DCNB as substrates was observed, activity of cytosolic GST only with
CDNB. After incubation of lymfocytes with IFO (malathion and methylparathion), activity
of GST was increased. The observed changes were dependend on the structure of tested
compounds, its dose and time incubation.



