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STEZENIE GLUTATIONU W WATROBIE | W SUROWICY KRWI
ORAZ NADTLENKU WODORU W WATROBIE SZCZUROW

W PODOSTRYM ZATRUCIU CHLORFENWINFOSEM —
INSEKTYCYDEM FOSFOROORGANICZNYM

LIVER AND SERUM GLUTATHIONE CONCENTRATION AND LIVER HYDROGEN PEROXIDE IN RATS
SUBCHRONICALLY INTOXICATED WITH CHLORFENVINPHOS — ORGANOPHOSPHATE INSECTICIDE

Uniwersytet Medyczny, Bialystok
Zaklad Toksykologii

STRESZCZENIE

Wstep: Podstawowym mechanizmem toksycznego dziatania insektycydéw fosforoorganicznych jest hamowanie aktywnosci
acetylocholinoesterazy (AChE). Insektycydy te, zaréwno w ostrych, podostrych, jak i przewleklych zatruciach moga jednak
prowadzi¢ takze do stresu oksydacyjnego, powodujac wzrost peroksydacji lipidéw oraz zmiane aktywnoéci enzymow antyok-
sydacyjnych i stezenia nieenzymatycznych antyoksydantéw. Celem niniejszej pracy bylo oznaczanie stezenia glutationu w wa-
trobie i w surowicy krwi oraz stezenia nadtlenku wodoru w watrobie w podostrym zatruciu chlorfenwinfosem u szczuréw.
Materialy i metody: Badania wykonano na szczurach samcach szczepu Wistar, ktérym sonda dozoladkowo podawano raz dzien-
nie chlorfenwinfos w dawce 0,3 mg/kg/dzien przez 14 lub 28 dni. Oznaczenia biochemiczne (glutation zredukowany i nadtle-
nek wodoru) wykonywano za pomocg gotowych zestawéw BIOXYTECH GSH-400™ oraz H,0,-560™ Assay kit (firmy Oxis,
International, Inc., Portland, USA) oraz Glutathione Assay Kit (Cayman Chemical Company, USA) (oznaczanie glutationu cal-
kowitego w surowicy). Wyniki: W podostrym zatruciu chlorfenwinfosem stwierdzono istotne statystycznie obnizenie stezenia
glutationu zredukowanego w watrobie, ktoremu towarzyszyt wzrost stezenia nadtlenku wodoru w tym narzadzie oraz wzrost
stezenia glutationu catkowitego w surowicy. Obserwowane zmiany nasilaly si¢ wraz wydluzeniem okresu podawania insektycydu
z 14 do 28 dni. Wnioski: Insektycydy fosforoorganiczne wystepuja powszechnie jako zanieczyszczenie srodowiska, dlatego po-
przez zmniejszenie stezenia glutationu zredukowanego w watrobie moga stanowi¢ dodatkowy czynnik ryzyka u oséb leczonych
np. paracetamolem czy u 0s6b naduzywajacych alkoholu. Med. Pr. 2011;62(1):23-29

Stowa kluczowe: chlorfenwinfos, zredukowany glutation, calkowity glutation, nadtlenek wodoru

ABSTRACT

Background: Toxicity of organophosphate insecticides is mainly due to the inhibition of acetylcholinesterase (AChE). However
organophosphate insecticides in acute as well as in chronic and subchronic intoxication may lead to oxidative stress causing
enhancement of lipid peroxidation and changing the activities of antioxidative enzymes and concentration of non-enzymatic
antioxidant. For this reason the aim of the work was to estimate glutathione and hydrogen peroxide levels in the liver, as well as
the concentration of total glutathione in serum of rats in subchronic intoxication with chlorfenvinphos. Materials and Methods:
The animals received chlorfenvinphos, intragastrically with use of a stomach tube, at a one daily dose of 0.3 mg/kg/day
for 14 or 28 days. For biochemical determinations BIOXYTECH GSH-400™ and BIOXYTECH H,0,-560™ Assay kit, OXIS In-
ternational, Inc., Portland, USA (reduced glutathione and hydrogen peroxide), and Glutathione Assay Kit, Cayman Chemical
Company, USA (determination of serum total glutathione level) were used. Results: Chlorfenvinphos administration resulted in
a decreased level of reduced glutathione in liver accompanied by an increase in liver hydrogen peroxide and serum total glu-
tathione concentrations. The observed changes were more pronounced after 28 days of intoxication. Conclusions: The common
use of organophosphate insecticides results in the environmental pollution, therefore, the decreased liver glutathione level is an
additional risk factor for people treated with different medicine (e.g. paracetamol). Med Pr 2011;62(1):23-29
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WSTEP locholinoesterazy (acetylcholinesterase — AChE) (1,2).
Podstawowym mechanizmem toksycznego dzialania = Objawy kliniczne ostrego zatrucia tymi insektycydami
insektycydéw fosforoorganicznych (organophosphate  wynikaja zatem z zahamowania aktywnosci tego enzy-
insecticides — OP) jest hamowanie aktywnosci acety- mu — kumulacji acetylocholiny i aktywacji receptorow
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muskarynowych oraz nikotynowych (1,3,4). Insekty-
cydy fosforoorganiczne, zaréwno w ostrych, jak i prze-
wleklych zatruciach, mogg jednak prowadzi¢ takze do
stresu oksydacyjnego, powodujac wzrost peroksydacji
lipidéw oraz zmiane¢ aktywnosci enzymoéw antyoksyda-
cyjnych i stezenia nieenzymatycznych antyoksydantow
(1,4-6). W badaniach Vidyasagar i wsp. (5) wykazano
np. wzrost stezenia dialdehydu malonowego (malonyl-
dialdehyde — MDA) w surowicy i aktywnosci dysmu-
tazy ponadtlenkowej (superoxide dismutase — SOD)
w erytrocytach u oséb hospitalizowanych z powodu
ostrego zatrucia OP. U 0sdb tych nie obserwowano nor-
malizacji badanych parametréw po podaniu atropiny
i pochodnych oksymodw.

Ryzyko wynikajace ze stosowania pestycydéw doty-
czy przede wszystkim oséb zatrudnionych przy dystry-
bugcji i produkgji tych zwigzkéw, pracownikéw rolnych,
ale takze os6b mieszkajacych na terenach rolniczych lub
spozywajacych skazona nimi zywno$¢. Niewielki odse-
tek populacji jest zagrozony przyjeciem wystarczajaco
duzej dawki pestycydu, aby wystapily objawy ostrego
zatrucia. Duza jest natomiast liczba 0sdb, ktére w sposob
przewlekly narazone sg na niewielkie ilosci tych zwiaz-
kéw, przez co moga by¢ one zagrozone wystapieniem
takich skutkéw zdrowotnych, jak np. nowotwory czy za-
burzenia immunologiczne, czy pojawieniem si¢ zaburze-
nia bariery antyoksydacyjnej organizmu (1,2,7,8).

Glutation (y-glutamylocysteinyloglicyna) jest roz-
puszczalnym w wodzie tripeptydem zawierajacym cy-
steing i pelnigcym bardzo wazng funkcje jako jeden
z najwazniejszych antyoksydantéw nieenzymatycznych.
Wystepuje on w tkankach wszystkich ssakow. Moze
wystepowacé w formie zredukowanej (reduced glutathio-
ne — GSH) i utlenionej (glutathione disulfide — GSSG).
Prawie 90% GSH wystepuje w cytozolu komorki, oko-
fo 10% w mitochondriach i niewielki procent w retiku-
lum endoplazmatycznym (1,9,10). W komdrkach gluta-
tion wystepuje przede wszystkim w formie zredukowa-
nej. Stosunek GSH do GSSG w cytozolu i w mitochon-
driach wynosi 10:1, a pétokres trwania GSH w cytozolu
watroby szczura — 2-3 godziny (9,10).

Oproécz wspomnianej juz funkcji antyoksydacyjnej
glutation bierze tez udziat w detoksykacji ksenobiotykow,
jest magazynem cysteiny w organizmie oraz utrzymuje
grupy —SH bialek w stanie zredukowanym (9). Najwyz-
sze stezenia osigga w watrobie i nerkach (9-11). Glutation
wystepuje tez w osoczu krwi, zo6ici, limfie i moczu (9,10).

Zwiazek ten pelni takze wazna, ochronng role,
zapobiegajac toksycznemu dziataniu wielu ksenobio-
tykéw lub je zmniejszajac poprzez wigzanie si¢ z sub-

stancja wnikajaca do organizmu lub jej metabolitem, co
w nastepstwie moze powodowac zmiany stezenia glu-
tationu w tkankach organizmu (9-11). Dotyczy to za-
réwno substancji wystepujacych jako zanieczyszczenia
srodowiska, w tym insektycydéw fosforoorganicznych,
jak i stosowanych jako uzywki lub leki (7,13,14).

Z kolei nadtlenek wodoru powstaje w wyniku re-
akcji dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego lub
podczas dwuelektronowej redukgji tlenu czasteczkowe-
go, a w obecnosci jondw metali przejsciowych (reakcja
Fentona) ulega rozpadowi z wytworzeniem bardzo nie-
bezpiecznego rodnika hydroksylowego. Nadtlenek wo-
doru, ktéry nalezy do reaktywnych form tlenu, z fatwo-
$cig dyfunduje przez blony komdrkowe. Dzigki temu
moze przemieszczac si¢ do komorek bardzo odlegtych
od miejsca swego powstania, a jego stezenie w warun-
kach stresu oksydacyjnego moze wzrastac (15).

Celem niniejszej pracy bylo oznaczanie stgzenia
glutationu zaréwno w watrobie, jak i surowicy krwi,
oraz stezenia nadtlenku wodoru w watrobie w podo-
strym zatruciu chlorfenwinfosem u szczuréw.

MATERIALY | METODY

Badania wykonano na szczurach samcach szczepu Wi-
star (stado CRL: (WI)WUBR), o masie ciala 180-200 g,
pochodzace z Hodowli Zwierzat Do$wiadczalnych
w Brwinowie koto Warszawy. Zwierzeta karmione byty
granulowang pasza standardowa i pojone woda ad [i-
bitum. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode
Lokalnej Komisji Etycznej przy Uniwersytecie Medycz-
nym w Bialymstoku.

Zwierzetom do$wiadczalnym przez 14 lub 28 dni raz
dziennie podawano sonda dozotadkows roztwor olejo-
wy chlorfenwinfosu (O,0-dietylofosforan 1-(2,4-dichlo-
rofenylo)-2-chlorowinylu w dawce 0,3 mg/kg/dzien.
Zwierzgta grupy kontrolnej w analogiczny sposob otrzy-
mywaly olej.

Material do badan biochemicznych (skrawki wa-
troby i krew z serca) pobierano 24 godziny po podaniu
ostatniej dawki badanego zwigzku fosforoorganiczne-
go lub w przypadku grup kontrolnych — oleju. Kazda
grupa liczyla 6 szczuréw. Zwierzeta usypiano przy uzy-
ciu Vetbutalu.

Stezenie glutationu zredukowanego oznaczano przy
uzyciu gotowych zestawéw BIOXYTECH GSH-400™
Assay kit produkcji OXIS International, Inc., Portland,
USA. Przed oznaczaniem tkanki homogenizowano
w roztworze kwasu metafosforowego przy uzyciu homo-
genizatora teflonowego i wirowano 3000xg przez 10 min.
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W tak uzyskanym nadsaczu oznaczenia biochemicz-
ne wykonywano zgodnie z instrukcja dofaczona do
zestawu. Absorbancje odczytywano przy dlugosci
fali 400 nm. Stezenie GSH w watrobie odczytywano
z krzywej standardowej sporzadzonej z GSH (zgod-
nie z instrukcjg zamieszczong w zestawie) i wyrazano
w mmol/g tkanki.

Krew celem uzyskania surowicy wirowano 1000xg
przez 10 min. Surowice¢ odbialczano przy uzyciu 5-pro-
centowego roztworu kwasu metafosforowego i wirowa-
no 5 min przy obrotach 2000xg. Oznaczanie stezenia glu-
tationu w surowicy prowadzono przy uzyciu zestawu Glu-
tathione Assay Kit, Cayman Chemical Company, USA.

Oznaczenia stezenia glutationu catkowitego, czy-
li sum¢ GSH i GSSG, w odbialczonej surowicy prowa-
dzono zgodnie z instrukcja zamieszczong w zestawie.
W oznaczaniu stezenia glutationu wykorzystano reakcje
miedzy grupami sulthydrylowymi glutationu a DTNB
(kwas 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoesowy), w wyniku ktorej
powstaje majacy zolte zabarwienie kwas 5-tio-2-nitro-
benzoesowy, ktorego ilos¢ jest proporcjonalna do stezenia
glutationu w badanej probce. Absorbancje mierzono przy
uzyciu uniwersalnego czytnika mikroptytek przy diu-
gosci fali: 405 nm. W zestawie wykorzystywana jest re-
duktaza glutationowa, dlatego zestaw umozliwia jedynie
oznaczanie stezenia glutationu catkowitego.

Stezenia glutationu w prébach odczytywano z krzy-
wej standardowej, sporzadzonej zgodnie z instrukcja
zawartg w zestawie, i wyrazano w mmol/dm’ surowicy.

Skrawki watroby, w ktérych oznaczano stezenie
nadtlenku wodoru i biatka, homogenizowano w bufo-
rze fosforanowym. Uzyskiwane 10-procentowe homo-
genaty wirowano 9000xg przez 15 min. Oznaczenia
biochemiczne prowadzono w rozcienczonym plynie
nadosadowym.

Stezenie nadtlenku wodoru w homogenacie watroby
oznaczano metoda kolorymetryczng, przy uzyciu ze-
stawu BIOXYTECH H,0O, 560™ Assay kit (Oxis, USA).
Metoda oparta jest na przejsciu jonu zelazawego (Fe**)
w jon zelazowy (Fe’*) w warunkach kwasowych.
Jon zelazowy wiaze zwiazek wskaznikowy, ktérym
w tejmetodzie jest oranz ksylenowy, czyli sol sodo-
wa  3,3"-bis(N,Ndi(karboksymetylo)-aminometylo)-
-o-krezolosiarkoftalenu, i tworzy si¢ stabilny, barw-
ny kompleks. Ekstynkcje mierzono przy dlugosci
fali 560 nm. Stezenie nadtlenku wodoru odczyty-
wano z krzywej wzorcowej sporzadzonej z 25 mM roz-
tworu H,O,.

Stezenie nadtlenku wodoru w homogenacie watroby
wyrazano w mikromolach nadtlenku wodoru na mi-
ligram biatka (umol/mg biatka), ktére oznaczano me-
toda wedtug Lowry’ego i wsp. (16), uzywajac albuminy
wolowej jako standardu.

W grupie kontrolnej oraz w grupach badanych obli-
czono $rednie, odchylenia standardowe oraz wariancje.
Wyniki uzyskane w poszczegdlnych grupach badanych
odnoszono do grupy kontrolnej, badano tez zaleznosci
wystepujace miedzy nimi za pomocy testu t-Studenta,
przyjmujac za rdznice istotne statystycznie wartosci roz-
nigce sie przy p < 0,05. Obliczenia statystyczne wykonano,
postugujac sie programem komputerowym Statistica 6.0.

WYNIKI

W watrobie stwierdzono obnizenie stezenia glutationu
zredukowanego istotne statystycznie w stosunku do
odpowiednich grup kontrolnych, zaréwno po 14-dnio-
wym, jak i 28-dniowym podawaniu chlorfenwinfo-
su (tab. 1). Zaobserwowano réwniez, ze wydluzenie
okresu podawania insektycydu fosforoorganicznego

Tabela 1. St¢zenie glutationu zredukowanego w watrobie i glutationu catkowitego w surowicy krwi szczuréw oraz nadtlenku wodoru

w watrobie w podostrym zatruciu chlorfenwinfosem (CVP)

Table 1. Levels of liver reduced glutathione, serum total glutathione andliver hydrogen peroxide in subchronic intoxication

with chlorfenvinphos (CVP)

Stezenie GSH w watrobie

Stezenie glutationu catkowitego Stezenie H202 w watrobie*

Oklr)e sg(t)ic(i;w:fnéavCPVP Dawka [mmol/g tkanki] W surowicy* [umol/mg biatka]
raten ol Dose Liver GSH level Serum total glutathione level* Liver H202 level*
intoxication . .
[mmol/g tissue] [mmol/dm?] [umol/mg protein]
14 dni / days 0 22,22+2,09 4,44+0,39 2,78+0,28
0,3 mg/kg 17,57+2,31* 6,25+0,48% 3,88+0,15°
28 dni /days 0 23,08+1,50 4,51+0,43 2,73+0,24
0,3 mg/kg 12,68+2,29% 8,65+0,91® 5,59+0,82®

* Srednie + odchylenie standardowe / Means +SD.

* Wartosci istotne statystycznie w stosunku do kontroli / Significantly different from control.

b Wartosci istotne statystycznie w stosunku do grupy otrzymujacej CVP przez okres 14 dni / Significantly different from group of rats receiving CVP for 14 days.
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z 14 do 28 dni prowadzi do dalszego, istotnego staty-
stycznie obnizenia jego stezenia w watrobie.

Stezenie glutationu zredukowanego w stosunku
do odpowiedniej grupy kontrolnej obnizalo si¢ o 20%
po 14 dniach podawania chlorfenwinfosu i o okoto 50%
po 28 dniach. W surowicy krwi zwierzat doswiad-
czalnych oznaczano stezenie catkowite glutationu.
Stwierdzono istotny statystycznie wzrost tego stezenia,
zar6wno po 14, jak i 28 dniach podawania badanego
insektycydu (tab. 1). Wzrost ten wynosit odpowiednio
okoto 42% i 82%, czyli wydluzenie okresu podawania
chlorfenwinfosu powodowalo dalszy wzrost st¢zenia
glutationu catkowitego w surowicy.

Stezenie nadtlenku wodoru w watrobie wzrosto
istotnie statystycznie w stosunku do wartosci obserwo-
wanych w odpowiednich grupach kontrolnych zaréw-
no po 14, jak i 28 dniach podawania chlorfenwinfosu
(tab. 1). Po 14 dniach podawania insektycydu wzrost
ten wynosil okolo 40%, a w przypadku diuzszego po-
dawania st¢zenie nadtlenku wodoru byto ponad dwu-
krotnie wyzsze w poréwnaniu z grupg kontrolna.

OMOWIENIE WYNIKOW

W podostrym zatruciu chlorfenwinfosem u szczuréw
stwierdzono obnizenie stezenia glutationu zredukowane-
go w watrobie, zaréwno po 14 dniach podawania insekty-
cydu, jak i 28, przy czym stezenie GSH malalo wraz z cza-
sem podawania insektycydu. Obnizeniu stezenia glutatio-
nu zredukowanego w watrobie towarzyszyt wzrost steze-
nia glutationu catkowitego w surowicy. Zmiany stezenia
glutationu w niniejszej pracy obserwowano po podaniu
chlorfenwinfosu w dawce 0,3 mg/kg/dzien. Dopuszczalne
dzienne pobranie dla ludzi wynosi 0,0005 mg/kg/dzien,
a najnizszy poziom narazenia, przy ktérym obserwuje
si¢ efekty szkodliwe, ustalony w oparciu o neurologiczne
dzialanie tego insektycydu u szczuréw, przyjmowany jest
na poziomie 0,7 mg/kg/dzien (1,17). W niniejszej pracy
zmiany stezenia glutationu w watrobie i w surowicy krwi
oraz zmiany stezenia nadtlenku wodoru w watrobie ob-
serwowane byly wiec przy dawce nizszej niz LOAEL dla
SZCZUrOw.

We wczesniejszych badaniach, prowadzonych przy
zastosowaniu tego samego modelu doswiadczalnego,
obserwowano obnizenie aktywno$ci ChE w surowicy,
istotne statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej,
dopiero po 28 dniach podawaniu chlorfenwinfosu (1).
Enzym ten jest wykorzystywany do oceny narazenia na
insektycydy fosforoorganiczne u ludzi majacych zawo-
dowy kontakt z tymi zwiazkami (1,8). Z kolei zmiany

aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w watrobie,
takich jak dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza i perok-
sydaza glutationowa, wystepowaly juz po 2 tygodniach
podawania chlorfenwinfosu. Aktywno$¢ dwdch ostat-
nich wymienionych enzyméw po 28 dniach podawania
insektycydu byla istotnie statystycznie wyzsza w po-
réwnaniu do krétszego okresu intoksykacji. Wzrosto-
wi aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych towarzy-
szyl takze wzrost stezenia dialdehydu malonowego —
wskaznika peroksydacji lipidow (1).

Zmiany aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych
w zatruciu podostrym réznymi zwigzkami fosforoor-
ganicznymi obserwowali tez inni autorzy (7,18,19).

Obserwowane we wczesniejszych badaniach zmiany
aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych i wzrost pe-
roksydacji lipidow (1), a takze stwierdzone w niniejszej
pracy wzrost stezenia nadtlenku wodoru oraz zmiany
stezenia glutationu $wiadcza o stresie oksydacyjnym,
do ktoérego dochodzi w watrobach szczuréw w podo-
strym zatruciu chlorfenwinfosem.

Powstawanie reaktywnych form tlenu w zatruciu
insektycydami fosforoorganicznymi moze wynikac
z metabolizmu tych zwigzkéw w watrobie, w ktérym
uczestniczy frakcja mikrosomalna zwigzana z cyto-
chromem P450, odpowiedzialna za metabolizm takze
wielu innych ksenobiotykéw (20-22). Zredukowana
forma cytochromu P450 wiaze tlen i przeprowadza hy-
droksylacje substratu (w tym przypadku insektycydu
fosforoorganicznego), czyli wbudowuje do czasteczki
substratu atom tlenu, dzieki czemu w czgsteczce sub-
stratu powstaje grupa hydroksylowa — OH. Podczas
przeptywu elektronéw przez mikrosomalny tancuch
transportu elektronéw wytwarzane s3 anionorodnik
ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru (20,21).

Dodatkowym czynnikiem, ktéry moze powodo-
waé wzrost stezenia nadtlenku wodoru w watrobie,
co obserwowano w niniejszej pracy, jest SOD. Enzym
ten usuwa anionorodnik ponadtlenkowy, jednoczesnie
prowadzac do tworzenia nadtlenku wodoru (23).

W niniejszej pracy obserwowano wzrost stezenia
nadtlenku wodoru w watrobie w caltym badanym okre-
sie, przy czym stezenie to rosto wraz z wydtuzeniem
okresu podawania insektycydu. W zatruciach insekty-
cydami fosforoorganicznymi rzadko oznacza sig¢ steze-
nia reaktywnych form tlenu (RFT). Badane s3 przede
wszystkim zmiany aktywnosci enzyméw antyoksyda-
cyjnych i skutki wzmozonego generowania RFT w po-
staci wzrostu peroksydacji lipidow czy tez wzmozonego
powstawania grup karbonylowych — wskaznika utle-
niania biatek (1,18,24).
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W naszych wczesniejszych badaniach, dotyczacych
ostrego zatrucia chlorfenwinfosem u szczuréw, obser-
wowano wzrost stezenia H O, zaréwno w watrobie,
jak i w surowicy krwi. Badania te wykazaly wzrost
stezenia nadtlenku wodoru w watrobie i w surowicy,
w 1. i 24. godzinie po podaniu tego zwigzku w daw-
kach 0,3 mg/kgi 1,5 mg/kg oraz w 1., 24. 1 48. godzinie
po podaniu CVP w najwyzszej badanej dawce, czy-
li 7,5 mg/kg (25).

W zatruciu ostrym chlorfenwinfosem oceniano
takze aktywno$¢ mitochondrialnej akonitazy, ktorej
aktywno$¢ ulegata obnizeniu pod wplywem badane-
go insektycydu (26). Enzym ten jest hamowany przez
anionorodnik ponadtlenkowy i jego aktywnos¢ moze
by¢ wskaznikiem zwigkszonej generacji tej reaktywnej
formy tlenu (26). Jak wiec wynika z cytowanej powyzej
pracy, w zatruciu ostrym chlorfenwinfosem dochodzi
do wzrostu stezenia anionorodnika ponadtlenkowego
w mitochondriach watroby szczura, a towarzyszy temu
zaréwno wzrost stezenia nadtlenku wodoru, jak i dial-
dehydu malonowego (26).

Enzymami odpowiedzialnymi za usuwanie nadtlen-
ku wodoru jest katalaza i peroksydaza glutationowa. Pe-
roksydaza glutationowa w procesie usuwania nadtlenku
wodoru zuzywa zredukowany glutation, w wyniku czego
powstaje jego utleniona forma. Stres oksydacyjny moze
prowadzi¢ zatem do zmniejszenia puli GSH w komor-
ce i wzrostu poziomu GSSG (1,9,12). Forma utleniona
glutationu moze reagowac z grupami tiolowymi biatek,
wskutek czego powstaja mieszane disulfidy wykazuja-
ce dzialanie toksyczne, moze tez utlenia¢ grupy tiolo-
we bialek, co prowadzi do ich inaktywagcji (2,9,10). Tak
wiec GSSG musi by¢ transportowany przez blone ko-
morkowa celem utrzymania jego niskiego stezenia we-
wnatrzkomorkowego, a wzrost stezenia utlenionej formy
moze by¢ wskaznikiem stresu oksydacyjnego (27).

W niniejszej pracy obserwowano obnizenie steze-
nia GSH w watrobie przy jednoczesnym wzroscie ste-
zenia glutationu catkowitego w surowicy. Zmianom
stezenia glutationu towarzyszyl takze wzrost stezenia
nadtlenku wodoru w watrobie.

Obserwowany w niniejszej pracy wzrost poziomu glu-
tationu catkowitego w surowicy krwi moze wynikac za-
réwno ze wzrostu stezenia glutationu zredukowanego,
jak i glutationu utlenionego, ale moze by¢ tez spowodo-
wany podwyzszeniem stezenia obu tych frakeji jedno-
czesnie. Na catkowitg zawarto$¢ glutationu w organizmie
skladajg sie bowiem, jak juz wspomniano wyzej, dwie
jego frakcje — zredukowana, stanowigca ponad 98%
jego calkowitego stezenia, oraz utleniona (9-11). Jak

juz pisano wczesniej, zmniejszenie stezenia GSH w wa-
trobie moze wynikac z jego wykorzystania przez pe-
roksydaze glutationowa, w zwigzku z czym przechodzi
on w forme utleniong (1,9,12). Poniewaz w niniejszej
pracy obserwowano jednoczes$nie obnizenie st¢zenia
glutationu zredukowanego w watrobie i wzrost steze-
nia glutationu catkowitego w surowicy, mozna przy-
puszczaé, ze glownym powodem tego wzrostu jest
usuwanie nadmiaru GSSG z watroby. Moze to $wiad-
czy¢ o ostabieniu zdolnosci organizmu do inaktywa-
c¢ji RFT, co w konsekwencji prowadzi do obserwowa-
nego w niniejszych badaniach zwigkszenia stezenia
nadtlenku wodoru w watrobie, a takze opisywanego we
wczesniej cytowane]j pracy — wzrostu stezenia dialde-
hydu malonowego w watrobie (1).

Zaobserwowane w niniejszej pracy obnizenie steze-
nia glutationu zredukowanego i wzrost stezenia nad-
tlenku wodoru w watrobie w podostrym zatruciu nie-
wielka dawka chlorfenwinfosu moze by¢ niebezpieczne
przy narazeniu na inne ksenobiotyki stosowane jako
leki czy uzywki (28-31).

Glutation uczestniczy nie tylko w reakcjach wol-
norodnikowych. Bierze on takze udzial w reakcjach
sprzegania wielu ksenobiotykéw. Reakcjom sprzegania
z GSH ulegaja np. metabolity acetaminofenu (parace-
tamol) — powszechnie stosowanego leku. W wyniku
dziatania cytochromu P450 lek ten jest utleniany w wa-
trobie do silnie elektrofilowych produktéw posrednich,
ktérych detoksykacja przebiega poprzez tworzenie po-
faczen z glutationem zredukowanym. Przy braku od-
powiedniego poziomu glutationu w watrobie produkty
posrednie metabolizmu acetaminofenu tworzg adduk-
ty z bialkami blonowymi, odpowiedzialnymi za home-
ostaze wapnia w komorce. Prowadzi to do uszkodze-
nia komoérki watrobowej i powoduje dalsze obnizenie
stezenia GSH w tym narzadzie (28,29). Odpowiednio
wysoki poziom GSH w watrobie chroni jg wiec przed
toksycznym dzialaniem metabolitéw acetaminofenu.
Dawki terapeutyczne sg calkowicie bezpieczne, nato-
miast naduzywanie tego leku (szczegolnie przez osoby
o obnizonym poziomie glutationu w watrobie) niesie za
sobg ryzyko jej uszkodzenia.

Ze wzgledu na niski poziom GSH, jak wynika z ba-
dan innych autoréw, wzrasta takze ryzyko nekrozy
watroby u alkoholikéw zazywajacych acetaminofen
(13,30). Alkohol etylowy bowiem prowadzi do wzrostu
tworzenia si¢ reaktywnych form tlenu i obnizenia po-
ziomu glutationu w mitochondriach watroby, a w kon-
sekwencji u oséb naduzywajacych alkoholu czgsto do-
chodzi do uszkodzenia tego narzadu (14,31).
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Przykladem moze by¢ takze Kaptopril — lek sze-
roko stosowany w leczeniu nadci$nienia tetniczego —
ktéry jak wynika z badan na zwierzetach réwniez
zmniejsza stezenie GSH w watrobie, a takze zwigksza
ryzyko uszkodzenia watroby przy réwnoczesnym le-
czeniu paracetamolem (32).

Tak wigc obserwowane w niniejszej pracy obnize-
nie stezenia glutationu w watrobie — z jednoczesnym
wzrostem stezenia nadtlenku wodoru i wzrostem steze-
nia glutationu catkowitego w surowicy krwi — $wiad-
czy o stresie oksydacyjnym w tym narzadzie, ktorego
przyczyna jest narazenie na chlorfenwinfos.

Insektycydy fosforoorganiczne wystepuja po-
wszechnie jako zanieczyszczenie $rodowiska, dlate-
go poprzez swoje dzialanie na glutation zredukowany
moga stanowi¢ dodatkowy czynnik ryzyka u oséb le-
czonych np. paracetamolem czy tez u oséb naduzy-
wajacych alkoholu. Szczegélng uwage nalezatoby wiec
zwroéci¢ na osoby majace bezposredni, zawodowy, kon-
takt ze zwigzkami fosforoorganicznymi i jednocze$nie
przyjmujacymi leki.
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