Wiadomosci Parazytologiczne 2009, 55(3), 211-217

Copyright© 2009 Polskie Towarzystwo Parazytologiczne

Larwy Anisakis simplex w Sledziach baltyckich jako
organizmy wskaznikowe w badaniach biologicznych
i rybackich. II. Acetylocholinesterazy zywiciela i pasozyta.

Anisakis simplex larvae from the Baltic herring as tag
organisms in biological and fisheries research. II. Host and

parasite acetylcholinesterases.
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ABSTRACT. Acetylcholinesterase (AChE) activity in the tissues of host and the parasite and the impact of carbofuran,
a carbamate pesticide on the AChE activity in A. simplex larvae was investigated. Generalized linear models (GLM)
were used for modeling enzymatic activity in herring and A. simplex nematodes.
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Omoéwiono role acetylocholinesterazy (AChE)
obecnej w pasozytach. Enzym ten jest wykorzysty-
wany w monitoringu biologicznych skutkéw zanie-
czyszczen, jako marker ekspozycji na pestycydy.
Do okreslenia aktywnosci AChE w tkankach sledzi
i larw A. simplex zastosowano modele matematycz-
ne. Przedstawiono wyniki badan, ktérych celem by-
to wykazanie wptywu karbofuranu na aktywnos¢
acetylocholinesterazy w tkankach nicieni. Poswig-
cono takze uwage zjawisku opornosci na pestycydy,
ktérego wczesniej nie wykazano u pasozytow ryb.

Aktywnos¢ acetylocholinesterazy w ukladzie pa-
sozyt-zywiciel

Dynamika infekcji pasozytniczej jest odzwier-
ciedleniem zmian zachodzacych w srodowisku.
Na zmiany te, zwykle ztozone, reaguje zaréwno zy-
wiciel (SledZ) jak i obecne w jego organizmie paso-
zyty. W interakcjach zachodzacych w uktadzie pa-
sozyt—zywiciel wazng role odgrywa acetylocholine-
steraza (AChE). Rola AChE u gatunkéw pasozytni-
czych jest inna niz u organizméw wolno zyjacych.

Enzym ten moze by¢ czynnikiem hamujacym pery-
staltyke jelit. Okreslany jest mianem ,,biochemicz-
nego imadla”, ulatwiajacego nicieniom pozostanie
w preferowanym przez nie srodowisku [1]. Jedng
z wazniejszych funkcji, ktérg odgrywa acetylocholi-
nesteraza wydzielana przez nicienie, jest hamowa-
nie odpowiedzi immunologicznej zywiciela [2,3].
AChE produkowana przez niektére gatunki nicieni
zyjace w przewodzie pokarmowym, moze reduko-
wac stan zapalny poprzez hydrolize acetylocholiny,
stymulujacej wydzielanie kwaséw zolgdkowych
[4]. Wedtug Selkirka i wsp. [5], acetylocholinestera-
zy wydzielane przez pasozyty przewodu pokarmo-
wego mogg pelni¢ role w produkc;ji alternatywnych
substratéw dla acetylocholiny, co w konsekwencji
moze wplyna¢ na hamowanie aktywnosci AChE zy-
wiciela.

Pomiar aktywnosci AChE od szeregu lat jest wy-
korzystywany w monitoringu biologicznych skut-
kéw zanieczyszczer jako marker ekspozycji na pe-
stycydy. U wiekszosci organizméw morskich (row-
niez u ryb), w rejonach zanieczyszczonych wykaza-
no spadek aktywnosci tego enzymu w tkankach
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Rys. 1. Miejsca poboru préb: 1. Zatoka Pomorska; 2. Srodkowe Wybrzeze (Rowy); 3. Zatoka Gdariska; 4. Zalew

Wislany

Fig. 1. Sampling areas: 1. Pomeranian Bay; 2. Middle Coast (Rowy); 3. Gulf of Gdansk; 4. Vistula Lagoon

[6-10]. Do inhibitoréw AChE nalezg karbaminowe
pestycydy, zwiazki organofosforowe i metale ciez-
kie.

Podolska i Napierska [11] okreslity aktywnos¢
AChE w tkance mig¢sniowej sledzi (zarazonych lar-
wami A. simplex 1 wolnych od nicieni) oraz w tkan-
kach larw A. simplex. Aktywno$¢ enzymu w tkan-
kach ryb 1 nicieni mierzono metodg spektrofotome-
tryczna, przy dlugosci fali 412 nm. Préby ryb do ba-
dan pobrano w Zatoce Pomorskiej, Rowach, Zatoce
Gdariskiej oraz w Zalewie Wislanym (Rys. 1). Sred-
nig aktywnos¢ AChE [nM/min/mg protein] w tkan-
kach §ledzi i larw A. simplex w badanych rejonach
przedstawiono w Tabeli 1. Do analizy zaleznosci
pomigdzy aktywnoscig enzymatyczng acetylocholi-
nesterazy a wybranymi czynnikami i zmiennymi
wykorzystano uogélnione modele liniowe (GLM):

Model 1) aktywnos¢ AChE u sledzi obejmujgca
osobniki zarazone i niezarazone (n=225)

In(y)=DL + KON + wiek + ple¢ + gon + rejon
+ inf + blgd losowy;

Model 2) aktywnos¢ AChE u sledzi z uwzgled-
nieniem z aktywnosci AChE pasozytéw (n=98)

In(y)=DL + KON + N + ACT + wiek + ple¢ +
gon +r ejon + blgd losowy;

Model 3) aktywnos¢ AChE u pasozytéw (n=98)

In(y)=DL + KON + wiek + plec¢ + gon + rejon +
blqd losowy;

gdzie: y-zmienna okreSlajgca aktywnosc
AChE; DL-dlugos¢ catkowita ryby; KON-wspot-
czynnik kondycji ryby; N-liczba nicieni; ACT-ak-
tywnos¢ AChE pasozytow; wiek—wiek ryby;
pte¢—ptec ryby; gon—stadium dojrzatosci gonad; re-
jon-rejon potowu; inf-obecnos¢ lub brak larw
A. simplex.

Zatozono rozktad normalny zmiennej zaleznej.
Wplyw czynnikéw przedstawiony jest w odniesie-
niu do pierwszego poziomu analizowanego czynni-
ka (tzw. parametryzacja rogowa). Wptywy czynni-
kéw sa przyjete jako réznice pomigdzy wplywem
poziomu danego czynnika a wplywem poziomu
czynnika referencyjnego. Stad wplyw poziomu
czynnika referencyjnego wynosi zero, a przedsta-
wione na wykresach wartosci ujemne oznaczajg, ze
wplyw poziomu czynnika jest mniejszy od wptywu
czynnika referencyjnego.

Rejon poboru préb miat istotny statystycznie
wplyw na aktywno$¢ AChE w tkankach Sledzi, za-
réwno zarazonych jak i niezarazonych. Wptyw rejo-
nu byt najnizszy w Zatoce Gdariskiej, a najwyzszy



Tabela 1. Srednia aktywnosé AChE [nM/min/mg protein] w tkankach sledzi (a) i larw A. simplex (b) w badanych rejonach
Table 1. Mean AChE activity [nM/min/mg protein] in herring tissues (a) and A. simplex larvae (b) from the studied areas

a) samce/males samice/females n Srednia SE
N A average
$ledzie niezarazone = Zatoka Gdariska 11 19.88 212 10 20.61 1.92 21 20.23 1.41
non-infected herring  Zalew Wislany 15 22.85 1.57 14 19.21 1.43 29 21.09 1.10
Rowy 12 20.02 1.63 14 23.90 2.66 26 2211 1.64
Zatoka Pomorska 15 279 2.98 15 27.94 2.33 30 27.93 1.86
niezarazone /non-infected 53 23.02 1.18 53 23.19 1.17 106 23.11 0.83
$ledzie zarazone Zatoka Gdanska 15 17.88 1.31 16 19.16 1.38 31 18.54 0.94
infected herring Zalew Wislany 4 26.37 1.38 24 2217 1.20 28 22.77 1.08
Rowy 15 26.90 3.51 15 29.34 297 30 28.12 227
Zatoka Pomorska 15 28.56 2.18 15 29.13 2.92 30 28.84 1.79
zarazone/infected 49 24.60 1.45 70 24.51 1.13 119 24.55 0.89
suma 102 23.78 0.93 123 23.94 0.82 225 23.87 0.61
b) zywiciele samce/male hosts zywiciele samice/female hosts n Srednia SE
larwy A. simplex Zatoka Gdanska 13 137.04 22.90 13 82.17 14.17 26 109.60 14.29
A. simplex larvae Zalew Wislany 4 99.30 6.82 16 86.26 7.27 20 88.87 6.02
Rowy 15 39.04 4.56 11 35.10 6.16 26 37.37 3.65
Zatoka Pomorska 11 64.20 7.94 15 51.20 5.55 26 56.70 4.72
suma 43 80.71 9.57 55 65.50 5.14 98 7217 5.12
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Rys. 2. Wptyw rejonu (wraz z btedami standardowymi) na aktywnos¢ acetylocholinesterazy (AChE) u sledzi

zarazonych i niezarazonych

Fig. 2. Area effect (with standard errors) estimated for acetylcholinesterase (AChE) activity of infected and non-

infected herring

w Zatoce Pomorskiej (Rys. 2).

Uzyskane wyniki wykazaly, ze aktywnos¢
AChE byta istotnie wyzsza u nicieni pochodzacych
od samcéw niz od samic. W prébach pobranych
w rejonach zanieczyszczonych (Zatoka Gdarska
i Zalew Wislany), niskiej aktywnosci AChE w tkan-
ce migsniowej zywicieli towarzyszyta bardzo wyso-
ka aktywnos¢ tego enzymu w tkankach pasozytow.
Rejon poboru préb miat wptyw istotny statystycznie
na aktywnos¢ acetylocholinesterazy w tkankach za-
razonych sledzi (Rys. 3a). Wykazano takze istnienie
istotnej statystycznie, ujemnej korelacji pomigdzy
aktywnoscig enzymu w tkankach pasozytéw i ich
zywicieli (Rys. 3a, b). Mechanizm tego zjawiska
jest trudny do wyjasnienia, gdyz u wigkszosci orga-
nizméw wykorzystywanych w monitoringu biolo-
gicznych skutkdéw zanieczyszczen, poddanych dzia-
taniu pestycydéw i/lub innych zwigzkéw wykazuja-
cych wtasciwosci neurotoksyczne, z reguty docho-
dzi do hamowania aktywnosci AChE. Podolska
i Napierska [11] sugerowaly, ze obecnos¢ pestycy-
déw w zanieczyszczonym Srodowisku moze wpty-
wac¢ hamujgco na aktywnos¢ AChE w tkankach zy-
wicieli, prowadzac do kumulacji acetylocholiny.
Taka reakcja biochemiczna zachodzaca w organi-

zmie zywiciela moze stwarzaé niekorzystne warun-
ki dla pasozytniczych nicieni, ktére wydzielaja
znaczne ilosci AChE w celu inaktywacji acetylo-
choliny zywiciela. Z drugiej strony, produkcja duzej
ilosci AChE przez pasozyty moze by¢ bezposrednig
reakcja na dziatanie pestycydow i stanowié adapta-
cje do niekorzystnych warunkéw srodowiska. W pi-
Smiennictwie przedstawiono mechanizmy zabezpie-
czajace organizm przed dziataniem pestycydow
i zwigzkéw organofosforowych (nadprodukcja
AChE, formy molekularne tego enzymu oporne
na dziatanie pestycydéw), jakkolwiek przeprowa-
dzone badania odnoszg si¢ do innych grup systema-
tycznych [12-14].

Eksperymentalna ekspozycja larw A. simplex
na karbofuran

W celu wykazania, jaki wpltyw wywieraja pesty-
cydy na aktywnos$¢ enzymatyczng acetylocholine-
sterazy nicieni, Podolska i wsp. [15] poddaty larwy
A. simplex eksperymentalnej ekspozycji in vivo
na karbofuran. Materiat do eksperymentu zostat po-
brany w rejonie wzglednie wolnym od zanieczysz-
czen (Srodkowe wybrzeze Baltyku, Rys. 1). Larwy
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Rys. 3. Wplyw rejonu (wraz z btedami standardowymi) na aktywnos$¢ acetylocholinesterazy (AChE) u zarazonych

Sledzi (a, zywiciel) i larw A. simplex (b, pasozyt)

Fig. 3. Area effect (with standard errors) estimated for acetylcholinesterase (AChE) activity in infected herring (a,

host) and A. simplex larvae (b, parasite)

A. simplex podzielono na grupy eksperymentalne li-
czace po 4-7 nicieni w grupie, uwzgledniajac takze
podziatl na pasozyty pochodzace od samcow i samic
§ledzi. Nicienie poddano ekspozycji na karbofuran
(PESTANAL®, Riedel-de Haén, synonim: 2,3-dihy-
dro-2,2-dimethyl-7-benzofuranol N-methylcarba-
mate) w stgzeniach 50, 100, 500 i 1000 mg/1. Préby
kontrolne stanowity larwy umieszczone w roztwo-
rze NaCl bez pestycydow. Aktywnos¢ enzymu
w tkankach nicieni mierzono metodg spektrofoto-
metryczng, przy dhugosci fali 412 nm. Srednie ak-
tywnosci acetylocholinesterazy w badanych pré-
bach przedstawiono na Rys. 4a. Do analizy zalezno-
Sci pomigdzy aktywnoscig AChE a stgzeniem kar-
bofuranu, czasem ekspozycji i parametrami biolo-
gicznymi ryb zastosowano uogdlnione modele li-
niowe. Na aktywnos¢ AChE pasozytéw w sposdb
istotny statystycznie wptywato stezenie karbofuranu

(p<0.001) i pte¢ zywiciela (p=0.007). Wplyw steze-
nia 500mg/1 byt istotnie wyzszy (p<0.001), a steze-
nia 1 mg/l istotnie nizszy (p=0.04) w stosunku
do préb kontrolnych (Rys. 4a, b). Wpltyw pici zywi-
ciela byt istotnie wyzszy w przypadku pasozytow
pochodzacych od samcéw (Rys. 4a, c). Istotny
wplyw plci Sledzia moze wskazywad, ze na aktyw-
nos¢ enzymu pasozytéw wplywajg mechanizmy za-
lezne od proceséw biologicznych zachodzgcych
w organizmie zywiciela (np. wplyw hormondéw).
Uzyskane wyniki sugerujg istnienie u larw A. sim-
plex wysokiego progu wrazliwosci na karbofuran,
za ktoéry by¢ moze jest odpowiedzialna acetylocho-
linesteraza oporna na dziatanie niektérych pestycy-
déw. Wyzsza niz w probach kontrolnych aktywnos¢
AChE w tkankach larw poddanych dziataniu karbo-
furanu o znacznym stezeniu (500 mg/l), moze wska-
zywaé na zjawisko nadprodukcji AChE pod wpty-
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Rys. 4. Srednie aktywnosci AChE (z odchyleniami standardowymi) w tkankach larw A. simplex poddanych
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aktywnos¢ AChE u larw A. simplex (n-liczba grup eksperymentalnych)

Fig. 4. Average AChE activities (with standard deviations) in A. simplex larvae exposed to carbofuran (a) and effects
of host sex (b) and carbofuran concentration (c) on AChE activity in A. simplex larvae (n—the number of experimental

groups)
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wem dzialania pestycydéw. Zdaniem Four-
nier’a i wsp. [12] nadprodukcja AChE stanowi me-
chanizm zabezpieczajacy niektére gatunki owadéw
przed toksycznym dziataniem pestycydéw. Muta-
cje, prowadzgce do powstania AChE opornej
na dzialanie insektycydéw wykazano m.in. u muchy
domowej Musca domestica [13, 14] i u muszki owo-
cowej Drosophila melanogaster [16]. Istnienie
opornych na dziatanie pestycydéw form acetylocho-
linesterazy wykazano réwniez u pasozytéw roslin
— nicieni Meloidogyne [17] oraz u malzy Adamus-
sium colbecki i Pecten jacobaeus [18].

Skutki dlugotrwalego stosowania pestycydow
w rolnictwie dotyczg nie tylko terenéw upraw. Pe-
stycydy wymywane z pol przedostaja si¢ do rzek,
jezior i mérz, docierajgc do miejsc, w ktérych nigdy
nie byly stosowane. Wyniki uzyskane przez Podol-
ska i wsp. [15] sugeruja, Ze odpornos¢ na pestycydy
moze powsta¢ rowniez u pasozytniczych nicieni zy-
jacych w srodowisku wodnym. Tego rodzaju zjawi-
ska zachodzace w pasozytach ryb nie zostalty wcze-
Sniej opisane w literaturze.
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