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Oznaczano aktywnosé acetylocholinoesterazy po uplywie 1 godz. od
chwili podania parationu w ilosci 10 mg/kg ciezaru ciala w petnej krwi
i tkance mozgowe] szczuréw eksponowanych uprzednio przez 5 dni
na diuron, linuron i chlortoluran.

W pomitochondrialnym supernatancie wgqtroby tych samych szczu-
row okreslano aktywnosé 0-demetylazy.

Pochodne mocznikowe stanowig wazng dla rolnictwa grupe herbicydéw
znajdujacych rozlegle zastosowanie do zwalczania chwastéw dwuliscien-
nych w uprawach rolniczych. Selektywnos¢ w stosunku do wielu roslin
uprawnych oraz latwos$¢ i bezpieczenstwo stosowania zapewnily tym
zwiazkom stala pozycje w agrotechnice. W dawkach wyzszych znajduja
one zastosowanie jako herbicydy totalne do oczyszczania boisk, toréw
kolejowych, placéw zabaw itp.

Herbicydy mocznikowe sg zwiazkami stabo dotychczas scharakteryzo-
wanymi toksykologicznie. Ich toksyczne oddzialtywanie na organizm
szczura dotyczy gltéwnie zmian hematologicznych.

Herbicydy mocznikowe wydaja sie by¢ stabymi induktorami zlokali-
zowanych we frakecji mikrosomowej komorek watroby ,,enzyméw meta-
bolizujacych ksenobiotyki” [4]. Enzymy te stanowia najwazniejszy me-
chanizm odtruwania obcych ustrojowi substancji. Z tego wzgledu jakie-
kolwiek oddzialywanie na zmiany aktywnoS$ci tych enzymoéw decyduje
w konsekwencji o odporno$ci organizmu na pézniejsze chemiczne eks-
pozycje. Ma to szczeg6lne znaczenie w przypadku zwigzkéw, na ktorych
wplyw czlowiek moze by¢ narazony w ciggu catego zycia.

Przedstawiona praca dotyczy oznaczenia posredniego dziatania indu-
kujacego diuronu, linuronu i chlortoluronu na podstawie zdolnosci odtru-
wania zwigzkéw fosforoorganicznych. Technologie w/wym. herbicydow
sa abecnie w Polsce opracowywane, a uruchomienie produkecji krajowej
jest przewidziane w latach 1974—1975.

Obnizenie toksycznosci zwigzkéw fosforoorganicznych obserwowane
przez niektorych badaczy u zwierzat poddanych uprzedniej ekspozycji na
chlorcorganiczne stymulatory ,enzymoéw metabolizujacych substancje
obce” [1] bylo motywem sprawdzenia przebiegu tego zjawiska w przy-
padku zastosowania herbicydow mocznikowych. Jako miernik stopnia
zatrucia przyjeto oznaczenie zahamowania aktywnosci acetylocholinoeste-
razy w tkance moézgowej i krwi szczuréw, ktérym podawano paration po
uprzedniej 5-dniowej ekspozycji na 1/6 i 1/10 LD, odpowiednich herbi-
cydéw mocznikowych dziennie.
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W pomitochondrialnym supernatancie watroby szczuréw pochodzacych
z tego samego doswiadczenia oznaczano aktywnos¢é O-demetylazy ce-
lem okreslenia stopnia indukcji tego ukladu.

MATERIAE BIOLOGICZNY, ODCZYNNIKI I METODYKA

Badania prowadzono na ok. 6-tygodniowych samcach szczurdéw rasy Wistar
o cigzarze ciala 80—120 g otrzymanych z Instytutu Zywienia i Zywno$ci w War-
szawie.

Badane herbicydy: 1. Diuron — syntezy Instytutu Przemystu Organicz-
nego w Warszawie, o temp. topn. 156—158°C i zawartosci: 94.8% N’-(4,5-dwuchloro-
fenylo)-N,N-dwumetylomocznika. 2. Linuron (metoksydiuron) — syntezy Instytutu
Przemystu Organicznego w Warszawie ¢ temp. topn. 92--94° i zawartosei ca 98%
N’-(3.4-dwuchlorofenylo)-N-metoksy-N-metylomocznika. 3. Chlortoluron — firmy
Ciba o temp. topn. 146—148° j zawartosci 99,4% N’-(3-chloro-4-metylofenylo)-N-dwu-
metylomocznika (nazwa firmowa Dicuran).

Odczynniki: 1. Paration — substancja techn. 97% — Cheminova; TOZPUSZ-
czany w oleju z oliwek w stezeniu 1 mg w 1 ml. 2. Jodek acetylotiocholiny —
Chemapol, Czechoslowacja. 3. DTNB (5-dwutio-bis-2-nitrobenzoesan sodowy) —
Serva. 4. p-nitroanizol, otrzymany z Instytutu Przemystu Organicznego w Warsza-
wie, o temp. topn. 53—56° 5. NADPH (zredukowana forma fosforanu dwunukleoty-
du nikotynoamidoadeninowego) — Fluka A.G. Buchs S.E. 6. Nikotynoamid — BDH
Laboratory Chemicals Division England.

Ponadto w badaniach stosowane byiy krajowe odczynniki chemiczne (P.O.Ch.)
0 czystosci analitycznej.

METODYKA

1. Zawartos¢ biatka oznaczana byla metoda biuretowa [3].

2. Aktywno$¢ acetylocholinoesterazy (hydrolaza acetylocholiny, 3.1.1.7, AChE)
oznaczana byla wg metody Ellmana G. L. i wspélpr. [2]. Zasada metody jest po-
miar szybkoci wytwarzania tiocholiny z acetylotiocholiny stosowanej w oznacze-
niu jako substrat. Uwolnione na skutek hydrolizy grupy tiolowe tiocholiny wcho-
dza w reakcje z 5-dwutio-bis-2-nitrobenzoesanem z wytworzeniem 26tto zabarwio-
nego anionu kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego o maksimum absorpcji przy 412 nm.

3. Aktywnoé¢ O-demetylazy oznaczana byla wg Neala R. A. i Du Bois K. P.
[5, 7]. Metoda polega na spektrofotometrycznym pomiarze (przy 410 nm) iloéci uwol-
nionego w ciggu 1-godzinnej inkubacji w temp. 37° p-nitrofenolu z p-nitroanizolu
stosowanego jako substrat.

PRZEBIEG DOSWIADCZENIA

Grupom szczuréw (3—6 sztuk w kazdej grupie) podawano codziennie sonda przez
5 dni po 1/5 i 1/10 LDs, badanych preparatéw herbicydowych *) w 1—2 ml emul-
sji olejowej, tj. po 680 i 340 mg/kg diuronu, 700 i 350 mg/kg linuronu oraz 2000
i 1000 mg/kg ciezaru ciala chlortcluronu. Zwierzeta kontrolne otrzymywaty odpo-
wiednia objetos¢ oleju bez zawartosci preparatéw.

Széstego dnia szczurom podawano dootrzewnowo paration w ilo§ci 10 mg/kg **).
Po qplywie 1 godz. od momentu wstrzyknigcia, zwierzeta dekapitowano, a w ich
tkance moézgowej i pelnej krwi oznaczano aktywnosé¢ acetylocholinoesterazy.

*) Ostra toksyczno§é doustna dla szezuréw wyrazona jako LD;, wynosi: dla
diuronu — 3400 mg/kg, linuronu — 3500 mg/kg i chlortoluronu — 10000 mg/kg
ciezaru ciala.

**) 1 m! olejowego roztworu parationu/100 g szczura.
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Ze szczuréw zdekapitowanych izolowano réwniez watroby, ktére stanowity ma-
teriat do oznaczania aktywnosci O-demetylazy *). Aktywno$é te oznaczano w po-
mitochondrialnym supernatancie otrzymanym przez wirowanie 20% homogenatw
watroby (w 0,2 M buforze fosforanowym o pH 7,4) przy 10000 g przez 15 min.

Obliczenia statystyczne

Wyniki zebrane w tabelach opracowane zostaly statystycznie w posta-
ci wartos$ci Srednich z uwzglednieniem sredniego bledu sredniej (x £ S x).
W rubrykach przedstawiajacych wartosci srednie z prob badanych do-
datkowo w postaci ,,P” wyrazone jest (obliczone testem Studenta) praw-
dopedobienstwo wystapienia przypadkowych wartosci w grupie badanej
w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Na histogramach Srednie wartos$ci aktywnosci wyrazone s w procen-
tach aktywnosci kontroli, a przedzialy ufno$ci w postaci wspoétczynnika
zmiennoéci Sredniej.

Tabela I

Srednia aktywnosé acetylocholinoesterazy u eksponowanych uprzednio na herbicydy
mocznikowe szezuréw po uplywie 1 godz. od chwili otrzymania parationu w iloéei 10 mg/kg
ciezaru ciala

Dawka Aktywnoéé acetylocholinoesterazy
w tkance ' : :
Herbieyd dzienna laczna |liczbal mézgowej liczba| ¥ Pelnej krwi
mg/kg/dzienn, mg/kg | préb | pmole substr./ | préb e SUbSt_r'/
/10 mg - min. (A pl - i,
|
; !
Diuron ! 0 0! 5 11,94+1,73 5 3,31-40,69
LD;so=3400 mg/kg 340 1700 11 27,84+ 4,63 11 4,604 0,50
P=0,045 P=0,437
680 3400 11 27,034-1,93 10 3,234+0,10
P=0,000 P=0,845
Linuron 0 0 3 2,16+0,36 | 3 | 1,05-+0,19
LD;o=3500 mg/kg 350 1750 3 5454033 ' 3 | 2,4640,12
i P=0,000 P=0,000
! 700 3500 3 3,254-0,96 3 2,114-0,13
» P=0,333 | | P=0,000
Chlortoluron | 0 | 0 6 17804303 | 6 . 1424012
LD;5e=10000 mg/ 1000 5000 6 22,7742,19 | 6 | 3,8840,92
[kg ’ | P=0,341 ! 1 P=0,026
} 2000 10000 | 5 15,7843,02 | 5 | 3,0040,61
! I P=0,625 | ‘ P=0,021

OMOWIENIE WYNIKOW

Srednie, bezwzgledne wartosci wynikéw poszczegélnych oznaczen akty-
wnosci acetylocholinoesterazy zebrane sg w tabeli I, a ryc. 1, 2 i 3 przed-

*) Srodowisko reakcyjne opisane przez K. J. Nettera i G. Seidela [17] zostalo
nieco zmienione; zamiast 2,6 ymola NAD stosowano 1,3 wmola NADPH.
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stawiajg graficzny obraz pomiaréw wyrazony w procentach aktywnosci
w stosunku do grupy kontrolnej.

Tkanka mozgona F00 - Tetng krew % 200~
B = SRR 9 S T Fetna krew
c kS g B
g Pk [ <
i iy | £ £
2003 ' ‘ ¢ 20075 I
= 5 | l! % g
5 " i =
‘ 2 4| S 4
b = c ; ; e
100 p < ! I 100-53
| | *
-y L9
- ¢°\°%th
&5 4
2 : ©
Ryec. 1. Ryc. 2.

Ryc. 1. Zmiany aktywnos$ci acetylocholinoesterazy u eksponowanych uprzednio

przez 5 dni na diuron szczuréw po uplywie 1 godz. od chwili otrzymania parationu

w ilodci, 10 mgrkg ciezaru ciata: Dawka: A — 0 (kontrola), B — 340, C —
: 680 mg/kg/dzien.

Ryc. 2. Zmiany aktywnos$ci acetylocholinoesterazy wu eksponowanych uprzednic

przez 5 dni na linuron szczuréw po uplywie 1 godz. od chwili otrzymania para-

tionu w iloSci 10 mg/kg ciezaru ciala. Dawka: A — 0 (kontrola), B — 350, C —
. 700 mg/kg/dzien.
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W  przypadku ekspozycji szczuréw na 1/10 LDy diuronu, linuronu
i chlortoluronu w tkance mézgowej i krwi zwierzat zatrutych paratio-
nem obserwowano wyzsze aktywnosci acetylocholinoesterazy niz przy
zastosowaniu 1/5 LDs,. Ta ostatnia, pieciokrotnie podana dawka byla
prawdopodobnie za wysoka i spowodowala uszkodzenia ukladéw enzy-
matycznych powodujacych metabolizm parationu.

Przy zastosowaniu 1/10 LD;, badanych herbicydéw mocznikowych,
istotne réznice w aktywnosci acetylocholinoesterazy w poréwnaniu z kon-
trola wystapity w tkance mézgowej szczurow eksponowanych na diuron
i linuron. W pelej krwi natomiast istotne ro6znice zaobserwowano
u szczurow eksponowanych na linuron i chlortoluron. Zatem, jedynie w
przypadku linuronu istotne réznice w aktywnosci acetylocholinoesterazv
wystapily zaré6wno we krwi jak i w tkance moézgowej.

Stopien zahamowania aktywnosci acetylocholincesterazy u zwierzat
pod wplywem okreslonej dawki zwiazkéw fosforoorganicznych jest de-
terminowany nie tylko przez gatunek, ple¢, droge i spos6b podawania
ale réwniez przez inne czynniki, takie jak stan fizjologiczny i indywidu-

Ryc. 3. Zmiany aktywnos$ci acetylo-
cholinoesterazy u eksponowanych
uprzednio przez 5 dni na chlortolu-
ron szczurébw po uplywie 1 godz. od
chwili otrzymania parationu w ilo-
$ci 10 mg/kg ciezaru ciala. Dawka:
A — 0 (kontrola), B — 1000, C —
2000 mg/kg/dzien.
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alne wiasciwos$ei odpornosciowe organizmu. Stagd najprawdopodobniej
wywodzg sie roznice w aktywnosciach acetylocholinoesterazy u poszecze-
golnych grup zwierzat kontrolnych po podaniu parationu.

Zjawisko szybszego odtruwania parationu u zwierzat eksponowanych
uprzednic na herbicydy mocznikowe nastepuje przypuszczalnie na dro-
dze stymulacji przemiany ustrojowej tego zwiazku w kierunku powsta-
wania metabolitéw o malej toksycznosci. Zmniejsza sie prawdopodobnie
intensywno$¢ procesu oksydatywnej biotransformacji prowadzacego do
powstawania silniejszego inhibitora acetylocholinoesterazy jakim jest pa-
raokson. Moze rowniez nastgpi¢ wzmozenie procesow hydrolitycznych
i dealkilacyjnych prowadzgcych do degradacji parationu lub paraokso-
nu zanim osiggnie on zakonczenia nerwowe, gdzie acetylocholinoesteraza
zgromadzona jest w wiekszych ilosciach [6].

W pomitochondrialnym supernatancie watréb szczurow pochodzacych
z wyzej opisanego doswiadczenia oznaczona zostala aktywnos¢ O-deme-
tylazy p-nitroanizolu. Srednie, bezwzgledne wartosci wynikéw poszcze-
gbélnych oznaczen przedstawiono w tab. II, a ryc. 4 stanowi graficzny
obraz pomiaréw wyrazony w procentach aktywnosci w stosunku do kon-
troli.

Tabela IT
Srednia aktywnosé¢ 0-demetylazy w pomitochondrialnym supernatancie watroby szezu-
réw eksponowanych uprzednio przez 5 dni na herbicydy moeznikowe w dawkach réw-
nowazych 1/10 1 1/5 LDs, dzicnnie

7 ‘ Aktywnos$é 0-demetylazy
. ‘ nmole p-nitrofenolu/mg bialka

Herbicyd T Y e ‘ I
hczb&‘ - . : liczba 10 LD | liczba) Vs LD
‘ prob . - puEe'y | prob | 1/ 780 prob J /5 50
: | S - s rpare s
: ! 20,58+ 1,47 L 25,17+1,84
Diuron L6 6,13-0,66 . 12 |1l
i P=0.000 | L P=10,000
— R S R S e ‘ il PV,
z 12,794 0,51 - 15,7940,69
Linuron | 6 546+0,79 5 P5
I L P=0.000 |  P=0,000
| 6,594 0.56 | 9304141
Chlortoluron (‘ 6 3,77-40,49 6 I 5
P—0,008 I P=0,003

| ! i f i i

Dla wszystkich trzech badanych preparatéw wystapila zaleznose: wyz-
sza dawka — wiekszy wzrost aktywnosci. Sposrod badanych herbicydow
mocznikowych najsilniejsze wilasciwosci wzmagajace szybkos¢ przebiegu
O-demetylacji p-nitroanizolu wykazal diuron, a najstabsze chlortoluron.

WNIOSKI

1. Podawanie w ciggu 5 dni po 1/10 LDj, dziennie diuronu, linuronu
i chlortoluronu wplynelo w zasadniczy sposéb na zmniejszenie objawow
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Ryc. 4. Zmiany aktywno$ci 0-demetylazy w pomitochondrialnym supernata{ncie
watroby szczuréw eksponowanych uprzednio przez 5 dni na herbicydy moczniko-
we. Dawka: A — 0 (kontrola), B — 1/10 LDg, C — 1/5 LDs,.

intoksykacji przy poézniejszych zatruciach parationem, co jest szczegél-
nie widoczne w przypadku linuronu i diuronu.

2. Zwigkszonej szybkosci odiruwania parationu u szczuréw towarzy-
szyl wyrazny wzrost aktywnos$ci 0-demetylazy.

U BawbkoBCcKa, A. BogHOBCKA

HENTPOJU3OBAHUE SJA PSOCHOPOOPTAHUYECKOIO UHCEKTUCUTA
B PE3YJBTATE DH3UMMATUYECKONM UHAYKIIMM BREIZBAHHOM
MOYEBMHOBBIM T'EPEMIIUJIOM

CozmepxaHue

CamioB KpbIC NOPOALI BucTap, pocToM OKOJO 6 HefAesb, MOABEDradM SKCIIO3MIMU
€Xe[HEBHO B NpPoxoJiKeHuu 5 naHeit Ha 1/5 u 1/10 JId5 AuMypoHa, IMHYPOHA U XJIOp-
Tonypona. IllecTtoro gua *XMBOTHBIM IOZABAJIK HapaTHMOH B Jo3e 10 MI/Kr Beca Tena
U mocyie 1 yaca B MO3roBOM TKAaHM M IIOJIHOM KPOBU ONPEAeNANM aKTHMBHOCTEL alie-
TUAXOJIMHICTEPA3A.

B cymepraraHTe NMOMMTOXOHADMAJIBHOM KJETOK I€YE€HM KPBIC ONpenediy aKTWUB-
HocTh O-geMeTmia3za.

3aMe4eHO OTYETIMBOE 3aHMIKEHME MHTOKCUKAUMM HAPaTMOHA Y KpBIC IIOfBEprae-
MBIX INIpeABapMTEabLHO sKcmo3uuoum Ha 1/10 JIJ5, repObuumIoB 0CODEHHO JMHYDOHA M
muypona. Y KpbIC Noayyamoumx exeaHeBHo 1/5 JIIs;, mMceiaegyeMbIXx repOUUMAOB I0O-
JY4YeHO HEOTYEeTAUBYIO KapTHUHY, A03a BbICIIAf BbI3BaJia, HAJO II0JaraTh, HNOBPeXKJE-
HMe SH3IUMATHMYECKMX CTPYKTYP YUaBCTBYIOIIMX B HenTpaauzaummu aaa occdhopoop-
TaHUYECKUX WHCEKTULNIOB.

Ysenuuenue OBICTPOTHI HEMTPAJM3ALMM HAa COIYyTCTBOBAJO IpM o00OMX YPOBHAX
JO3MPOBAaHMA 3HAMEHMUTEJILHBIN BO3pacT akTuBHOcTM O-zgemMermiaza.

J.Bankowska, A.Bojanowska

DETOXIFICATION OF ORGANOPHOSPHOROUS INSECTICIDE FOLLOWING
ENZYMATIC INDUCTION CAUSED BY UREA HERBICIDES

Summary

Six-week old male rats of Vistar strain have been exposed to 1/5 and 1/10
LD:, of diuron, linurcn, and chlortoluron daily for five days. On the sixth day
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the animals were treated with parathion in the dosis of 10 mgs per kg of body
weight and in one hour following the treatment AChE activity was estimated in
blood and brain tissue. : '

A clear-cut diminution of intoxication by parathion was observed in the rats
who had been exposed to 1/10 LD;, of herbicides, particularly to linuron and
diuron. In the rats treated with the daily dose of 1/5 LD;, of herbicides under
study no distinet picture was obtained, the 'above dosis applied five times having
probably damaged the enzymatic systems taking part in the detorification of orga-
nophosporous insecticides.

The increasing rate of detoxification was accompanied by a significant increase
of 0-demethylase activity at both levels of treatment.
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