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2 WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

(v/iw) — procent objgtosciowo wagowy

(v/v) — procent objgtosciowo objgtosciowy

X —$rednia

'H-NMR — nuclear magnetic resonance — magnetyczny rezonans jadrowy

A — dlugos¢ fali analitycznej

® — znak towarowy

-SH — grupy tiolowe (sulfhydrylowe)

2-PAM — metylojodek pirydyno-2-aldoksymu; pralidoksym

3PBA — kwas 3-fenoksybenzoesowy

40HCM — 4-(hydroksy)-cypermetryna

40H3PBA - kwas 4-(hydroksy)-3-fenoksybenzoesowy

8OH2dG —8-hydroksy-2-deoksyguanozyna

ACh — acetylocholina

AChE — acetylocholinoesteraza

ACN — acetonitryl

ALT — aminotransferaza alaninowa

AST — aminotransferaza asparaginianowa

ATChI — jodek acetylotiocholiny

AUC — area under the curve — pole powierzchni pod krzywa zaleznos$ci
stezenie-czas po podaniu ksenobiotyku

BChE — butyrylocholinoesteraza

BHT — butylated hydroxytoluen — 3,5-diizobutylo-4-hydroksytoluen

CAS — Chemical Abstract Service — przydzielony numer pozwalajacy na
identyfikacje substancji

CAT — katalaza

ChE — cholinoesteraza

CM —a—cypermetryna

Crnax. — stezenie maksymalne

CPF — chloropiryfos etylowy

CPFM — chloropiryfos metylowy

CPFO — okson chloropiryfosu

CYP 450 — cytochrom P 450

DAD — diode array detector — detektor z matryca diodowa

DCCA — kwas dichlorowinylocyklopropanokarboksylowy

DDT — 1,1,1-trichloro-2,2-bis-(4-chlorofenylo)-etan

DEL — deltametryna

DEP — dietylofosforan

DETP — dietylotiofosforan

DNA — deoxyribonucleic acid — kwas deoksyrybonukleinowy

DTNB — kwas 5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoesowy)

EC — enzyme classification — klasa enzymu

ECD — electron capture detector — detektor wychwytu elektronéw

FID — flame ionization detector — detektor ptomieniowo-jonizacyjny

FPD — flame photometric detector — detektor ptomieniowo-fotometryczny

GABA — kwas y-aminomastowy

GC — gas chromatography — chromatografia gazowa



GR — glutathione reductase — reduktaza glutationowa

GPx — glutathione peroxidase — peroksydaza glutationowa

GSH — glutation (forma zredukowana)

GSSG — glutation (forma utleniona); dislufid glutationu

GST — transferaza glutationowa

y-GTP — gamma-glutamylotranspeptydaza

HDL — high density lipoprotein — lipoproteina wysokiej gestosci

HNE — hydroksynonenal

HPLC — high performance liquid chromatography — wysokosprawna chromatografia
cieczowa

HS — head-space — faza nadpowierzchniowa

IPO — Instytut Przemystu Organicznego

18] — jednostka migdzynarodowa aktywnos$ci enzymatycznej; ilos¢ enzymu, ktory
katalizuje przemiang 1 uM substratu w ciagu jednej minuty.

k — stata szybko$ci reakcji

Kow — wspdtczynnik podziatu n-oktanol-woda

LC-ESI-MS/MS — liquid chromatography electrospray ionization - tandem mass
spectrometry - chromatografia cieczowa z elektrorozpraszaniem i
tandemowg spektrometriag mas

LD s — dawka Smiertelna medialna

LOAEL — lowest observed adverse effect level — najnizszy obserwowany poziom
dziatania szkodliwego

LOQ — limit of quantification — granica oznaczalnos$ci

m.c. — masa ciala

m.m. — mokra masa

MDA — malonyldialdehyde — dialdehyd malonowy

MBSTFA — N-metylo-N-tert-butylodimetylosililotrifluoroacetamid

min. — minuta

MRiRW — Ministerstwo Restrukturyzacji i Rozwoju Wsi

MS — mass spectrometer — spektrometr mas

MSPDE — matrix solid phase dispersion extraction- ekstrakcja z fazy stalej

NDS — najwyzsze dopuszczalne stezenie

NDSCh —najwyzsze dopuszczalne st¢zenie chwilowe

NOAEL — no observed adverse affect level — poziom bez obserwowanego dziatania

NPD — detektor azotowo-fosforowy

NTE — neuropathy target esterase — esteraza neurotoksyczna

obr. — obroty

OPIDN — organophosphorous induced delayed neuropathy — op6znione dzialanie
neurotoksyczne

OUN — o$rodkowy uktad nerwowy

p — poziom istotnosci

pKa — ujemny logarytm ze stalej kwasowos$ci

PON — paraoksonaza

ppb — parts per billion — jednostka stgzenia okres$lajaca liczbg czasteczek substancji
przypadajaca na miliard czasteczek rozpuszczalnika

r — wspotczynnik korelacji

RFT — reaktywne formy tlenu

RNA — ribonucleic acid — kwas rybonukleinowy

SD — standard deviation — odchylenie standardowe

SDS — sulfododecylan sodowy



SFE
SOD
SPE
SPME
t2
TBA
Thnax.
TCA
TCP
TBARS

TNF
TRIS
UV-Vis
WNKT
ZFO

— supercritical fluid extraction — ekstrakcja cieczami w stanie nadkrytycznym
— superoxide dismutase — dysmutaza ponadtlenkowa

— solid phase extraction — ekstrakcja do fazy statej

— solid phase microextraction — mikroekstrakcja do fazy stalej

— okres pottrwania

— thiobarbituric acid — kwas tiobarbiturowy

— czas, po ktorym ksenobiotyk osiaga stezenie Cpax.

— trichloroacetic acid — kwas trichlorooctowy

— 3,5,6-trichloro-2-pirydynol

— thiobarbituric acid reactive substances — substancje reagujace z kwasem
tiobarbiturowym

— tumor necrosis factor — czynnik martwicy nowotworu

— tris-(hydroksymetylo)aminometan

— zakres promieniowania nadfioletowego i widzialnego

— wielonienasycone kwasy thuszczowe

— zwiazki fosforoorganiczne



3 WSTEP

Dynamiczny postgp cywilizacyjny jaki dokonat si¢ w ubieglym wieku w kazdej
dziedzinie zycia cztowieka, a takze wzrost liczby ludnosci, wymusit intensyfikacj¢ produkcji
rolnej. Wazrosta efektywno$¢ wytwarzania 1 jako$¢ produktow spozywczych dzigki
nowoczesnym technologiom produkcyjnym. Ze wzgledow ekonomicznych, optacalnosé
zapewnia tylko produkcja wielkotowarowa zaréwno ro$linna jak i zwierzgca. Tego typu
system produkcji pociaga za soba wiele niekorzystnych konsekwencji, takich jak:
wyjatawianie gruntdéw ornych, stwarzanie mozliwo$ci powstawania ognisk epidemii i
sprzyjajace warunki do rozmnazania 1 rozprzestrzeniania si¢ niekorzystnych form
biologicznych jak grzyby, bakterie, owady. Pasozyty stanowia z kolei istotne zagrozenie w
hodowli zwierzat. Trudno sobie wyobrazi¢ wspolczesne rolnictwo bez stosowania Srodkow
chemicznych do nawozenia upraw, ochrony ros$lin, zwierzat a takze utrzymywania higieny w
budynkach gospodarczych i mieszkalnych. Wszystkie produkty przemystu chemicznego,
ktore stuza zwalczaniu niekorzystnych form zycia zaliczamy do pestycydow (pestis —
szkodnik, cedeo — niszczy¢). Wyrozniono poszczegdlne grupy wsrdd pestycydow w
zaleznoS$ci od przeznaczenia:

1. Zoocydy — srodki do zwalczania szkodnikow zwierzecych —
¢ insektycydy — srodki owadobojcze,
e akarycydy — do zwalczania roztoczy,
e nematocydy — do zwalczania nicieni,
e aficydy — do zwalczania mszyc,
e rodentycydy — do zwalczania gryzoni,
e moluskocydy — do zwalczania §limakow,
e atraktanty — $rodki zwabiajace,
e repelenty — $rodki odstraszajace.
2. Bakteriocydy — $rodki do zwalczania bakterii.
3. Herbicydy — $rodki chwastobdjcze.
4. Fungicydy — $rodki grzybobojcze.
Najwicgksze ilosci pestycydow zuzywa si¢ w rolnictwie, lecz stosowane sa takze w
medycynie weterynaryjnej i gospodarstwach domowych. Sa takze sktadnikami niektorych
srodkow higieny do zwalczania pasozytow u zwierzat domowych. Dzigki stosowaniu

insektycydow mozna kontrolowac rozprzestrzenianie si¢ chordb zakaznych przenoszonych



przez owady ($piaczka — mucha Tse-tse, malaria, Goraczka Zachodniego Nilu — samica
komara). Sposréd wyzej wymienionych grup, duze znaczenie toksykologiczne posiadaja
insektycydy, ktére przejawiaja swoje dziatanie rowniez wobec ssakow. Wprawdzie z
zalozenia zwiazki te maja charakteryzowac si¢ wybitng wybiorczoscia wobec owadow,
jednak jak dotad idealny pestycyd pozostaje nieosiagalny. Pestycydy, ktore trafiaja w trakcie
aplikacji do srodowiska, w zaleznos$ci od trwalo$ci w nim, rozpoczynaja obieg w tancuchu
troficznym. Jednymi z pierwszych insektycydow, szeroko stosowanych od potowy XX wieku,
byly zwiazki chloroorganiczne o wysokiej skutecznosci biobdjczej, lecz posiadajace bardzo
niekorzystng wtasciwo$¢ jaka jest znikoma biotransformacja dzigki czemu ulegaja
biomagnifikacji w kolejnych ogniwach tancucha troficznego. Mimo zakazu ich stosowania (w
Polsce od 1973 r.) nadal w znacznych ilo$ciach sa wykrywane w rdéznych elementach
srodowiska, takze w tych rejonach §wiata, gdzie nigdy nie byly bezposrednio stosowane
(Arktyka, Antarktyka).

Obecnie miejsce insektycydow chloroorganicznych zajety nowsze grupy, a wsrod nich
zwiazki fosforoorganiczne i syntetyczne piretroidy. Pierwsze z nich wywodza si¢ z bojowych
srodkow trujacych (sarin, soman, tabun), posiadaja wspolny z nimi mechanizm dziatania, lecz
charakteryzuja si¢ mniejsza toksyczno$cia wobec ludzi. Sa estrami kwasu fosforowego lub
tiofosforowego, ktore w organizmach ulegaja bioaktywacji, sa szybko metabolizowane a
globwnym mechanizmem dziatania jest hamowanie acetylocholinoesterazy. Syntetyczne
piretroidy wywodza si¢ z kolei ze zwiazkow pochodzenia naturalnego wykazujacych
umiarkowane dziatanie owadobojcze. Naturalne zwiazki zwane piretrynami (wyizolowane z
ro$lin z rodzaju Chrysanthemum, podrodzaju Pyrethrum) sa estrami kwasu chryzantemowego
1 piretrowego oraz alkoholi: piretrolu, cynerolu 1 jasmolonu. Wysoki wskaznik
bezpieczenstwa wobec ludzi, znaczna toksyczno$§¢ wobec szkodnikéw spowodowaty, ze
zainteresowanie ta grupa insektycydow doprowadzilo ostatecznie do modyfikacji struktur
chemicznych zwiazkoéw naturalnych, ktére charakteryzowaly si¢ $wiattoczutoscia, a
pozyskiwanie ich z surowca roslinnego bylo nieoptacalne. Wprowadzenie w 1973 roku,
estrow 3-fenoksybenzylowych kwasu winylocyklopropanokarboksylowego, zapoczatkowato
nowa generacj¢ Swiatlotrwatych piretroidow o wysokiej skutecznos$ci. Budowa estrowa
determinuje ich szybki metabolizm i wydalanie, natomiast wysoka lipofilnos¢ utatwia
wchtanianie 1 dystrybucje do tkanek bogatych w lipidy, w tym tkanki nerwowej. Mechanizm
dzialania jest zblizony do DDT, polega na zaburzeniu funkcjonowania kanaléw sodowych, a

takze wywieraniu wplywu na aktywnos$¢ wielu uktadow enzymatycznych.



Przedstawicielami wyzej wspomnianych grup insektycydoéw jest sposrod zwiazkdéw
fosforoorganicznych - chloropiryfos etylowy oraz a-cypermetryna — syntetyczny piretroid.
Zwiazki te obecnie sa stosowane w wielu formulacjach do zwalczania szkodnikow w
uprawach rolnych a takze do kontrolowania liczby uciazliwych owadéw w budynkach
mieszkalnych 1 bliskim otoczeniu skupisk ludzkich. Mimo, Zze gldéwne mechanizmy dziatania
sa znane, stale trwaja badania nad metabolizmem i toksykologicznymi wlasciwo$ciami tych
zwiazkdéw. Powszechne zastosowanie insektycydéw powoduje, ze populacja generalna jest
narazona na ich pozostatosci w zywnosci czy wodzie. Chemizacja zycia dodatkowo zwigksza
ryzyko zajécia interakcji pomigdzy poszczegdlnymi substancjami, co moze powodowaé
nieprzewidziane efekty w organizmach zywych. Badania populacyjne w wielu krajach
dowodza obecnosci metabolitow insektycydéw fosforoorganicznych jak i piretroidow w
moczu — majac w pamigci szybka biotransformacj¢ — wydalanie odzwierciedla wigc aktualne
narazenie, ktore sprowadza si¢ w zasadzie do spozywania pozostalo$ci insektycydow.

Wsréd licznych mechanizméw  dziatania toksycznego zwiazkéw czynnych na
organizm, w ostatnich latach zwraca si¢ szczeg6lna uwageg na role¢ wolnych rodnikow w
etiologii wielu schorzen — przede wszystkim chordb cywilizacyjnych. Uzasadnionym wydaje
si¢ podejrzenie, ze przy chronicznym narazeniu na pozostato$ci pestycydow w zywnosci,
mechanizm wolnorodnikowy dziatania tych ksenobiotykéw moze wywiera¢ niekorzystny

wplyw na homeostazg organizmu.

3.1 CHLOROPIRYFOS ETYLOWY (CPF, ang. chlorpyrifos-ethyl)

3.1.1 Wtasciwosci fizyczne i chemiczne

Cl
CH,CH,0_ S N
NI /N
P cl
CH4CH,0 —
Cl

Ryec. 1. Struktura chemiczna chloropiryfosu etylowego.

Nazwa chemiczna: tiofosforan-O,0-dietylu-O-3,5,6-trichloro-2-pirydylu
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Wzor sumaryczny:  CoH;CI3NO;sPS

Numer CAS: 2921-88-2

Masa czasteczkowa: 350,57

Temperatura wrzenia: 162 °C (z rozktadem)

Log Kow 4,82 (McCall i in. 1980)
NDS: 0,2 mg/m’
NDSCh: 0,6 mg/rn3 (Dz.U. 2002, 217, poz. 1833)

Czysty chloropiryfos etylowy wystepuje w postaci biatych lub blado-zottych,
krystalicznych granulek o temperaturze topnienia 41-42°C. Praktycznie nie rozpuszcza si¢ w
wodzie (2 mg/L w 24°C), natomiast jest dobrze rozpuszczalny w rozpuszczalnikach
organicznych m.in.: acetonie, benzenie, chloroformie, eterze etylowym, disiarczku wegla
(Moffat 1 in. 2004).

W kwasnych wodnych roztworach jest trwaly, natomiast w $rodowisku zasadowym ulega
tatwo hydrolizie (Hayes i Laws 1991). Ze wzgledu umiarkowana prezno$¢ par, moze

odparowywac¢ z powierzchni statych, na ktorych byl stosowany, a takze z powierzchni wod.

Chloropiryfos etylowy zostal wprowadzony do produkcji przez amerykanska firme
Dow Chemical Company w 1965 roku. Koficowy etap syntezy polega na reakcji 3,5,6 —
trichloro-2-pirydynolu (TCP) w zasadowym $rodowisku w dimetyloformamidzie z O,0 —
dietylofosforochlorotionianem.

Wystepuje w wielu formulacjach do stosowania zaréwno przez wykwalifikowany personel
jak 1 w gospodarstwach domowych.

Obecnie w Polsce dopuszczone sa do obrotu $rodki ochrony roslin zawierajace
chloropiryfos etylowy (wedlug Rejestru MRiRW z 31 maja 2006 roku) — wyciag z rejestru -
zatacznik 1.

Chloropiryfos jest stosowany glownie jako insektycyd, ale takze jako akarycyd i

nematocyd. Uzywa si¢ go zardbwno w ochronie ro$lin na plantacjach wielkotowarowych, ale
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takze w ogrodnictwie, medycynie weterynaryjnej i gospodarstwach domowych do zwalczania
szkodnikéw 1 robakoéw Dbiegajacych. Jest niesystemicznym zwiazkiem o dziataniu
kontaktowym, zotadkowym i inhalacyjnym. Nie jest pobierany przez korzenie ro$lin. W
glebie jest stosunkowo trwaly w $rodowisku zblizonym do obojgtnego, jego czas
polowicznego rozpadu wynosi 60 do 120 dni.

Umieszczony jest w decyzji nr 2455/2001/WE Parlamentu Europejskiego 1 Rady
z dnia 20 listopada 2001 r. ustanawiajacej wykaz priorytetowych substancji w dziedzinie
polityki wodnej. Wymienia go rdéwniez Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 10
listopada 2005 r. w sprawie wykazu substancji priorytetowych w dziedzinie polityki wodne;j
(Dz. U. 2005, nr 242, poz. 2047). Znajduje si¢ takze w ,,Wykazie substancji niebezpiecznych
wraz z ich klasyfikacja i oznakowaniem” jako zatacznik to Rozporzadzenia Ministra Zdrowia
z dn. 28 wrzesnia 2005 (Dz.U. 2005, nr 201, poz. 1647). Oznakowana jest tam jako
substancja dziatajaca bardzo toksycznie na organizmy wodne i mogaca powodowa¢ dtugo
utrzymujace si¢ niekorzystne zmiany w srodowisku wodnym.
Jego roczne zuzycie w Unii Europejskiej wynosito okoto 1000 ton (dane z 2000 roku).
W Polsce obok preparatow chloropiryfosu do stosowania na plantacjach, dostgpne sa w
handlu preparaty do zwalczania owadéw w gospodarstwach domowych. Preparaty te w
postaci roztworow do sporzadzania emulsji, mikrokapsutek polimerowych do powolnego

uwalniania substancji aktywnej a takze zelu sa ogolnie dostegpne.

3.1.2 Los w ustroju

Wechianianie

Chloropiryfos dobrze wchtania si¢ do organizmu przez drogi oddechowe — w
literaturze opisane sa przypadki zatru¢ ostrych u ludzi pracujacych bez masek ochronnych w
sadzie bezposrednio po zabiegu agrotechnicznym z uzyciem chloropiryfosu (Aprea i in.
1994). Dla szczuréw inhalacyjny NOAEL wynosi 20,6 ppb (Corley i in. 1989).

Absorpcja skorna 1 doustna byta badana w doswiadczeniu na 6 dorostych
mezcezyznach — ochotnikach. Przecigtnie 70% doustnej dawki ulegato wchtonigciu, natomiast
tylko 3% podanej dawki penetrowato przez skére. Sredni czas péttrwania chloropiryfosu w
r6znych tkankach jest poréwnywalny i wynosi okoto 10-16 godzin z wyjatkiem thluszczu,
gdzie czas péttrwania wynosi 62 godziny. Czas poéitrwania TCP w moczu oszacowano na 27
godzin. Wchtanianie przez skoére stanowi wigc u cztowieka nieznaczaca droge naraZenia.

Istotny wplyw na wielko$¢ wchtaniania ma stan naskorka. Skora podrazniona lub uszkodzona,
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chociazby wskutek dziatania duzych dawek CPF, moze stanowi¢ mniejsza barier¢ ochronna
niz naskérek zdrowy (Nolan 1 in. 1984).
Wchtanianie przez uktad pokarmowy bylo przedmiotem badan zaréwno z udzialem zwierzat
laboratoryjnych jak i ludzi. U szczuréw (Bakke i in. 1976, Smith i in. 1967) i myszy (Ahdaya
i Guthrie 1981-82) w badaniach z zastosowaniem znakowanego weglem '*C chloropiryfosu,
wykazano na podstawie radioaktywnos$ci odzyskanej w kale 1 moczu, ze 90% podanej dawki
zostato wchtonigte w ciagu 48-60 godzin po podaniu.
Dystrybucja

Chlorpyrifos, bez wzgledu na droge wchianiania do organizmu, bardzo szybko ulega
dystrybucji do wszystkich organow przy czym ma zdolno$¢ gromadzenia si¢ w tkance
thuszczowej 1 innych organach bogatych w lipidy. Najwigksze pozostatosci CPF obserwuje si¢
w tkance tluszczowej > krwi > watrobie > migéniach szkieletowych. We krwi moze si¢
wiaza¢ z biatkami 1 hemoglobing (Sultatos i in. 1984, Cui i in. 2006). Lozysko stanowi tylko
czesciowa barierg dla chloropiryfosu (Hunter i in. 1999)

Metabolizm i wydalanie

Chloropiryfos etylowy podobnie jak wigkszos¢ insektycyddéw fosforoorganicznych
jest fosforotionianem, ktory zaré6wno u ssakow jak 1 owadow ulega bioaktywacji
(oksydatywna desulfuracja) przez mikrosomalny uktad monooksygenaz kojarzonych z CYP
450 do aktywnego metabolitu — oksonu (CPFO) (Ma i Chambers 1994, Sultatos i Murphy
1983), gtownie z udzialem izoform CYP 3A4/5, 2C8, 1A2, 2C19 1 2D6 (Mutch 1 Williams
2006). Produkt tej reakcji jest kilka rzedow wielkos$ci silniejszym inhibitorem AChE niz
zwiazek macierzysty (Huff i in. 1994). Oksydatywna desulfuracja zachodzi 140-2100 razy
bardziej intensywnie w watrobie niz w mozgu (Chambers i Chambers 1989). Aktywacja i
hydroliza jest silniejsza w przypadku wczesniejszej indukcji mikrosoméw przez fenobarbital
— nie ma to jednak wpltywu na aktywno$¢ AChE, co moze $wiadczy¢ o istnieniu
pozawatrobowych miejsc aktywacji i metabolizmu CPF (Sultatos 1988). U ssakow, aktywacja
zachodzi glownie w watrobie, natomiast hydroliza oksonu oprocz watroby réwniez w osoczu.
Degradacja CPF 1 jego oksonu na drodze hydrolizy prowadzi do powstania gtownych
metabolitow: 3,5,6-trichloro-2-pirydynolu (TCP) oraz dietylotiofosforanow (DETP) i
dietylofosforanéw (DEP). O ile TCP jest metabolitem charakterystycznym, DETP i DEP
powstaja réwniez wskutek hydrolizy innych dietylofosforotionianéw. Hydroliza moze
zachodzi¢ przed jak i po utlenieniu, okoto polowa CPF ulega hydrolizie przed utlenieniem,
10-20% jest utleniane i hydrolizowane do TCP i DEP, natomiast 30% jest dealkilowane do

fosforanu-TCP po oksydacji (Sunaga i in. 1989). Mniej waznym szlakiem przemian
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chloropiryfosu jest uwalnianie reszty monoetylo-fosforanowej. Réznica polarnosci migdzy
CPF, CPFO i metabolitami ttumaczy bardzo wydajna eliminacj¢ produktow przemian CPF z
moczem. TCP w organizmie szczura podlega sprzgganiu z kwasem glukuronowym (Bakke 1
in. 1967), siarkowym (Nolan i in. 1984), ale takze moze wystgpowaé w moczu w postaci
glikozydu (Bakke i in. 1967, Bicker i in. 2005). 80% wydalonych metabolitow stanowit
glukuronid, 4% glukozyd a 12% wolny TCP. Bicker 1 in. (2005) zaproponowali pelniejszy
schemat biotransformacji CPF u czlowieka (Ryc. 2), identyfikujac w moczu obecnosé
polaczen z aminokwasami i glutationem.

Kinetyka procesow desulfuracji jak i hydrolizy (dearylacja) jest zalezna od pici i to
moze by¢ powodem zwigkszonej wrazliwosci osobnikow pici zenskiej na CPF. Zwigkszona
wrazliwos¢ samic moze rowniez wynika¢ ze stosunku bioaktywacji do detoksykacji, ktory u
samic jest 2-3 krotnie wyzszy niz u samcéw (Chambers i Chambers 1989, Sultatos 1991,
Chambers i in. 1994, Ma i Chambers 1994, Gordon i in. 1997). Samice i mtode szczury maja
nizsza aktywnos$¢ karboksyloesteraz i A-esteraz niz doroste samce (Moser i in. 1998, Karanth
1 Pope 2000). Mlode szczury reaguja podobnym stopniem zahamowania AChE przy
pieciokrotnie nizszych dawkach niz szczury doroste. Ponadto u miodych szczuréw nie sa
widoczne roznice we wrazliwosci wobec CPF wynikajace z ptci (Moser i Padilla 1998).
Farmakokinetyke CPF i TCP na zdrowych ochotnikach zbadano podajac jednorazowa dawke
doustna CPF 0,5 mg/kg m.c., a nastgpnie po 2 tygodniach jednorazowa dawke dermalna 0,5
lub 5,0 mg/kg m.c.. Stgzenia CPF w osoczu byly ponizej granicy wykrywalnosci (30 ng/ml).
W moczu nie stwierdzono obecnosci niezmienionej substancji. Stgzenie maksymalne TCP we
krwi wystepowato po 6 godzinach od podania dawki doustnej i 24 h po podaniu dermalnym
(5 mg/kg m.c.), przy czym stgzenie TCP przy podaniu naskérnym byto 10 razy nizsze niz w
przypadku podania doustnego (Nolan i in. 1984). Metabolizm chloropiryfosu u ludzi badano
takze w przypadkach zatru¢ (Drevenkar i in. 1993). CPF byt wykrywalny w osoczu do 15
dnia od zatrucia, osiagajac najwyzsze st¢zenia w czasie przyjecia pacjentoéw do szpitala —
nastgpnie zawarto§¢ CPF w osoczu spadata z czasem pottrwania wynoszacym 1,1-3,3 h,
wolniej usuwane z osocza byly dietylofosforany (t 2 = 2,2-5,5 h), natomiast wydalanie
dietylofosforandw z moczem przebiegalo najwolniej (t 2 = 5,1-9,5 h). Dwufazowy model
wydalania jakiemu podlega chloropiryfos i jego metabolity powoduje, ze po szybkich
spadkach stezen zwiazku macierzystego i metabolitow nastepuje faza wolna, gdzie czasy
pottrwania wynosza odpowiednio 40,6; 21,9; i 38,8 h dla CPF w osoczu oraz

dietylofosforandw w osoczu i moczu. Autorzy na podstawie stosunku st¢zen DEP do DETP w
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osoczu i moczu wnioskuja, ze hydroliza chloropiryfosu moze zachodzi¢ réwniez przed
procesem aktywacji do oksonu.

Nowe spojrzenie na metabolizm CPF przedstawil Bicker 1 in. (2005). Badajac
przypadek zatrucia u cztowieka, zastosowali HPLC w potaczeniu z tandemowa spektrometria
mas do analizy moczu. Zidentyfikowano kolejne metabolity CPF a takze monitorowano
wydalanie DEP, DETP 1 TCP przez 14 dni od momentu zatrucia. Wérod zidentyfikowanych
metabolitow obecne sa: potacznia cysteiny z dehalogenowanymi pochodnymi (w pozycji 6
pier§cienia pirydyny) i deetylowanymi (reszta etylowa w grupie estrowej), deetylowany
chloropiryfos oraz jego okson (M01, M02, M08, M10, M12 na ryc. 2.). W moczu nie wykryto
natomiast zwiazku macierzystego ani jego aktywnego metabolitu oksonu w formie wolne;.

Interakcje toksykokinetyczna 1 toksykodynamiczna migdzy CPF a innym
przedstawicielem tej samej grupy insektycydéw — diazinonem zbadano na szczurach
(Timchalk 1 in. 2005). Grupy zwierzat otrzymaty odpowiednio: 15, 30 lub 60 mg/kg m.c.
pojedynczych zwiazkéw lub ich mieszaniny, a nastgpnie oznaczono st¢zenia zwiazkow
macierzystych 1 ich metabolitow w osoczu oraz ilo§¢ wydalonych z moczem metabolitow.
Stgzenie maksymalne CPF osiagal we krwi po okoto 3 godzinach i1 wynosito one
odpowiednio: 100 i 1140 ng/ml po podaniu CPF w dawce 15 i 60 mg/kg m.c.. Czterokrotny
wzrost dawki powodowal wigc ponad dziesigciokrotny wzrost stezenia maksymalnego we
krwi. W przypadku mieszaniny zwiazkow podanych w wyzszej dawce (60 mg/kg m.c.)
stezenie maksymalne CPF wystgpowato po 6 godzinach, natomiast TCP podobnie jak w
przypadku pojedynczego podania pojedynczego zwiazku po 6 godzinach. Autorzy nie
odnotowali obecnosci macierzystych zwiazkow w moczu zwierzat eksponowanych. Ilos¢
wydalonego TCP z moczem w ciagu 24 h byta proporcjonalna do dawki CPF, natomiast po
podaniu mieszaniny ilo§¢ TCP ulegata zmniejszeniu o 20-50 %.

W innym do$wiadczeniu przeprowadzonym na szczurach wykazano istnienie liniowej
zalezno$ci pomigdzy podana dawka CPF a wydalona iloscia TCP w moczu. Podanie
doustnych dawek w zakresie od 1,1 do 8,7 mg/kg m.c. powodowalo pojawienie si¢ TCP w
moczu w stezeniach od 6 do niemal 53 pg/ml (Chang i in. 1996).

Hunter 1 in. (1999) po podaniu CPF badali dystrybucj¢ TCP u cigzarnych szczurow.
Dawke 7 mg/kg m.c. podawano doustnie przez pig¢ kolejnych dni (14-18 dzien ciazy) i 5
godzin po ostatnim podaniu zwierzgta poddawano eutanazji. W mozgu i watrobie zarowno
samic jak i ptodow oznaczano st¢zenie TCP, ktory byl jedynym zwiazkiem wykrywalnym
zastosowang metoda anlityczng (HPLC-UV). W Zadnej probce, nie stwierdzono obecnosci

CPF ani jego oksonu. Stgzenie TCP bylo najwyzsze 5 godzin po ostatnim podaniu w
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badanych tkankach a nastgpnie gwalttownie spadalo, by po 48 h osiagna¢ poziom ponizej
granicy wykrywalnos$ci. Zawarto§¢ TCP w watrobie samic byta 5-krotnie wyzsza niz u ptodu
w kazdym punkcie czasowym, natomiast nieoczekiwanie w mozgu stgzenia TCP byly
dwukrotnie wyzsze u ptodu niz u ich matek.

Podjeto takze prébe wyznaczenia profilu toksykokinetycznego i oceny transportu
przez tozysko po dozylnym podaniu CPF znakowanego '*C ciezarnym szczurom (Abdel-
Rahman i in. 2002). CPF byt wykrywalny tylko w watrobie i osoczu samic do odpowiednio
24 1 36 godzin po podaniu. Najwyzsza radioaktywnos¢ w tkankach stwierdzono 12 godzin po
podaniu wykazywaly w malejacych st¢zeniach w: watrobie, mozgu, tozysku i ptodzie.

O szybkosci przemian CPF 1 jego oksonu moze swiadczy¢ fakt, ze nie udaje si¢ wykry¢ tego
drugiego w materiale biologicznym, natomiast CPF jest wykrywany w badanych tkankach
tylko przy wysokiej ekspozycji. W doswiadczeniach z perfundowana watroba wykazano, ze w
perfuzacie obecny byt tylko produkt hydrolizy — TCP, watroba wigc jest tez gtéwnym
miejscem hydrolizy CPF i CPFO. Aktywacja CPF moze wobec tego zachodzi¢ takze w
tkankach innych niz watroba (Sultatos i in. 1985).

W moczu zwierzat laboratoryjnych otrzymujacych CPF droga pokarmowa nie wykrywa si¢
niezmienionego zwiazku w moczu.

Za tak szybki metabolizm odpowiedzialny jest kompleks esteraz — enzymow
hydrolitycznych, ktorych aktywnos$¢ jest obecna we wszystkich tkankach ssakow. Enzymy te
podzielono na esterazy A i B, w zaleznosci od wrazliwo$ci na insektycydy fosforoorganiczne.
Osocze 1 tkanki ssakow bogate sa w A-esterazy: aryloesterazg (EC 3.1.1.2) i paraoksonazg¢
(EC 3.1.8.1), enzymy te biora udzial w biotransformacji insektycydow i sa na nie
niewrazliwe. Do B-esteraz zaliczamy: karboksyloesterazy (EC 3.1.1.1) i cholinoesterazy —
enzymy te sa hamowane przez substancje tej grupy, po zwigzaniu z np. CPFO traca
aktywnos¢ hydrolityczna.

Najwigksza aktywnos¢ A-esterazowa posiadaja: watroba, surowica i frakcja mitochondrialno-
mikrosomalna watroby. Aliesteraza z kolei dominuje w jelicie cienkim 1 watrobie, w
mniejszych ilo§ciach wystgpuje w nerce, surowicy i ptucach (Pond i in. 1995).

CPF-oksonaza jest enzymem rozktadajacym aktywny metabolit okson chloropiryfosu — jest
Ca”*-zalezng A-esteraza, ktora nie przejawia aktywnos$ci w mozgu, ale czynna jest w watrobie
1 osoczu. Mtode szczury posiadaja nizsza aktywnos¢ CPF-oksonazy niz doroste zarowno w

watrobie jak 1 osoczu (Mortensen 1 in. 1996).
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Na szczego6lna uwage zastuguje rodzina paraoksonaz (PON), bioracych migdzy innymi
udziat w rozktadzie CPFO. Enzymy te zwiazane sa z lipoproteinami HDL i przejawiaja
szeroka hydrolityczna aktywnos$¢ fizjologiczna, biora udziatl w biotransformacji lekéw oraz
inhibitorow esterazy cholinowej z grupy insektycydow fosforoorganicznych, a takze
przeciwdziataja arteriosklerozie (Mackness i in. 1998, Harel i in. 2004).

Niska aktywno$¢ PON w znacznym stopniu podnosi wrazliwo$¢ wobec insektycydow
fosforoorganicznych, ekspresja genow kodujacych PON odgrywa kluczowa role we
wrazliwosci na CPFO (Furlong i in. 2005).

3.1.3 Mechanizm dziatania

Glowne efekty toksyczne dziatania chloropiryfosu wynikaja podobnie jak w
przypadku wigkszo$ci insektycydow fosforoorganicznych z hamowania cholinoesteraz
zarowno przez CPF jak i jego okson (Namba 1 in. 1971). Acetylocholinoesteraza (prawdziwa
cholinoesteraza) nalezy do klasy hydrolaz estréw choliny, do ktérej zaliczamy réwniez
butyrylocholinoesterazg. AChE zlokalizowana jest w postsynaptycznych cholinergicznych
zakonczeniach nerwowych w ukladzie os$rodkowym jak 1 obwodowym, wiaczajac
przedzwojowe autonomiczne synapsy a takze pozazwojowe parasympatyczne (Palmer i in.
1981). Obecna jest w plytkach motorycznych a takze w erytrocytach (Ballantyne 1 Marrs
1992). BChE z kolei obecna jest w osoczu, watrobie i tkance ttuszczowej. Aktywnos¢ BChE
moze zaleze¢ od wieku, plci czy narazenia na inhibitory. Cho¢ jest stosowana jako wskaznik
ekspozycji, jej zahamowanie nie powoduje zadnych efektow zdrowotnych, gdyz funkcja
fizjologiczna nie jest, jak do tej pory, do konca poznana. Udowodniono, ze BChE hydrolizuje
sukcynylocholing (Sparks i in. 1999).

U czlowieka w surowicy dominuje BChE, natomiast u szczura aktywno$¢
cholinoesterazowa osocza rozktada si¢ rowno migedzy BChE i AChE, w moézgu natomiast
90% aktywno$ci stanowi AChE natomiast 10% BChE.

Aktywnosci esteraz rdznig si¢ znacznie migdzy poszczegdlnymi gatunkami zwierzat,
ale takze nawet w jednorodnych populacjach spotyka si¢ znaczne rozrzuty w aktywnoS$ciach,
spowodowane jest to m.in. znacznym substrato-zaleznym polimorfizmem tej grupy enzymow
oraz zaleznoscia od czynnikow srodowiskowych, genetycznych oraz wieku.

ZFO moga nieodwracalnie hamowa¢ ChE poprzez powstanie stabilnego wiazania

kowalencyjnego w centrum aktywnym enzymu. Stabilno$¢ tego wigzania moze ulegac
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utrwaleniu w procesie zwanym starzeniem (aging), ktory polega na utracie, odszczepieniu
jednej lub obu reszt dietyloestrowych — proces ten jest w przypadku zatrucia o tyle
niekorzystny, Ze uniemozliwia reaktywacj¢ enzymu przy zastosowaniu 2-PAM. Jedyna droga
przywrocenia aktywnos$ci ChE jest wowczas jej synteza de novo.

Efektem zahamowania esterazy cholinowej jest zwigkszona stymulacja uktadu
cholinergicznego, wynikajaca z nagromadzenia nieroztozonej acetylocholiny. W wyniku
ciaglej stymulacji obserwuje si¢ charakterystyczne objawy kliniczne pobudzenia uktadu
cholinergicznego: bole glowy, sennos$¢, wymioty, biegunka, skurcze zotadka, bradykardia,
zaburzone widzenie, zwegzenie zrenicy, skurcz oskrzeli 1 zwigkszone wydzielanie $luzu,
slinotok, tzawienie, nietrzymanie moczu (Ballantyne i Marrs 1992). Ekspozycja na wysokie
dawki moze w konsekwencji spowodowac¢ tachykardig, obrzek ptuc, utrate kontroli nad
zwieraczami, konwulsje, Spiaczke i1 ostatecznie Smierc.

Dodatkowo, oprocz ChE sa hamowane przez CPF takze inne esterazy, m.in.: trypsyna i
chymotrypsyna oraz lipaza, lecz kazdy inhibitor — insektycyd fosforoorganiczny w
charakterystyczny sposob hamuje poszczegdlne enzymy (Quistad i in. 2006). U szczura,
aliesterazy obecne w watrobie sa bardzo wrazliwe na ZFO.

Inhibitory esteraz moga by¢ podzielone na dwie podstawowe grupy — nieodwracalne i
odwracalne. Klasyfikacja ta oparta jest czgsciowo na zdolno$ci regeneracji zahamowanego
enzymu. Karbaminiany — insektycydy pochodne kwasu karbaminowego — sa przyktadami
inhibitorow odwracalnych, natomiast insektycydy fosforoorganiczne nieodwracalnych.
Réznica w powinowactwie naturalnego substratu i odwracalnego inhibitora decyduje o
stopniu zahamowania aktywno$ci enzymatyczne;.

W przypadku zatrucia karbaminianami powro6t aktywnosci ChE do wartosci przed zatruciem
wynosi kilka godzin, natomiast w przypadku insektycydéw fosforoorganicznych okres ten
trwa kilka dni.

Zarowno substrat jak i inhibitory tacza si¢ kowalencyjnie z esteraza poprzez modyfikacj¢
reszty seryny obecnej w centrum aktywnym. W przypadku rozktadu acetylocholiny zachodzi
przejsciowa acetylacja enzymu, lecz powstajacy kompleks jest na tyle nietrwaly, ze
umozliwia dysocjacj¢ i powrdt do poczatkowej konformacji. Enzym karbamylowany czy
fosforylowany przez odpowiednio: karbaminiany czy zwiazki fosforoorganiczne jest bardziej

stabilny 1 nie ulega tak tatwo dysocjacji jak w przypadku przemian ACh.
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Rye. 3. Schemat hamowania aktywnos$ci acetylocholinoesterazy przez okson chloropiryfosu (Senczuk,
2002).

Mechanizmy pozaantycholinoesterazowe

CPF wptywa takze na presynaptyczne zakonczenia nerwowe powodujac uwalnianie
noradrenaliny (Dam 1 in. 1999). Okson chloropiryfosu ma zdolno$¢ wiazania si¢ w niskich
stezeniach bezposrednio z receptorem muskarynowym w prazkowiu (stratium). Autorzy
sugerowali, ze wigzanie takie moze by¢ powodem hamowania cyklazy adenylanowej przez
CPFO. W kolejnej pracy na liniach komorkowych potwierdzili zdolno$¢ wiazania sig¢ z
receptorem M,, jednak odrzucili uprzednio postawiona tez¢ o muskarynowym mechanizmie
hamowania cyklazy na rzecz bezposredniego oddzialywania CPFO z czasteczka enzymu

(Huff i Abou-Donia 1995).
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U szczuréw otrzymujacych 1/10 LDsy przez 4 tygodnie obserwowano hamowanie
transaminaz, y-glutamylotranspeptydazy i dehydrogenazy mleczanowej. Kwas askorbinowy
jako dodatek do diety powodowat zwigkszenie toksycznosci CPF (Enan i in. 1982).

CPF ma takze zdolno$¢ do bioalkilacji kwasow nukleinowych u myszy. Modyfikowana
grupami etylowymi guanina byla gtownym produktem alkilacji RNA (Mostafa i in. 1983).
Dietylofosforylacji moze ulega¢ pod wplywem CPFO rowniez receptor M (Bomser i Casida
2001).

Chloropiryfos hamuje rowniez syntez¢ DNA 1 RNA (Dam 1 in. 1998, Johnson 1 in. 1998) w
moézgu, w okresie prenatalnym przy nasilonych podziatach komoérkowych, co moze
powodowaé ewentualne komodrkowe, synaptyczne i behawioralne zakldcenia rozwoju przy
chronicznym narazeniu na mate dawki CPF (Whitney i in. 1995).

CPF w dawkach 10-80 mg/kg m.c. u szczurow powoduje w pierwszej kolejnosci hipotermig,
natomiast po 1-2 dniach pojawia si¢ goraczka, ktora znosza salicylany. Samice 1 kastraty sa
bardziej wrazliwe niz samce (Gordon 1997). Uwaza sig¢, ze TNF wplywa na etiologi¢
hipotermii i goraczki powodowanej przez CPF (Rowsey i Gordon 1999).

Okson chloropiryfosu moze wiaza¢ si¢ odwracalnie z receptorami nikotynowymi w miejscu
innym niz wigze si¢ acetylocholina. CPFO znosi wrazliwos$¢ tych receptorow (Katz 1 in.
1997). Przy duzych dawkach CPF (ok. 100 mg/kg m.c.) obserwuje si¢ spadek liczby

receptorow muskarynowych w réznych rejonach mozgu (Nostrandt i in. 1997).

3.1.4 Dziatanie mutagenne, teratogenne, kancerogenne

Brak jest udowodnionych doniesien na temat dziatania mutagennego, teratogennego

czy kancerogennego chloropiryfosu.

3.1.5 Zatrucia i postepowanie

Zatrucia ostre

Wskutek zatrucia przypadkowego (inhalacja, kontakt skorny, spozycie skazonej
zywnosci) lub rozmys$lnego (proba samobojcza) dochodzi do przejSciowego lub
nieodwracalnego zahamowania esterazy cholinowej, co prowadzi do wewnatrzpochodnego
zatrucia acetylocholing. W efekcie nastgpuje bardzo silne pobudzenie uktadu
cholinergicznego. Pobudzenie receptoréw muskarynowych i1 nikotynowych powoduje

pojawienie si¢ kompleksu objawow:
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- wynikajace z pobudzenia receptorow muskarynowych: efekt pobudzenia
pozazwojowych nerwdéw  cholinergicznych w  ukladzie oddechowym, przewodzie
pokarmowym, sercu, nerkach, gruczotach slinowych, migéniach;

- objawy nikotynowe: dotycza pobudzenia zwojow autonomicznych oraz ptytek
motorycznych migsni poprzecznie prazkowanych,

- objawy osrodkowe: wynikajace z nagromadzenia acetylocholiny w OUN i
oddziatywania na receptory cholinergiczne. W zalezno$ci od wielkosci wchtonigtej dawki
obserwuje si¢ rozne nasilenie objawow, stad zatrucie moze przybra¢ postac lekka lub cigzka.
Objawy muskarynowe przewazaja w postaci lekkiej zatrucia i przejawiaja si¢ jako: ostabienie,
zaburzenia widzenia (akomodacji), ze strony gruczotow: $linienie, zawienie, ze strony uktadu
pokarmowego: wymioty, bole brzucha, brak taknienia. Obserwuje si¢ takze zwegzenie Zrenic i
niewielki skurcz oskrzeli. Obok objawow muskarynowych, wystepuja takze objawy
nikotynowe zwiazane z pobudzeniem receptorow w plytce motorycznej migsni
szkieletowych: nerwowo-migsniowe porazenie oddechu, drzenia wtokienkowe migsni.

W lekkim zatruciu aktywno$¢ esterazy cholinowej osiaga 60% aktywnosci wyjsciowej, stan
taki trwa od 1 do 3 dni.

W postaci $redniocigzkiej objawy muskarynowe ulegaja nasileniu i pojawiaja si¢
objawy nikotynowe. Wystepuje dodatkowe ogdlne ostabienie i uczucie Igku. Pojawia si¢
biegunka, rzadkoskurcz, hipertonia, drzenia mig$ni twarzy, sinica blon §luzowych, rz¢zenie
przy oddychaniu. Aktywnos$¢ esterazy cholinowej wynosi w postaci $redniocigzkiej od 10-
40% a okres powrotu do zdrowia ok. 14 dni.

Przy zahamowaniu ChE do warto$ci ok. 10% 1 nizszej, dominuja objawy zatrucia ze strony
OUN, sa to: drgawki napadowe przechodzace w drgawki uogolnione, zaburzenia psychiczne,
sinica a takze obrzek ptuc 1 $piaczka. W tak silnym zatruciu moze doj$¢ do zgonu wskutek

porazenia o$rodka oddechowego.

Zatrucia przewlekie

Insektycydy fosforoorganiczne ze wzgledu na szybki metabolizm u ssakow nie
powoduja zatru¢ przewlektych wskutek braku kumulacji materialnej. Systematyczne
narazenie na niskie dawki powoduje natomiast kumulacje¢ czynnos$ciowa.

W przypadkach dlugotrwatego narazenia na chloropiryfos moze wytwarzac si¢ tolerancja na
zwigkszone stezenia ACh, dochodzi do  obnizenia wrazliwo$ci receptorow poprzez

zmniejszenie ich liczby i/lub zwigkszenie wchianiania zwrotnego =z przestrzeni
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migdzysynaptycznej i1 jednoczesne zmniejszenie syntezy ACh. Jest to tzw. tolerancja
behawioralna. Mimo znacznego zahamowania esterazy cholinowej w narazeniu przewlektym,
objawy zanikaja lub sa mniej intensywne (Bushnell i in. 1993).

Innym, pozacholinoesterazowym dziataniem insektycydoéw fosforoorganicznych jest
efekt okreslany jako opdznione dziatanie neurotoksyczne (OPIDN — organophosphorous
induced delayed neuropathy) — jest to rodzaj neuropatii obwodowej, ktoéra objawia si¢
porazeniem konczyn dolnych, niezborno$cia ruchdéw, zaburzeniami czuciowymi i porazeniem
og6lnym. Objawy te pojawiaja si¢ zazwyczaj po ostrym zatruciu, kiedy cholinergiczne efekty
dzialania zanikaja (8-14 dni). W obrazie histologicznym obecne sa zwyrodnienia nerwow
dhugich w czesci dystalnej, z wtdrnym zniszczeniem ostonek mielinowych. Doktadny
mechanizm powstawania OPIDN nie jest dotad poznany. Zwraca si¢ jednak uwagg na funkcj¢
esterazy neurotoksycznej (NTE — neuropathy target esterase) — integralnego biatka btonowego
obecnego w neuronach krggowcow. Jego fizjologiczna rola jest takze nieznana. OPIDN byto
obserwowane m.in. u weterandw wojny w Zatoce Perskiej (Gulf War Syndrom), u ktorych
zauwazalne byty zaburzenia psychiczne 1 neurologiczne.

Aktywnos¢ NTE wykazuja tez limfocyty krwi. W przypadku ostrego zatrucia CPF, po
17 dniach objawy cholinergiczne zanikaty, natomiast limfocytarna NTE byta zahamowana w
60%. Dopiero 43 dnia od momentu zatrucia stwierdzono u pacjenta objawy OPIDN (Lotti i
in. 1986).

Modelowym zwierzgciem w badaniach OPIDN sa kury (Richardson i in. 1993).
Neuropatia wystgpowata po dawkach na tyle wysokich, po zastosowaniu ktérych konieczna
byla intensywna reaktywacja pralidoksymem (Capodicasa i in. 1991).

Haley i in. (2000) przy uzyciu spektroskopii "H-NMR oceniali zmiany u ludzi w pniu mézgu i
jadrach podstawnych oraz mierzyli aktywno$¢ PON (typ Q). Obserwowano zmniejszenie
masy neurondow i obnizenie aktywnosci PON u weteranow wojny w Zatoce Perskiej w
stosunku do kontroli. Zdaniem ekspertéw przygotowujacych raport, efekty te mogly by¢

wynikiem ekspozycji na zwiazki fosforoorganiczne.
Postepowanie w zatruciach
W leczeniu zatru¢ ostrych obowiazuja zasady pierwszej pomocy, leczenie objawowe i

podtrzymujace oraz zastosowanie odtrutek.

Stosuje si¢ wigc:
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- atroping — farmakologicznego antagonist¢ acetylocholiny. Znosi objawy
muskarynowe (gtownie obwodowe). Nie pomaga wobec pobudzenia nerwowo-
mig$niowego, ani tez nie hamuje rozwoju opodznionego dziatania neurotoksycznego.

- reaktywatory AChE - silne, nukleofilowe wlasciwosci IV-rzgdowego
ugrupowania amoniowego pochodnych  oksyméw  powoduja  reaktywacje
ufosforylowanego enzymu — powstaje w tej reakcji kompleks oksym-reszta
fosforanowa, ktory odlacza si¢ od enzymu.

W  praktyce Kklinicznej stosuje si¢ zwiazki z grupy oksymoéw mono- i
bispirydyniowych:

- 2-PAM — (pralidoksym) — metylojodek pirydyno-2-aldoksymu

- obidoksym — dichlorowodorek eteru bis-[4-hydroksyiminometylopirydyno-

(1)-metylowego]
Obidoksym jest skuteczniejszy w cig¢zszych przypadkach, prawdopodobnie dlatego, ze
przenika przez barier¢ krew-moézg i w ten sposob moze znosi¢ objawy osrodkowe.
Charakterystyczne jest to, ze reaktywacja oksymami nie przynosi skutkow, jesli zaszto juz
»starzenie” kompleksu poprzez dealkilacjg. Z tego wzgledu w przypadku zatrucia konieczne
jest jak najszybsze podanie: atropiny i oksymow. Udowodniono, ze §rodki te podane osobno
dziataja 50 razy stabiej niz ich kombinacja.
Siarczan atropiny podaje si¢ domigsniowo w dawce 2 mg, powtarzajac co 5-10 minut do
momentu pelnej atropinizacji. Niekiedy calkowita dawka dobowa w leczeniu zatru¢
insektycydami fosforoorganicznymi dochodzi do 200 mg.
Reaktywatory AChE podaje si¢ dozylnie do 4,0 g/24h.
W przypadkach spozycia duzych ilosci CPF dobre skutki daje stosowanie ciaglego wlewu
2-PAM (500 mg/h) wraz z atroping az do zniesienia objawoéw nikotynowych (Tush i Anstead
1997).
W zatruciach inhibitorami AChE nie podaje si¢ $rodkéw wplywajacych depresyjnie na
osrodek oddechowy (barbiturany, morfina) a takze aminofiliny 1 neuroleptykow.
Stosuje si¢ natomiast leki przeciwdrgawkowe: diazepam (5-10 mg) i bromek suksametonium
(10-50 mg).

Dostepny jest rowniez preparat Serum Cholinesterase” - skoncentrowany,
liofilizowany, wysokooczyszczony ludzi enzym. 45 mg suchego koncentratu posiada

aktywno$¢ jaka wykazuje 500 ml osocza ludzkiego.
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Wprowadzenie do organizmu rekombinowanego adenowirusa zawierajacego kodony
PON1 — podnosito aktywno$¢ aromatazy surowiczej o 60% co znaczaco zmniejszalo

wrazliwos¢ na inhibitory AChE (Cowan i in. 2001).
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3.2 a-CYPERMETRYNA (CM, ang. alfa-cypermethrin)

Obecnie stosowane insektycydy piretroidowe sa grupa zwiazkow otrzymywanych
syntetycznie. Wywodza si¢ z naturalnych skladnikow ekstraktu z koszyczkow kwiatowych
niektorych gatunkéw ztocienia — Chrysanthemum, podrodzaju Pyrethrum — P.
cinerariaefolium i P. carneum. Sktadniki ekstraktu — Piretryna I i Piretryna II — estry kwasu
chryzantemowego 1 piretrowego z alkoholem - piretrolem wykazuja wlasciwosci
owadobojcze, jednak wysoki koszt ich pozyskiwania oraz nietrwato$¢ (rozktad pod wptywem
Swiatla 1 tlenu) spowodowaty, ze nie wprowadzono ich do powszechnego i1 trwatego
stosowania w ochronie upraw rolnych. Prace naukowe dotyczace modyfikacji struktur
chemicznych naturalnych piretroidow doprowadzity do syntezy wielu pochodnych, ktére
ustanowily nowa klas¢ pestycydow — syntetyczne piretroidy — charakteryzujace si¢
zwigkszona  aktywno$cia  szkodnikobdjcza 1 korzystniejszymi  wilasciwosciami
fizykochemicznymi. Jedna z takich pochodnych jest cypermetryna, zarejestrowana po raz
pierwszy w 1977 roku. Syntetyczne piretroidy posiadaja w swojej strukturze
charakterystyczna komponente kwasu chryzantemowego zazwyczaj w polaczeniu estrowym z
alkoholem 3-fenoksybenzylowym. Cypermetryna zawiera w swej czasteczce trzy centra
chiralne, w tym dwa w pierécieniu cyklopropanowym i jedno w grupie alfa-cyjanowej, w
sumie tworzy wigc 8 izomeréw — 4 cis- i 4 trans-, z tym jednak, ze wigksza aktywnoS$cia
owadobodjcza wyrozniaja si¢ cis- izomery. Warto zaznaczy¢, ze okreslenie ,,cypermetryna”
odnosi si¢ zazwyczaj do mieszaniny izomeroéw cis- 1 trans- w proporcjach pomigdzy 50:50 a
40:60. a-Cypermetryna to z kolei dwa sposrdd o$miu wystgpujacych izomerdw, mieszanina
(1S,3S)-3-(2,2-dichlorowinylo)-2,2- dimetylocyklopropanokarboksylanu (R)-cyjano
(3-fenoksyfenylo)metylu i (1R,3R)-3-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-
dimetylocyklopropanokarboksylanu (S)-cyjano (3-fenoksyfenylo)metylu.

HsC Hs

L
‘L\\

cl & 1600,
Cl

(IR, cis) (a S)
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(1S, cis) (o R)

Ryec. 4. Struktura chemiczna izomerdow a-cypermetryny.

3.2.1 Wtasciwosci fizyczne i chemiczne

Wzér sumaryczny:  CHj9CLNO;

Numer CAS: 67375-30-8

Masa czasteczkowa: 416,30

Temperatura topnienia: 81,5 °C

Temperatura wrzenia:200 °C

Log Kow: 6,94

NDS: 1 mg/m3 (Dz.U. 2002, 217, poz. 1833)

O fizycznej postaci cypermetryny decyduje jej sktad izomeryczny. Im wigkszy
stosunek cis:trans, tym bardziej krystalicznag forme przybiera, a-cypermetryna ma postaé
bialej lub lekko-zoltej krystalicznej masy o slabym, aromatycznym zapachu. Jest dobrze
rozpuszczalna w wigkszosci rozpuszczalnikow organicznych: toluenie, octanie etylu,

heksanie, metanolu, natomiast z dichlorometanem i acetonem miesza si¢ w kazdym stosunku

w temperaturze pokojowe;.
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Cypermetryna jest trwata w $rodowisku kwasnym, natomiast w alkalicznym ulega

hydrolizie, co wynika z jej budowy estrowe;.
3.2.2 Los w ustroju

Zarowno wchtanianie CM jak i wydalanie zachodzi stosunkowo szybko, wiaze sig¢ to z
wlasciwos$ciami lipofilowymi zwiazku 1 tatwoscia hydrolizy do bardziej polarnych
metabolitow, ktore sa usuwane z moczem.

Réznice we wlasciwo$ciach izomeréw cypermetryny powoduja, ze w badaniach kinetyki oraz
metabolizmu nalezy je bezwzglednie ujac. Najpelniejszego obrazu dostarczaja badania z
zastosowaniem technik z uzyciem zwiazkéw znakowanych izotopem '*C w rdznych
elementach czasteczki. Badania Crawforda 1 in. (1981) nad kinetyka poszczego6lnych
izomeréw wykazaly, ze to wlasnie cis- izomery sa wolniej metabolizowane 1 wydalane z
organizmu szczurdw, ktore otrzymaly doustna jednorazowa dawke¢ 2,5 mg/kg m.c. W
przypadku samcoéw, w ciagu 48 godzin po podaniu, 40% podanej dawki izomerdéw cis- zostato
wydalone z moczem natomiast z katem 26%. 72 godziny po podaniu najwigksza
radioaktywno$¢ wykazywala tkanka tluszczowa i1 skéra. W tym samym eksperymencie
wykazano, zZe cis- izomery sa znacznie wolnej eliminowane z thuszczu niz z innych tkanek,
okres potowicznego zaniku radioizotopu wynidst srednio 11,7 dnia.

Cypermetryne znakowana weglem '*C w pierScieniu cyklopropanowym w jednorazowej
dawce (1,2 1 2,1 mg/kg m.c. odpowiednio u samic i samcoé6w) podano szczurom. Najwigksza
radioaktywno$¢ notowano w tkance thuszczowej, przy czym poziom u samic byt 2-3 krotnie
wyzszy niz u samcoéw. Z kolei w watrobie samcOw znajdowano wyzsze stgzenia niz u samic.
Po 3 dniach od podania CM, bardzo niski poziom radioaktywnos$ci obserwowano u obu plci w
nerkach, mig$niach, mozgu i1 krwi (Crawford 1 in. 1981).

Niewielkie ilosci CM ulegaja przemianom do CO,, podane przez réznych autoréw wartosci
wahaja si¢ w granicach: 0,005 — 1,5 % (Crawford i in. 1981, Rhodes i in. 1984)

U szczuréw obu piei otrzymujacych 2 mg/kg m.c. CM znakowanej '‘C w pierscieniu
benzylowym codziennie przez 28 dni najwyzsze ilo$ci radioaktywnego wegla obserwowano
w tkance tluszczowej, natomiast stgzenia w watrobie, nerkach i innych narzadach miescity si¢
w zakresie 400-900 ng/g tkanki. Bardzo niskie st¢zenia stwierdzono w modzgu, ponizej 10
ng/g. Potwierdzono, ze retencji w tkance thuszczowej ulegaja gtdéwnie izomery cis- (Rhodes
1984).

Metabolity CM u szczurdéw obu pici, wydalane sa szybko z moczem, okoto 50-65% podane;j

dawki wydala si¢ w ciagu 48 godzin. Wydalanie z kalem zachodzi wolniej i nalezy
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podkresli¢, ze ta droga moze by¢ wydalana niezmieniona CM. W tkance thluszczowej rowniez
jest gromadzona niezmieniona CM, a okres jej potowicznego zaniku wynosi kilkanascie dni.

(Crawford 1 in. 1981)
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Ryec. 5. Schemat przemian CM w organizmach ssakéw.

Wszystkie izomery CM podlegaja ogdlnie tym samym reakcjom w organizmach
ssakow (Soderlund i Casida 1977). Gtowne szlaki biotransformacji to hydroliza wiazania
estrowego oraz utlenianie pierscienia aromatycznego przy udziale monooksygenaz zaleznych
od cytochromu P-450. Produktami hydrolizy sa: kwas 3-fenoksybenzoesowy (IV) 1 kwas
dichlorowinylocyklopropanokarboksylowy (DCCA) (VIII), ten pierwszy moze dalej ulegac
procesowi utlenienia do kwasu 4-hydroksy-3-fenoksybenzoesowego (V), a nastgpnie w w
cyklu przemian II fazy produkty ulegaja sprzgganiu i w takiej postaci sa wydalane z moczem.
Pula powstajacych metabolitow I fazy jest dla wigkszosci badanych gatunkéw, w tym szczura
1 czlowieka, podobna, roznice pojawiaja si¢ w powstajacych koniugatach Il fazy. U szczura

glownym metabolitem CM wydalanym z moczem jest siarczan 4OH3PBA i 3PBA (Huckle 1
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in. 1981a, Crayford i Hutson 1980). Tylko nieznaczna cz¢$¢ wspomnianych metabolitow
ulega sprzeganiu z kwasem glukuronowym czy aminokwasami (Huckle i in. 1981b). U
cztowieka z kolei dominuje sprz¢ganie z kwasem glukuronowym.

Poczatkowa biotransformacja polega na reakcjach z udziatem esteraz (hydroliza wiazania
estrowego) lub monooksygenaz zaleznych od cytochromu P-450 (reszta kwasowa lub
alkoholowa). W konsekwencji opisanych przemian, jakakolwiek inhibicja tych dwodch
szlakow skutkowaé bedzie spowolnieniem przemian zwiazku macierzystego do mniej
aktywnych lub catkowicie pobawionych aktywno$ci farmakologicznej metabolitow
(Soderlund i Casida 1977).

Brak jest dowodow, ze CM moze ulega¢ w trakcie przemian metabolicznych procesom
racemizacji w jelicie, kale czy tkance tluszczowej. W kale 75% radioaktywnos$ci po podaniu
znakowanej CM, to niezmieniony zwiazek, pozostale 25% stanowia: dihydroksypochodna
CM (VII), 4OH3PBA (V) i3PBA (IV).

W tkance thuszczowej rejestrowana radioaktywnos$¢ gltéwnie pochodzita z niezmienionej CM,

cho¢ takze byty wykrywalne lipofilne metabolity: 4OHCM, 3PBA (Hutson i Logan 1986).

3.2.3 Mechanizm dziatania

Podziatu piretroidow dokonano na podstawie ich budowy chemicznej oraz dziatania
na organizmy ssakéw — w wigkszos$ci podziaty te pokrywaja si¢. Insektycydy typu I (m.in.
permetryna) nie posiadaja w swej strukturze ugrupowania cyjanowego w odrdznieniu od
zwiazkoéw nalezacych do grupy II (cypermetryna, deltametryna). Drugi podziat oparty jest na
kompleksie objawdw zatrucia ostrego u ssakow:

-zespot T (tremor)
-zespoOt CS (choreoatethosis and salivation)

Objawy zatrucia piretroidami sa charakterystyczne i mozna je sprowadzi¢ do
nadpobudliwosci, konwulsji, drgawek 1 ostatecznie porazenia. Biofizyczne podstawy tego
zjawiska badane wieloma metodami dowodza jednego: mechanizm ten oparty jest podobnie
jak w przypadku DDT na oddzialywaniu czasteczki insektycydu ze struktura kanatlu
sodowego w komoérkach nerwowych. Interakcja z kanatem sodowym polega na zmianie
przeptywu jonow przez ten kanal, powodujac dtugotrwate przedtuzenie stanu przejsciowego
zwigkszenia przepuszczalnosci jonéw sodowych w czasie pobudzenia.

Obecno$¢ kanaléw jonowych warunkuje przekazywanie impulséw nerwowych w zywych
organizmach. Kazda zmiana w ich funkcjonowaniu begdzie miata wplyw na dzialanie

poszczegolnych uktadéw lub catego organizmu.
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Piretroidy typu II dziataja poprzez przedtuzenie trwania otwarcia kanalu i spowodowanie
naptywania jonéw Na' do wnetrza komorki, uwaza si¢ ze jest to wynikiem
stereospecyficznego wiazania czasteczki insektycydu z biatkami kanatu i oddzialywania
allosterycznego. Wydluzony czas trwania pradu sodowego jest bezposrednio odpowiedzialny
za powstawanie przedluzonego potencjatu depolaryzacyjnego, ktory w efekcie wytwarza
powtarzajace si¢ pobudzenia (Vivjerberg i van den Bercken 1990, Narahashi 1992).

Oprocz dziatania wydluzajacego depolaryzacjg, piretroidy rowniez wplywaja na aktywacjg
kanatéw sodowych (Lund i Narahashi 1981, 1982).

Kanat sodowy pod wplywem piretroidéw jest niezdolny do szybkiego zamknigcia si¢ po fazie
repolaryzacji, wskutek czego nastgpuje dalszy naplyw jonow Na' do wnetrza komorki,
nastgpcze potencjaly depolaryzacyjne, powtarzajace si¢ wytadowania 1 w efekcie
nadpobudliwos¢ catego uktadu nerwowego.

Opisanych jest co najmniej 6 miejsc wiazania neurotoksyn w kanale sodowym, jedno z nich
jest utozsamiane z piretroidami (Lombet i in. 1988, Catterall 1988). Kanaty wapniowe sa
takze miejscem dzialania insektycydéw piretroidowych (Orchard 1980, Clark i Brooks 1989).
Piretroidy maja zdolno$¢ do wypierania blokera kanatu wapniowego — nimodypiny, z jego
miejsc wigzania w mdzgu szczura, jednak niezbgdne stezenie insektycydu do skutecznego
wyparcia bylo wyzsze niz jest to potrzebne do dziatania na kanal sodowy (Ramadian i in.
1988).

Kanaly potasowe sa modyfikowane przez piretroidy, ale tylko przy wysokich st¢zeniach 1
efekt ten nie jest tak silny jak w przypadku kanaldw sodowych (Narahashi 1971). Podobnie
jest z kanatem chlorkowym, lecz w tym wypadku efekt oddzialywania na ten kanatl poteguje
dziatanie gldwne na kanaty sodowe (Forshaw i Ray 1990).

Przedmiotem badafh byly réwniez interakcje piretroidow z kompleksami receptor GABA-
kanat chlorkowy. Lawrence i1 Casida (1983), na podstawie badania sily wiazania
znakowanego agonisty w obecnosci deltametryny, stwierdzili ze kompleks GABA-CI” moze
stanowi¢ punkt uchwytu dla piretroidow, jednak w stezeniach 200-1000 razy wyzszych niz na
kanaty sodowe. Pozniejsze badania -elektrofizjologiczne podwazaja jednak mozliwosé
oddziatywania na przewodnictwo GABA (Chalmers i Osborne 1986, Ogata i in. 1988).
Piretroidy oddziatywuja takze z receptorem nikotynowym jednak w sposéb, ktory nie
powoduje zmian w transporcie jonoOw (Abbassy 1 in. 1982, 1983a i b) 1 wobec tego nie

stanowi o toksycznosci piretroidow (Oortgiesen 1 in. 1989).
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Cypermetryna oraz inne piretroidy typu Il maja rowniez zdolno$¢ wiazania si¢ z receptorem
benzodiazepinowym w stezeniach, w ktérych dziataja rowniez na kanaty sodowe (Gammon i
Sander 1985, Lawrence i in. 1985).

Naturalne piretryny wywotuja uczulenia kontaktowe i zapalenia skory o roéznym
nasileniu. Uczulenia w przypadku kontaktu z syntetycznymi piretroidami naleza do rzadkosci.
Robotnicy pracujacy z syntetycznymi piretroidami typu Il (zawierajace ugrupowanie o-
cyjanowe: deltametryna, cypermetryna, fenwalerat) skarza si¢ na parestezje skorna,
objawiajaca si¢: mrowieniem, cierpni¢ciem, kluciem i pieczeniem. Zawodowe narazenie
powodowaé moze takze: zawroty glowy, uczucie goraca, swedzenie. Objawy te zazwyczaj

ustepuja samoistnie w ciagu 24 godzin.

3.2.4 Dziatanie mutagenne, teratogenne, kancerogenne

Brak jest potwierdzonych doniesiefn na temat embriotoksycznosci, teratogennosci lub

kancerogenno$ci cypermetryny.

3.2.5 Zatrucia i postepowanie

Z powodu szybkiego metabolizmu insektycydéw piretroidowych, wywotywany efekt
szkodliwy jest przejsciowy i w peini odwracalny, stad leczenie zatru¢ sprowadza si¢ do
minimalizowania objawow klinicznych. Przede wszystkim nalezy kontrolowaé¢ drgawki,
hipertermig, $linienie i choreoatetozg, oczywiscie od rodzaju wchtonigtego zwiazku zalezy
jaki kompleks objawow wystapi. Poczatkowo zalecano stosowanie osrodkowo dzialajacych
srodkoOw rozluzniajacych migsnie jak mefenazyne, ktora stanowita ochrone w przypadku
narazenia na Sredniej wielkosci dawki cismetryny i deltametryny (Bradbury i in. 1983).
Podobna ochrong dawat metokarbamol, mniej toksyczny od mefenazyny i dtuzej dziatajacy.
Testowano takze uzyteczno$¢ innych s$rodkéw zwiotczajacych migénie: chlorfenezyng,
chloroksazon czy metaksalon. Wszystkie wyzej wymienione $rodki znacznie lepiej znosza
objawy spowodowane piretroidami typu Il niz I (Bradbury i in. 1983, Hiromori i in. 1986).
Srodki o dzialaniu przeciwdrgawkowym nie sa specyficzna odtrutka w leczeniu zatrué
piretroidami. Benzodiazepiny, anestetyki (uretan, pentobarbital) oraz sole kwasu
walproinowego daja tylko ograniczong ochrong (Thieabult i in. 1985).

Atropina znosi objawy cholinergiczne: $linienie, bradykardi¢ 1 zwigkszone wydzielanie

oskrzelowe a takze czgSciowo nadpobudliwos¢ (Ray i Cremer 1979).
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Przy zatruciu droga doustna do ptukania zotadka stosowano roztwor wodoroweglanu
sodowego (Kaloyanova i El Batawi 1991).

W przypadku kontaktu skérnego na duzej powierzchni zaleca si¢ stosowanie preparatow o
duzej zawartosci tluszczu, ktoére maja zdolno$¢ zmniejszania absorpcji zaréwno
profilaktycznie jak i po wystapieniu ekspozycji. Stosowano witaming E, kremy z witaming E i
oleje (Tucker 1 in. 1984, Flannigan 1 Tucker 1985).

Wedhug zalecen amerykanskiej Agencji Ochrony Srodowiska, w pierwszej kolejnosci nalezy
dokona¢ dekontaminacji zanieczyszczonej piretroidami powierzchni skéry przy uzyciu wody
z mydlem. Nastgpnie zaleca si¢ stosowanie kreméw z witaming E, natomiast nie wskazany
jest tlenek cynku, ktory nasila objawy. Mozna zastosowac olej kukurydziany, ktéry jest
bardziej skuteczny niz wazelina (Reigat i Roberts 1999).

Jesli nastapit kontakt preparatu z okiem, nalezy ptuka¢ intensywnie czysta woda lub sola
fizjologiczna.

W zaleznosci od czasu jaki uptynat od potknigcia preparatu stosuje si¢: ptukanie zoltadka, a w
przypadku pdznego zgloszenia podanie wegla aktywowanego 1 srodkow przeczyszczajacych,

chyba Zze wystegpuje biegunka lub niedroznos¢ jelit.
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3.3 METODY OZNACZANIA CPF, CM I ICH METABOLITOW

Systematyczna analiza pozostato$ci pestycydow w materiale biologicznym zazwyczaj
ukierunkowana jest na poszczegdlne grupy zwiazkéw chemicznych: chloroorganiczne,
fosforoorganiczne, piretroidy, itp.. Cechy charakterystyczne, jak: lipofilnos¢, obecnos¢
charakterystycznych grup funkcyjnych pozwalaja w sposob selektywny wyodrgbniac¢
ksenobiotyki ze skomplikowanych matryc a takze dobiera¢ pod katem wlasciwosci
chemicznych i fizycznych odpowiednia metodg oznaczenia koncowego.

Pestycydy poza nielicznymi wyjatkami jak: zatrucia przypadkowe czy rozmys$lne a
takze ekspozycja zwierzat na wysokie dawki w pracach doswiadczalnych, oznaczane sa w
badanym materiale czg¢sto w nano- lub subnanogramowych ilosciach. Badajac los
ksenobiotykow w organizmie, zadaniem analityka jest wlasciwy dobor procedur
analitycznych celem skutecznego wyizolowania, oczyszczenia oraz ilo§ciwego oznaczenia
substancji macierzystej i/lub jej metabolitow. Skomplikowana matryca jaka jest materiat
biologiczny: krew, tkanki migkkie, mocz; powoduja, ze kluczowym procesem dla calej
analizy staje si¢ ekstrakcja, czyli jak najbardziej selektywne usunigcie analitu z kompleksu
substancji balastowych z jednoczesnym zaggszczeniem, wzbogaceniem.

Dodatkowym problemem w analizie metabolitow, staje si¢ uwolnienie zazwyczaj polarnych
pochodnych, ktére wydalane sa z moczem w postaci sprzgzonej, jako siarczany, glukuroniany
czy glikozydy. W zaleznos$ci od natury chemicznej metabolitu przeprowadza si¢ hydrolize

kwasna lub alkaliczna, badz enzymatyczna przy uzyciu B-glukuronidazy/sulfatazy.

3.3.1 Ekstrakcja

W procesie tym wykorzystuje si¢ charakterystyczne wtasciwosci fizyko-chemiczne
analizowanej substancji, ktore pozwalaja w sposob jak najbardziej wybidrczy wyodrgbnicé
analit z matrycy. Najczgsciej metodg ekstrakcji dobiera si¢ na podstawie rozpuszczalnosci,
wspotczynnika podziatu, preznosci par czy statej kwasowosci. Ogdlnie w procesie tym mamy
do czynienia z dwiema fazami, z ktorych ekstrahujaca posiada wlasciwosci takie, ktore
pozwalaja na ilo§ciowy transfer masy analitu z matrycy.

Obecnie w analityce pestycydow i ich metabolitow wykorzystuje si¢ szereg metod, od
klasycznej ekstrakcji ciecz-ciecz przez ekstrakcje do fazy statej po mikroekstrakcje do fazy
stalej. Mimo znacznego postepu 1 tendencji do stosowania procedur proekologicznych

(,,green chemistry”, , ,non-solvent techniques”) z niskim zuzyciem rozpuszczalnikow
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organicznych oraz coraz wigksze] wadze przywiazywanej do mozliwosci automatyzacji

procesOW 1 miniaturyzacji urzadzen do ekstrakcji nadal metody tzw. wyczerpujace (takie,

gdzie bezwgledny odzysk analitu sigga 100%) sa uznawane jako metody odniesienia 1 w

dalszym ciagu sa respektowane przez najbardziej wptywowe organizacje ochrony §rodowiska

na Swiecie.

Wsrod technik ekstrakceji stosowanych w analizie CPF i CM w materiale biologicznym

mozemy wyrdznic:

Ekstrakcja ciecz-ciecz (klasyczna). Materiat biologiczny ekstrahuje si¢ zazwyczaj w
obecnosci bezwodnego siarczanu sodowego rozpuszczalnikiem organicznym. W tym
celu uzywa si¢ albo pojedynczych rozpuszczalnikéw: heksan, aceton, acetonitryl,
dichlorometan lub ich mieszanin. Ekstrakcje w celu zwigkszenia wydajno$ci mozna
prowadzi¢ w sposob ciagly w aparatach Soxhleta. Uzyskany ekstrakt przed analiza GC
podlega zaggszczeniu i1 oczyszczeniu. Zaleta jest wysoki odzysk, natomiast wada
zuzycie drogich i toksycznych rozpuszczalnikow, duzy naktad pracy oraz ograniczone
mozliwos$ci automatyzacji procesu.

Ekstrakcja do fazy statej (Solid Phase Extraction). Probke materiatu (rozcienczone
osocze, homogenat tkankowy) przepuszcza si¢ przez odpowiednie ztoze fazy stalej
(zazwyczaj Cis), na ktorej zachodzi adsorpcja analitu. Nastgpnym etapem, jest
ptukanie celem usunigcia polarnych interferentow i ostatecznie wymywanie analitow
rozpuszczalnikiem o duzej sile elucyjnej. W zoptymalizowanej metodzie otrzymuje
si¢ czyste ekstrakty, ktore czgsto bez dalszego oczyszczania mozna poddaé analizie
chromatograficznej. SPE jest metoda prosta, o niskim zuzyciu rozpuszczalnikow
organicznych, ponadto dostgpne sa na rynku gotowe zestawy do jednoczesnej obrobki
wielu probek.

Mikroekstrakcja do fazy stalej (Solid Phase Microextraction). Istota tej techniki jest
urzadzenie w ksztalcie strzykawki chromatograficznej, gdzie do konca ttoczka
przymocowane jest wlokno pokryte faza stacjonarna. Widkno miesci si¢ catkowicie
we wnetrzu igly strzykawki. Naciskajac ttoczek widkno wysuwa si¢ z igly 1 w ten
sposob substancje o wysokim powinowactwie do fazy stacjonarnej ulegaja na jej
powierzchni absorpcji, a nastgpnie widkno wciaga si¢ do igly i podobnie jak w
przypadku manualnego dozowania przebija igta uszczelk¢ dozownika i wysuwa
ponownie widkno. W temperaturze dozownika nast¢puje desorpcja analitow z widkna,
ktére moze by¢ po raz kolejny wykorzystane. Poczatkowo ta bezrozpuszczalnikowa

technika byta stosowana do ekstrakcji probek o nieskomplikowanej matrycy (woda),
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lecz pozniej zaczgto ja stosowaé do analizy pestycydow w materiale biologicznym.
Stosuje sig ja zarowno do ekstrakcji w fazie nadpowierzchniowej jak 1 bezposrednio z
roztworu. Prostota i mozliwo$¢ automatyzacji to gtéwne zalety. Jednak koszt widkien
(przy pomocy jednego wldkna mozna wykona¢ 50-100 analiz), oraz mozliwo$¢
niecatkowitej desorpcji, przez to zanieczyszczenie kolejnej probki (tzw. ,,carryover”),
a przede wszystkim niskie bezwzgledne odzyski (technika niewyczerpujaca)
powoduja, ze SPME ustgpuje metodom odniesienia.

Mikroekstrakcja do fazy cieklej (Solvent Microextraction = Single Drop
Microextraction) Technika w zamysle zblizona do SPME. Ekstrakcja podobnie jak
SPME moze by¢ prowadzona w fazie nadpowierzchniowej jak i bezposrednio przez
zanurzenie w roztworze. Wiokno w tej metodzie zastgpuje kropla (ok. 2 pl)
rozpuszczalnika organicznego (zazwyczaj n-oktanol), ktéra ,,wisi” na wylocie igly
standardowej strzykawki chromatograficznej 1 jest eksponowana w fazie
nadpowierzchniowej lub zanurzona w analizowanych roztworze. Znaczny stosunek
fazy ekstrahowanej do ekstrakcyjnej powoduje, ze nastgpuje wielokrotne zaggszczenie
analitu. Podobnie jak SPME jest technika niewyczerpujaca. Duzym ograniczeniem jest
niestabilno$¢ kropli przy technice zanurzeniowej. Dobre efekty osiaga si¢ stosujac ten
typ ekstrakcji w fazie nadpowierzchniowej. Ogromna zaleta jest mozliwos¢
zastosowania jej w kazdym laboratorium posiadajacym chromatograf gazowy bez
dodatkowych kosztow. Latwo tez mozna ta technikg zautomatyzowac.

Ekstrakcja cieczami w stanie nadkrytycznym (SFE — Supercritical Fluid Extraction).
Ciecz w stanie nadkrytycznym ma wiasciwosci dyfuzyjne zblizone do gazu i mata
lepkos$¢, dzicki czemu ekstrakcja przebiega szybciej 1 z wigksza wydajnoscia.
Najczesciej uzywa si¢ CO,, ktory jest tani, tatwo dostepny 1 nieszkodliwy. Mozliwy
jest dodatek rozpuszczalnika organicznego, najczgsciej metanolu, w celu dobrania
pozadanej silty elucyjne;.

Przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikowa (Accelerated Solvent Extraction). W
technice tej stosuje si¢ te same rozpuszczalniki, ktorych uzywa si¢ w technikach
klasycznych typu ciecz-ciecz. Przyspieszenie procesu osiaga si¢ przez zastosowanie
rozpuszczalnikow pod zwigkszonym ci$nieniem i w podwyzszonej temperaturze w
specjalnych, zautomatyzowanych aparatach. Dzigki tym warunkom, ekstrakcja trwa
krocej, zuzywana jest mniejsza objeto$¢ rozpuszczalnikow przy zachowaniu wyzszych

odzyskow analitow wobec technik klasycznych. Wada jest wysoka cena urzadzenia.
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Ekstrakcja z fazy statej (Matrix Solid Phase Dispersion Extraction — MSPDE). Probke
zazwyczaj homogenizuje si¢ ze statym sorbentem (florisil, zel krzemionkowy, tlenek
glinu i in.) 1 umieszcza wraz z bezwodnym siarczanem sodowym w kolumnach
szklanych. Wymywanie pestycydow prowadzi si¢ odpowiednio dobranym
rozpuszczalnikiem lub ukladem kilku rozpuszczalnikéw. Technika ta w jednym
procesie taczy: ekstrakcje, frakcjonowanie i oczyszczanie dzigki temu oszczgdza czas
poswigcony na przygotowanie probek. Ekstrakty czesto bez dalszego oczyszczania
nadaja si¢ do oznaczen chromatograficznych. Prostota i efektywnos$¢, umozliwiaja
jednoczesna analizg duzej liczby probek.

Wspoldestylacja — ma zastosowanie gtownie do lotnych, niepolarnych pestycydow
(zw. fosforoorganiczne). Lotno$¢ tych insektycydow wykorzystuje si¢ w celu
oddzielenia ich od nielotnych lipidow. Probke rozgrzanego, ciektego tluszczu
nastrzykuje si¢ do ogrzewanej rurki wypetnionej kulkami silanizowanej waty szklane;j,
przez ktoéra przepuszcza si¢ gaz obojgtny, np. azot. Ttuszcz w postaci cienkiej warstwy
odktada si¢ na wacie, natomiast lotne pestycydy wraz z gazem przenoszone sa do
»putapki” z florisilem. Przemywajac florisil rozpuszczalnikiem o odpowiedniej
polarno$ci uzyskuje si¢ ekstrakt, ktory po zageszczeniu poddaje si¢ analizie GC.
Chromatografia adsorpcyjna — technika ta w szczegdlno$ci wykorzystywana jest w
procesie oczyszczania niepolarnych ekstraktow z polarnych zanieczyszczen i
thuszczéw. Stosujac jako wypehienia kolumn odpowiednio przygotowane (wygrzane
w temperaturze powyzej 120°C i1 zdeaktywowane dodatkiem wody <10%) polarne
ztoza: zelu krzemionkowego, florisilu (SiO; — 84,0%; MgO — 15,5%, Na,SO4 — 0,5%)
czy tlenku glinu mozna oczysci¢ ekstrakty z thuszczow, barwnikéw zédtciowych i
innych polarnych zanieczyszczen, ktore zatrzymywane sa na powierzchni ztoza i w
przeciwienstwie do analitow nie ulegaja wymywaniu. Dobierajac site elucyjna
rozpuszczalnika, przeprowadzi¢ mozna frakcjonowanie analitow na podstawie roznic
w polarnoéci 1 rozdzieli¢ poszczegodlne ich grupy. n-Heksan jest najczesciej
stosowanym rozpuszczalnikiem w celu naniesienia proby na kolumng, do wymywania
uzywa si¢ z kolei mieszanin n-heksanu z dichlorometanem, badz eterem dietylowym
w réznych proporcjach. Kolumny z tlenkiem glinowym efektywnie usuwaja siarkg z

prébek srodowiskowych przed oznaczeniem chromatograficznym.
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3.3.2 Metody oznaczen koncowych

W analizie pestycydow zarowno w probkach $rodowiskowych (woda, S$cieki,
powietrze, gleba) jak i w materiale biologicznym zastosowanie znalazta w szczegdlnosci
chromatografia gazowa. Wynika to przede wszystkim z wlasciwosci fizykochemicznych
badanych zwiazkow (lotno$¢, termostabilno$¢, wysoka lipofilnos¢), ale takze z charakteru
probek. Sladowa analiza pozostatosci nastrecza wielu probleméw analitycznych ze wzgledu
na stopien skomplikowania matrycy i1 subnanogramowe ilosci oznaczanych zwiazkow.
Analityk musi si¢ tez liczy¢ z obecno$cia innych substancji o podobnych wlasciwosciach,
ktore moga przeszkadza¢ w oznaczeniu koncowym. Chromatografia gazowa ze wzglgdu na
bardzo wysoka zdolno$¢ rozdzielcza dzigki zastosowaniu kolumn kapilarnych, szeroki wybor
selektywnych detektorow jest uzytecznym narzedziem w analizie pestycydow. Nalezy jednak
pamigtaé, ze najdrozszy, najbardziej zaawansowany technologicznie sprzgt analityczny nie
spelni swojego zadania, je$li popeliono bigdy w procedurze przygotowania probki.
Poczawszy od pobrania probki, poprzez przechowywanie, ekstrakcje, oczyszczanie, do
odmierzania objgtosci probki do nastrzyku procedura analityczna jest narazona na
wystapienie blgdow systematycznych, przypadkowych oraz grubych. Zastosowanie metody
wzorca wewngtrznego jako metody kalibracji pozwala na skompensowanie niektdrych
btedow.

Wyzwaniem dla analityka jest jednoczesne oznaczenie kilku zwiazkow czgsto
znacznie rézniacych si¢ miedzy soba wilasciwosciami fizykochemicznymi. Z problemem
takim mamy do czynienia w przypadku badania metabolizmu ksenobiotykoéw. Ksenobiotyki
w organizmie ssakow ulegaja przemianom metabolicznym gléwnie w watrobie do produktow,
ktore zazwyczaj sa bardziej polarne (np. poprzez hydroksylacje pierscienia aromatycznego) i
po reakcjach Il fazy, sa wydalane z moczem w postaci sprzg¢zonej. Ze wzgledow
ekonomicznych, celowym wydaje si¢ poszukiwanie metod pozwalajacych jednocze$nie

wyodrebnic i iloSciowo oznaczy¢ interesujace nas zwiazki.

CPF i metabolity w materiale biologicznym — przeglad metod

Chlorpyrifos w organizmach zywych bardzo szybko ulega biotransformacji i tylko
przy masywnej ekspozycji jest wykrywalny w materiale biologicznym. Zdarza si¢ to w

przypadku doswiadczen na zwierzgtach lub w przypadku ostrych zatru¢ u ludzi. Metabolit

posredni jakim jest CPFO ulega bardzo tatwo hydrolizie w osoczu i watrobie. Z tego powodu
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nie jest wykrywalny mimo zastosowania czutych metod analitycznych, chociaz opisane sa
metody iloSciowego oznaczania CPFO. W badniach nad metabolizmem CPF najczgsciej
oznacza si¢ jego dalsze metabolity: TCP, DETP 1 DEP w osoczu, tkankach oraz moczu
(Vasili¢ 1 in. 1993, Bartels 1 Kastl 1992, Heudorf i in. 2004, Hernandez i in. 2002, Kupferman
i in. 2004, Corrion i in. 2005). Szybko$¢ wydalania polarnych metabolitéw z moczem
powoduje, ze jest on uzytecznym materialem do badan, w materiale tym nie stwierdza si¢
obecnosci CPF nawet przy wysokiej ekspozycji (Jitsunari 1 in. 1989, Nolan i in. 1984, Chang 1
in. 1996, Koch i Angerer 2001). Wymienione wyzej produkty przemian CPF wystepuja w
moczu w postaci potaczen z kwasem glukuronowym i siarkowym, dlatego w celu oznaczenia
sumy metabolitow konieczne jest przeprowadzenie hydrolizy potaczen. Stosowane sa dwie
metody hydrolizy: kwasna — stosuje si¢ dodatek najczgsciej stgzonego kwasu siarkowego lub
solnego (0,2 ml stezonego kwasu/ml moczu) i ogrzewa przez 90 minut w temperaturze 90°C;
enzymatyczna — stosuje si¢ B-glukuronidazg (réwniez z aktywno$cia sulfatazy) w buforze pH
4-5, w temperaturze 37°C, najczgSciej przez ponad 12 godzin. Uwolnione metabolity
ekstrahuje si¢ w ukladzie ciecz-ciecz ze S$rodowiska kwasnego (eterem dietylowym,
toluenem) a nastgpnie w zaleznosci techniki oznaczenia koncowego, poddaje derywatyzacji
przed analiza GC lub bez derywatyzacji analizuje si¢ przy uzyciu HPLC. Hunter i in. (1999)
wykazali, ze w tkankach i osoczu TCP wystepuje w postaci wolne;.

CPF oraz jego okson ekstrahowano z osocza i krwi n-heksanem (Drevenkar i in. 1993)
1 jego mieszaning z metanolem (Brzak i in. 1998), a takze toluenem (Timchalk i in. 2005),
acetonitrylem (Jacobsen i in. 2004) i octanem etylu (Hunter i in. 1999) uzyskujac odzyski
powyzej 80%. Z powodzeniem ekstrahowano CPF do fazy statej stosujac kolumienki Sep-Pak
Cis (Waters) (Nolan i in. 1984, Abou-Quare i Abou-Donia 2001).

Oznaczenia koncowe prowadzono z uzyciem chromatografii gazowej i detektorow:
FPD (Nolan 1 in. 1984, Takamiya i in. 1994), MS (Musshoff i in. 2002, Brzak i in. 1998,
Drevenkar i in. 1993) a takze HPLC z detekcja UV (Hunter i in. 1998, Abou-Quare i Abou-
Donia 2001) lub tandemowa spektrometria mas (Jacobsen i in. 2004, Bicker i in. 2005). Ze
wzgledu na umiarkowana pr¢znos¢ par chloropiryfosu, mozna go takze ekstrahowa¢ w fazie
nadpowierzniowej (head-space). Musshoff i in. (2002) oraz Tsoukali 1 in. (2005) zastosowali
HS-SPME do oznaczania szeregu insektycydow fosforoorganicznych we krwi ludzkiej i
szczurzej, w polaczeniu z GC-MS lub GC-NPD.
Aby umozliwi¢ izolacje metabolitow chloropiryfosu z materiatu biologicznego konieczne jest
zakwaszenie probki przed ekstrakcja przy pomocy kwasu solnego lub octowego. Opisane sa

metody ekstrakcji zarowno w ukladzie ciecz-ciecz jak i SPE. Koch i in. (2001) badajac
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narazenie populacji generalnej na CPF, poddawali hydrolizat moczu destylacji z para wodna,
TCP z destylatu ekstrahowali z uzyciem kolumienek Isolute® 101. W ekstrakeji ciecz-ciecz
stosowano natomiast nastgpujace rozpuszczalniki: octan etylu (Hunter i in. 1999, Brzak i in.
1998), eter dietylowy (Drevenkar i in. 1993), toluen (Timchalk i in. 2005) oraz acetonitryl
(Jacobsen 1 in. 2004). W przypadku zastosowania HPLC, jako techniki koncowego
oznaczenia, uzyskane ekstrakty nadawaty si¢ po odparowaniu i zmianie rozpuszczalnika do
analizy. Analiz¢ GC zawsze poprzedzal proces derywatyzacji polarnych i stabo lotnych
metabolitow (DEP, DETP) do odpowiednich sililowanych pochodnych. Zazwyczaj stosowano
do derywatyzacji MTBSTFA (Nolan i in. 1984, Brzak i in. 1998, Timchalk i in. 2005, Koch i

in. 2001) lub rakotworczy diazometan (Drevenkar i in. 1993).

Bioczujniki

Wiasciwos¢ hamowania AChE przez insektycydy fosforoorganiczne zostala
wykorzystana do konstruowania bioczujnikdOw — urzadzen analitycznych, stuzacych do
wykrywania 1 ilo§ciowego oznaczania analitow, gdzie detekcja zachodzi przy udziale
elementu biologicznego (Biziuk red., 2001). Element ten moze stanowi¢ enzym, kwas
nukleinowy, organizmy jednokomodrkowe. Bioczujniki opracowane w celu wykrywania
zwiazkow fosforoorganicznych, najczesciej zawieraja immobilizowana na elektrodzie
szklanej AChE (z wegorza elektrycznego lub muszki owocowej, rozklada substrat: jodek
acetylotiocholiny), lub hydrolazg (rozktada insektycydy fosforoorganiczne z wytworzeniem
dwoch protondéw). ZFO w badanym roztworze hamuja AChE Iub sa rozkladane z
uwolnieniem protondow — w obu przypadkach rejestrowane jest to jako zmiana pH
proporcjonalna do st¢zenia inhibitora esterazy cholinowej (Gaberlein 1 in. 2000, Andreescu i

in. 2002).

Piretroidy i ich metabolity w materiale biologicznym — przeglad metod

Szybki metabolizm piretroidow sprawia, ze w materiale biologicznym w postaci
niezmienionej znajduje si¢ je w niskich ilosciach. Wysoka lipofilno§¢ powoduje z kolei, ze
pozostatosci tych pestycydow moga osiaga¢ najwyzsze stezenia w tkankach bogatych w
lipidy 1 stad procedury analityczne dla tego typu tkanek zawieraja kilka etapdw oczyszczania
ekstraktow co znacznie komplikuje 1 wydluza czas analizy. Metabolity piretroidow

charakteryzuja si¢ znacznie nizsza lipofilnoscia (3PBA, DCCA) albo posiadaja wlasciwosci
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polarne (4OH3PBA). W badaniach pozostatosci w tkankach wykorzystuje si¢ najczgsciej
metody oznaczania zwiazkOdw macierzystych za pomoca chromatografii gazowej, natomiast w
przypadku oceny narazenia populacji generalnej ludzi, bada sig stgzenia metabolitow (DCCA,
3PBA, 4OH3PBA) w moczu, zazwyczaj przy uzyciu GC i HPLC po derywatyzacji w celu
obnizenia granicy wykrywalnosci (Loper i Anderson 2003, Ramesh i Ravi 2004, Smith i in.
2002, Cocker 1 in. 2002, Colume i in. 2001, Corrion i in. 2005, Leng i Gries 2005, Kim 1 in.
2006, Hardt 1 Angerer 2003).

Niezmienionag CM z tkanek mozna ekstrahowac acetonitrylem lub n-heksanem (w
obecnosci bezwodnego Na,SO4). Uzyskane ekstrakty oczyszcza si¢ na kolumnach
wypetionych zelem krzemionkowym lub florisilem (Marei i in. 1982). Cypermetryne
oznacza si¢ najczeéciej przy pomocy chromatografii gazowej z detektorem wychwytu
elektronow (ECD).

Ekstrakcj¢ metabolitow z moczu prowadzi si¢ po uprzedniej hydrolizie kwasnej (Kiihn
1in. 1996, Schettgen i in. 2002 a,b) lub enzymatycznej (Baker i in. 2004).

Eadsforth 1 in. (1983) potaczyli hydroliz¢ 1 derywatyzacje¢ w jednym procesie,
ogrzewajac mocz z kwasem siarkowym w metanolu. Metylowe pochodne metabolitow
ekstrahowano n-heksanem.

3PBA oraz DCCA mozna ekstrahowa¢ z kwasnego hydrolizatu n-heksanem (Kiihn i
in. 1996 b, Schettgen i in. 2002) lub eterem dietylowym (3PBA i 4OH3PBA) (Wollen i in.
1992). Smith 1 in. (2002) nie stosowali hydrolizy moczu, a 3PBA z zakwaszonej probki
ekstrahowali chloroformem.

Do oznaczania metabolitéw w moczu stosowano takze ekstrakcje¢ do fazy statej (Baker
1 in. 2004), natomiast probki osocza ekstrahowano acetonitrylem (Ding 1 in. 2004). DCCA,
3PBA i1 4OH3PBA wymagaja derywatyzacji przed koncowym oznaczeniem z uzyciem GC.
Stosuje si¢ metylacje przez ogrzewanie ze stezonym kwasem siarkowym w metanolu
(Eadsforth 1 in. 1983), MTBSTFA (Schettgen 1 in. 2002 b) oraz bezwodnik
pentafluoropropionowy i 1H,1H-pentafluoropropanol (Wollen i in. 1992).

Metabolity 3PBA 1 4OH3PBA mozna oznacza¢ za pomoca HPLC z detekcja UV
(Smith 1 in. 2002, Ding i in. 2004) lub MS/MS (Baker i in. 2004). Po derywatyzacji za$
metoda chromatografii gazowej z detektorami ECD (Eadsforth i in. 1983), MS (Wollen i in.
1992, Khiin i in. 1996, Schettgen i in. 2002 a, b).
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3.4 REAKTYWNE FORMY TLENU | USZKODZENIA
WOLNORODNIKOWE

Tlen jest pierwiastkiem dominujacym w skorupie ziemskiej i stanowi 21% skladu
atmosfery. W trakcie ewolucji organizmy zywe musialy przystosowywaé si¢ do zmian
stezenia tlenu, ktére wahalo si¢ w granicach 18-35%. Wysokie stezenia tlenu dzialaja
toksycznie poprzez utlenianie poszczegodlnych struktur komorkowych powodujac uszkodzenie
organizmu. Czasteczka tlenu ma wlasciwosci utleniajace, w reakcjach moze przyjmowac
elektrony, w ten sposob ulega¢ redukcji. Catkowita redukcja O, prowadzi do powstania
dwoch czasteczek wody poprzez przyjecie czterech elektronow oraz dwdch protonéw. Proces
catkowitej redukcji zachodzi stosunkowo rzadko ze wzgledu na paramagnetyczne
wlasciwosci czasteczki tlenu (liczba kwantowa catkowitego spinu =1).

Czasteczka tlenu moze réwniez ulegaé (czesciowej) jednoelektronowej redukcji. Produktami

posrednimi sa tzw. reaktywne formy tlenu (RFT), popularnie cho¢ niezbyt
poprawnie nazywane wolnymi rodnikami: anionorodnik ponadtlenkowy O,”, nadtlenek

wodoru H,0, oraz rodnik hydroksylowy "OH.

2H+ H+ H+
AN \
O,—— =0y —_ > H0, 7 H,0 +°OH T 2H,0
e’ e’ e =l
de”

Ryec. 6. Schemat redukcji czgsteczki tlenu (Bartosz 2003).

Rodnik jest atomem lub czasteczka zdolna do samodzielnego istnienia, posiadajaca jeden lub
wigcej niesparowanych elektronow. Kluczowa cecha o duzym znaczeniu w biologii jest ich
wysoka reaktywnos¢, ktora determinuje oddzialywania ze strukturami komoérkowymi. Moga
reagowa¢ z waznymi elementami subkomorkowymi wywierajac powazny wplyw na ich
funkcjonowanie i tym samym caty organizm.

Jednoelektronowe reakcje redukcji tlenu maja miejsce w niektorych procesach

fizjologicznych — giéwnie w oddychaniu mitochondrialnym 1 fagocytozie.
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Réownowaga dla RFT w komoérkach sa mechanizmy obronne, do ktorych zaliczy¢ mozna:
obecnos¢ przeciwutleniaczy 1 enzymatyczne uktady unieszkodliwiania. Elementy tej ochrony
to:

o Czynniki, ktére w sposob enzymatyczny usuwaja wolne rodniki. Przyktadami
sa: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), peroksydaza glutationowa (GPx) czy katalaza (CAT).

o Biatka minimalizujace dostgpnos$¢ pro-oksydantow (katalizatorow reakeji
wolnorodnikowych) takich jak: zelazo, miedZ czy hem. Przykladami sa: transferyna,
haptoglobiny 1 metalotioneina. Do tej kategorii mozna zaliczy¢ takze ceruloplazming — biatko
utleniajace jony zelaza.

. Biatka chroniace bioczasteczki przed zniszczeniem przez inne czynniki, np.:
biatka szoku termicznego.

. Niskoczasteczkowe substancje o wlasciwosciach ,,zmiatania” wolnych
rodnikéw. Do grupy tej zalicza si¢ migdzy innymi: glutation, tokoferol 1 kwas askorbinowy,
kwas moczowy oraz bilirubing.

Antyoksydanty sa to substancje, wystgpujace w niskich st¢zeniach w poréwnaniu z
substratem majacym ulec utlenianiu, ktére znacznie zmniejszaja lub catkowicie zapobiegaja
utlenianiu.

Zaznaczy¢ trzeba, ze wymienione antyoksydanty nie dzialaja uniwersalnie w kazdych
okoliczno$ciach. Moga na przyklad zapobiega¢ uszkodzeniom lipidéw w danych warunkach

stresu oksydacyjnego, lecz nie beda jednoczesnie hamowac utleniania biatek.

Katalaza

Katalaza jest hemoproteina, katalizujaca reakcje:
- dysproporcjonowania H,O,
H,0,+ H,O0,=2H,0+ O,
- utleniania innych substratéw: metanolu, etanolu, mréwczanu oraz chinonéw.
Aktywnos¢ tego enzymu jest zlokalizowana w wigkszo$ci narzadow zwierzat, a najwigksza
aktywno$cia charakteryzuje si¢ watroba. Wysoka aktywno$¢ obserwuje si¢ takze w

erytrocytach, gdzie spetnia funkcje ochronne przed H,O, powstajacym wskutek dysmutacji
0,” w trakcie autoutlenienia hemoglobiny. Szybka dyfuzja H,O,, jej zdolnoéé¢ do przenikania

przez btony erytrocytow sprawia, ze katalaza krwinkowa moze spetnia¢ funkcje ochronne dla
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catego organizmu. Enzym zlokalizowany jest w subkomoérkowych strukturach zwanych

peroksysomami (Halliwel 1 Gutteridge 2003).

Glutation i inne tiole

Niskoczasteczkowy tripeptyd — glutation (GSH) oraz reszty sulfhydrylowe biatek
(gtownie reszty —SH cysteiny) sa jednymi z gldéwnych elementéw obrony antyoksydacyjne;.
GSH wystepuje w cytoplazmie w stgzeniach milimolowych i jest gtéwnym rozpuszczalnym
tiolem. Grupy tiolowe biatek stanowia zardwno rozpuszczalna jak i zwiazana z btonami
frakcj¢ ogolnych tioli. Atom siarki w grupie sulthydrylowej tatwo oddaje elektron, co
powoduje jego wysoka reaktywnos¢.

GSH jest substratem wielu reakcji enzymatycznych (GPx, GST, GR), wraz z GSSG — jego
utleniong forma, stanowi bufor tiolowy. Stan tego ukladu, mierzony stosunkiem stgzen
GSH/GSSQG, jest wskaznikiem stresu oksydacyjnego.

Obecnos$¢ mechanizmdéw ochrony przed RFT jest podstawa istnienia homeostazy w
komoérkach. Zachwianie réwnowagi poprzez stymulacje produkcji RFT lub/i ostabienie
ochrony antyoksydacyjnej prowadzi do stanu, ktory okre§la si¢ mianem ,stresu
oksydacyjnego”.

Stres oksydacyjny to catoksztatt proceséw biochemicznych, ktoérych przyczyna sa wolne
rodniki.

Istnieja dwie metody badania proceséw wolnorodnikowych: bezposrednia detekcja w
materiale biologicznym lub okres$lanie stopnia uszkodzen struktur komorkowych. Pierwsza
metoda nastr¢cza trudnosci wynikajacych z reaktywnosci 1 ultrakrotkiego ,,zycia” rodnikow,
druga z kolei jest niespecyficzna a wyniki czgsto trudne do interpretacji.

Wolne rodniki sg pojeciem szerszym od RFT, bo obejmuja takze rodniki o innym charakterze:
azotowe czy alkilowe. Nasilone procesy wolnorodnikowe moga powodowa¢ uszkodzenia w
strukturze komorki. W zasadzie wszystkie elementy komorki: lipidy, biatka, kwasy
nukleinowe czy weglowodany ulegaja tego typu uszkodzeniom (Ryc. 7).

Lipidy ulegaja pod wplywem RFT peroksydacji, ktéra gléwnie dotyczy WNKT
(wielonienasycone kwasy tluszczowe) bton komorkowych i1 jest reakcja tancuchowa
prowadzaca do wytworzenia nadtlenkow kwasow ttuszczowych. W procesie peroksydacji jak
w kazdej reakcji wolnorodnikowej mozna wyr6zni¢ etapy inicjacji, propagacji i terminacji.

Powstale w wyniku terminacji produkty w wyniku dalszych przemian (gléwnie -eliminacji)
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prowadza do powstania kilku-, kilkunastowgglowych: aldehydow, hydroksyaldehydow, a
takze weglowodordw, jak etan czy pentan (Ryc. 7) (Bartosz 2003, de Zwart i in. 1999).
Sposrdad tych produktow najwigkszym zainteresowaniem badaczy cieszy si¢ dialdehyd
malonowy (MDA) i 4-hydroksynonenal (HNE). Aldehydy te moga
reagowa¢ z grupami tiolowymi i aminowymi bialek, lipidow, aminocukréw i zasad
azotowych, wchodzacych w sktad kwasow nukleinowych. Reaktywno$s¢ MDA 1 innych
produktow peroksydacji lipidow wykorzystano do oznaczen ilosciowych, kwas
tiobarbiturowy (TBA) w kwasnym Srodowisku tworzy z nimi rézowy kompleks, ktory
wykazuje maksimum absorpcji przy 532 nm lub fluorescencji przy 553 nm. Kompleks ten
mozna rowniez poddac¢ ekstrakcji np. n-butanolem przed oznaczeniem kolorymetrycznym. Ze
wzgledu na mala wybidrczo$¢ tego testu, precyzyjniej jest okresla¢ oznaczane produkty
peroksydacji  lipidow jako substancje reagujace z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS).

Istnieje wiele modyfikacji tego najczesciej wykonywanego testu peroksydacji lipidow, z
ktorych najbardziej specyficzne opieraja si¢ na koncowej analizie metoda HPLC.

Produkty peroksydacji lipidow modyfikuja tez witasciwosci fizyczne bton
komoérkowych.  Wprowadzenie polarnych grup nadtlenkowych, ketonowych czy
aldehydowych do fosfolipidow wewnatrz blony obniza jej hydrofobowos$¢ jednoczesnie
zwigkszajac przepuszczalnos¢ dla substancji polarnych.

Peroksydacja lipidéw jest uwazana za jeden z gldéwnych mechanizméw dziatania RFT na

organizmy zywe.
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Ryec. 7. Schemat odzialywan RFT ze skladniami struktur komérkowych (de Zwart i in. 1999)
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3.5 WPLYW CPF I CM NA PARAMETRY WOLNORODNIKOWE -
STAN BADAN

W ostatnich latach wzroslo zainteresowanie badaniami stresu oksydacyjnego.
Poszukuje si¢ dotychczas nieznanych mechanizméw dziatania ksenobiotykow.
Udowodniono, ze uszkodzenia powodowane przez RFT sa przyczynami wielu chorob:
nowotworow, cukrzycy, arteriosklerozy, jaskry i in.. Prowadzono tez badania nad tym w jaki
sposob ekspozycja na pestcydy wpltywa na produkcj¢ RFT i ochrong antyoksydacyjna
organizmu.
Dostgpnych jest niewiele doniesien na temiat udzialu reaktywnych form tlenu w toksycznos$ci
syntetycznych piretroidow 1 insektycydow fosforoorganicznych. Opisane badania
przeprowadzono zaréwno in vivo jak i in vitro na szczurach, myszach, krolikach a takze
badano parametry stresu oksydacyjnego u ludzi narazonych zawodowo na kontakt z
wymienionymi pestcydami (Prakasam i in. 2001).

Szczegolny nacisk ktadzie si¢ na wptyw CPF na uklad nerwowy, ktory jest
szczegOlnie wrazliwy na uszkodzenia wolnorodnikowe, wskutek wysokiego zuzycia tlenu,
duzej zawartosci lipidéw oraz niskiego stezenia endogennych antyoksydantow w moézgu.
Nasilenie produkcji RFT moze by¢ jedna z przyczyn uszkodzen neuronéw.

Wyniki uzyskane przez wielu autoréw, czgsto réznia si¢ migdzy soba, co moze wynikaé z
odmiennego sposobu dawkowania pestycydow, gatunku zwierzat czy stosowanych metod
biochemicznych.

Chloropiryfos w doswiadczeniu in vitro wzmagal peroksydacj¢ lipidow i
powodowat obnizenie aktywnosci katalazy w erytrocytach. Autorzy tego raportu stosowali
stezenia CPF w zakresie 0,01-100 g/L. Majac na uwadze rozpuszczalno$¢ chloropiryfosu w
wodzie (2 mg/L), wyniki tego eksperymentu nie wydaja si¢ miarodajne (Gultekin 1 in. 2000).
Narazenie populacji generalnej na CPF, Lodovici 1 in. (1997) okreslili na 10 pg/kg m.c./dzien.
Taka ilos¢ insektycydu podawano szczurom wraz z pasza przez 10 dni 1 oznaczano st¢zenie
80H2dG w hepatocytach. Nie stwierdzono réznic pomigdzy grupa narazana i kontrolna.

Goel i in. (2005) obserwowali u szczuréw otrzymujacych CPF w dawce dziennej 13,5
mg/kg m.c. przez 8 tygodni istotny wzrost stezenia produktow peroksydacji lipidow w
watrobie, a takze wzrost aktywnosci SOD, GPx 1 GR, natomiast nastapit spadek stezenia GSH
oraz inhibicja aktywnosci CAT i GST.
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Wazrost stezenia TBARS oraz zmniejszenie stosunku GSH/GSSG obserwowali Verma i
Srivastava (2001) w mdzgu szczurdow otrzymujacych chloropiryfos.

Ponadto przy narazeniu na inny insektycyd fosforoorganiczny — malation, u szczuréw
obserwowano wzrost stgzenia TBARS w osoczu i §linie (Abdollahi i in. 2004), a u ludzi

zatrutych malationem spadek stezenia GSH w limfocytach (Seth i in. 2001).

Grajeda-Cota 1 in. (2004) w doswiadczeniu in vitro badali wpltyw kwasu
askorbinowego na cytotoksyczno$¢ cypermetryny i metabolizm GSH w hepatocytach
szczurow. W obecnosci CM stwierdzono istotny wzrost aktywnosci ASP i ALT, a takze
spadek aktywnos$ci GST i y-GTP. Obecno$¢ kwasu askorbinowego znacznie zmniejszata
rozmiar uszkodzen powodowanych przez cypermetryng.

Zbadano wptyw piretroidow: cypermetryny 1 permetryny na uszkodzenia

limfocytarnego DNA u szczurow narazanych doustnie na wymienione insektycydy.
Uszkodzenia DNA moga m.in. wynika¢ z dziatania wolnych rodnikéw na nici DNA. Metoda
kometowa wykazala, ze tylko permetryna w dawce 150 mg/kg m.c. podawana przez 60 dni
powodowata wzrost wszystkich parametrow metody. CM nie powodowala takich skutkow
nawet przy dawce rownej 10% LDs (25 mg/kg m.c.). Ponadto permetryna (300 mg/kg m.c.)
istotnie obnizata aktywno$¢ CAT, natomiast nie powodowata zmian w aktywnosci SOD
(Gabbianelli i in. 2004).
Nasuti 1 in. (2003) badali zachowanie m.in. SOD, CAT, GPx w btonach erytrocytow
szczurdw otrzymujacych doustnie techniczng CM (62,8:37,2 trans:cis) w dawce niskiej 2,5
mg/kg m.c. (1/100 LDsp) 1 wysokiej 25 mg/kg m.c. oraz permetryng w dawce niskiej 15 1
wysokiej 150 mg.kg m.c. przez 60 dni. Miara peroksydacji lipidow w tym do$wiadczeniu
byto stezenie sprzezonych diendw. Niskie dawki insektycydéw nie powodowaty indukcji
peroksydacji lipidow, wysokie dawki z kolei istotnie zwigkszaly ilo$¢ sprz¢zonych dienow.
Podobnie niskie dawki nie powodowaly zmian aktywnosci: GPx, CAT czy SOD. Aktywno$¢
GPx ulegata obnizeniu tylko w grupie otrzymujacej permetryng, aktywnos¢ SOD i CAT
ulegaty podwyzszeniu w obu grupach otrzymujacych wyzsze dawki insektycydow.

Wptyw technicznej cypermetryny (brak danych odnos$nie skladu izomerycznego) po
podaniu dawki jednorazowej (170 mg/kg m.c.) lub wielokrotnej (75 mg/kg m.c. przez 5 dni)
na peroksydacj¢ lipidéw w mozgu i watrobie zbadano w do$wiadczeniu na szczurach. We
wszystkich grupach doswiadczalnych obserwowano nasilenie peroksydacji lipidow w
watrobie oraz mdzgu, z tym ze w mozgu istotny wzrost widoczny byt tylko w 4 godziny po

podaniu jednorazowej dawki, a po uplywie doby, nastapil powrdét do poziomu grupy
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kontrolnej. Ponadto, obserwowano istotne statystycznie obnizenie poziomu GSH w watrobie
we wszystkich wariantach ekspozycji, w mozgu natomiast spadek GSH byt znaczacy 4
godziny po podaniu dawki 170 mg/kg m.c. CM nie wykazywata Zadnego wplywu na
aktywnos$¢ GST. Suplementacja allopurinolem (inhibitor oksydazy ksantynowe;j) i witamina E
przed ekzpozycja na CM powodowata spadek intensywnosci peroksydacji lipidow w watrobie

1 mézgu (Giray 1 in. 2001).
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4 CEL PRACY

Celem pracy bylo zbadanie interakcji chloropiryfosu 1 a-cypermetryny w fazie
toksykokinetycznej oraz okreslenie wptywu pojedynczych substancji oraz ich mieszaniny na
wybrane parametry stresu oksydacyjnego a takze aktywnos¢ cholinoesterazy u szczurow.

Doboru dawek insektycydow dokonano w odniesieniu do danych literaturowych a takze
w oparciu o wlasne, wstgpne doswiadczenia. Zalozeniem byto zastosowanie dawki zblizonej
do najnizszej nie powodujacej widocznych efektow szkodliwych (NOAEL) lub najnizszej
dawki powodujacej stabe efekty toksyczne (LOAEL). Na podstawie prac Malaviya i in.
(1993), Breslina i in. (1996) oraz Mosera (1995) dawki nie powodujace widocznych efektow
toksycznych mieszcza si¢ w zakresie 5-15 mg/kg m.c. w ekspozycji doustnej, podostrej
zaréwno dla chloropiryfosu jak i cypermetryny.

We wstgpnym doswiadczeniu wykazano, ze zwierzg¢ta dobrze znosity dawki ok. 10%
LDsy obu pestycydow przez 14 dni (LDsy dla CPF i CM to odpowiednio 145 i 250 mg/kg
m.c.). Majac na uwadze wptyw chloropiryfosu na podwyzszenie toksycznosci cypermetryny,
zastosowano dawki pojedynczych insektycydow wielkosci 10 mg/kg m.c., natomiast w
przypadku ekspozycji tacznej postuzono si¢ zasada sumowania LDsy w mieszaninie stosujac 5
mg/kg m.c. kazdego z nich.

W doswiadczeniu w pierwszej kolejnosci zbadano toksykokinetyke substacji we krwi po
jednorazowej, dozotadkowej dawce zaro6wno pojedynczych zwiazkow jak i ich mieszaniny.
W trakcie pierwszej, a takze 13-tej 1 27-mej doby do$wiadczenia prowadzono zbidrkg moczu
w celu oceny wielkosci wydalania gtéwnych metabolitéw insektycydow. We krwi, watrobie
oraz mozgu oznaczono st¢zenia niezmienionych insektycydéw po 14 oraz 28 dniach
ekspozycji celem sprawdzenia zdolnos$ci chloropiryfosu 1 cypermetryny do kumulacji
materialnej. Mimo szybkiego metabolizmu obu ksenobiotykow i1 braku dowodow na istnienie
zjawiska kumulacji materialnej w tkankach innych niz tluszczowa, mozna przypuszczaé ze
taczna ekspozycja bedzie zwigkszaé retencje cypermetryny w organizmie. W konsekwencji
takiego procesu mogtoby dojs¢ do wywotania dziatania toksycznego przez nagromadzony
insektycyd.

Jako miar¢ potencjalnego dzialania toksycznego wybrano dotychczas mato poznany w
toksykologii pestycydow, ich wptyw na procesy wolnorodnikowe. Ze wzgledu na istniejace

dowody o dziataniu odleglym zwiazkéw fosforoorganiczych na uktad nerwowy (op6znione
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dzialanie neurotoksyczne) oraz nie w petni wyjasnione mechanizmy dziatania piretroidéw,
podjeto probe potaczenia tychze zagadnien w tej rozprawie.

Antycholinoesterazowy mechanizm dziatania chloropiryfosu jest dobrze poznany,
aktywno$¢ za§ tego enzymu stanowi biochemiczny marker narazenia na zwiazki
fosforoorganiczne. Wptyw syntetycznych piretroidow na cholinoesteraze byt juz wielokrotnie
badany, jednak wyniki do$wiadczen sa czgsto sprzeczne, a badania przeprowadzono na
réznych gatunkach zwierzat laboratoryjnych, z zastosowaniem réznych dawek i droég podania
cypermetryny o ré6znym sktadzie izomerycznym. Dlatego w obecnym doswiadczeniu zbadano
réwniez wptyw ekspozycji badanych insektycydow na aktywno$¢ cholinoesterazy w osoczu i

mozgu narazanych zwierzat.
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4.1 METODYKA BADAN

4.1.1 Zwierzeta doswiadczalne i opis ekspozycji

Do eksperymentu na zwierzgtach przystapiono po uzyskaniu pozytwnej opinii

Lokalnej Komisji Etycznej nr 53/04 (zatacznik nr 2).

Badania przeprowadzono na dwumiesi¢cznych szczurach, samcach szczepu Wistar o
poczatkowej masie ok. 300 £ 5 g, pochodzacych z jednolitej hodowli (Katedra i Zaktad
Toksykologii Akademii Medycznej w Poznaniu). Po 14 — dniowym okresie aklimatyzacji,

zwierzgta podzielono na 4 grupy:

1. kontrolna - otrzymujaca codziennie, dozotadkowo 0,5 ml oleju rzepakowego (18
sztuk)
2. CM - otrzymujaca codziennie, dozotadkowo a-cypermetryng w dawce

10 mg/kg masy ciata w 0,5 ml oleju rzepakowego (12 sztuk)
3. CPF - otrzymujaca codziennie, dozotadkowo chloropiryfos w dawce
10 mg/kg masy ciata w 0,5 ml oleju rzepakowego (12 sztuk)
4. CMCPF - otrzymujaca codziennie, dozotadkowo tacznie a-cypermetryng oraz

chloropiryfos w dawce po 5 mg/kg masy ciata w 0,5 ml oleju rzepakowego (12 sztuk)

Zwierze¢ta umieszcezone byly w klatkach po 6 sztuk w pomieszczeniu, w ktorym
utrzymywano temperaturg¢ 22-24 °C, wilgotno$¢ wzgledna ok. 70%, z zachowaniem cyklu
o$wietlenia (dzien/noc) 12/12 godz. z nieograniczonym dostgpem do wody pitnej oraz
standardowej paszy bytowej dla zwierzat laboratoryjnych LABOFEED B (Wytwoérnia Pasz,
mgr inz. A. Morawski, Kcynia, Polska). Rozwory olejowe pestycyddéw sporzadzano poprzez
rozpuszczenie preparatow technicznych w jadalnym oleju rzepakowym. Korekte dawki
uwzgledniajaca wzrost masy zwierzat wykonywano w cyklach tygodniowych. Szczury grupy
kontrolnej otrzymywaty przez caty czas trwania doswiadczenia olej rzepakowy.

W dniu rozpoczecia podawania insektycydow, 6 zwierzat kontrolnych poddano eutanazji, a w
pozyskanych tkankach oznaczono wyjsciowe parametry biochemiczne (grupa K 0).

Po podaniu pierwszej dawki pestycydoéw, 3 zwierzg¢ta z kazdej grupy doswiadczalnej
umieszczano w indywidualnych, szklanych klatkach metabolicznych (firmy SIMAX) i

zbierano mocz po 12 i 24 godzinach od momentu podania. Zwierzgta miaty nieograniczony
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dostgp do wody. Rejestrowano objetos¢ uzyskanego moczu, ktéry nastgpnie w
polietylenowych pojemnikach zamrazano w temperaturze -20 °C do czasu analizy
metabolitow. St¢zenia metabolitow w probkach moczu oznaczno metoda gradientowej
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem wielodiodowym, poprzedzona
hydroliza kwasna i ekstrakcja do fazy statej.

W celu poréwnania kinetyki wchlaniania pestycydéw 1 zbadania ich wptywu na
aktywnos¢ ChE w osoczu, 3 zwierzgtom, po 14 godzinnym odstawieniu paszy podano
jednorazowa dawke pojedynczych zwiazkow (10 mg/kg m.c.) lub mieszaniny (po 5 mg/kg
m.c.) i pobierano krew z zyty ogonowej po 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 12; 24 ; 48 oraz 96 godzinach.

13-go 1 27-go dnia 6 zwierzat z kazdej grupy umieszczano w klatkach metabolicznych
firmy SIMAX na jedna dobg w celu zebrania moczu (mocz uzyskany od zwierzat kontrolnych
wykorzystano do kalibracji metody oznaczania metabolitow oraz jako ,,probki slepe”). W tym
czasie zwierzgta pozbawione byly dostgpu do paszy, natomiast do wody miaty dostgp
nieograniczony. Dnia 14-go i1 28-go zwierzgta po przeniesieniu do klatek bytowych otrzymaty
ostatnia dawke pestycydow 1 po 4 godzinach poddawano je eutanazji (uSmiercania
dokonywano w lekkiej narkozie eterowej poprzez skrwawienie). Do badan pobierano krew z
serca (na heparyn¢ litowa), watrob¢ oraz mozg, ktére przemywano i umieszczano w
izotonicznym NaCl w lodzie (nadmiar krwi oraz tkanek pochodzacych od zwierzat
kontrolnych wykorzystywano do kalibracji metod oznaczania niezmienionych pestycydow).
Probki tkanek homogenizowano w buforze KCI — TRIS — HCI' w szklanych
homogenizatorach Pottera — Elvehjema, ktore takze byly umieszczone w trakcie
homogenizacji w lodzie.

Probki krwi pobierano do analizy pestycydow. Uzyskane 20% homogenaty oraz
pozostata krew wirowano przez 10 minut przy 3000 obr./min. w temperaturze 4°C, w
supernatancie (frakcja postjadrowa) oraz osoczu oznaczano parametry biochemiczne.

W dniu sekcji przeprowadzono oznaczenia: st¢zen TBARS i1 wolnych grup tiolowych,
aktywno$¢ katalazy i cholinoesterazy oraz analiz¢ niezmienionych pestycydow we krwi

metoda GC-ECD.

1 Bufor KCI-TRIS-HCI. Bufor TRIS-HCI sporzadzono przez zmieszanie 121 g TRIS-u z 700 ml 2N HCI.
Po ustaleniu pH = 7.4 roztwdr uzupetliano woda redestylowang do 1000 ml i przechowywano w temp.
4°C; roztwor KCI-TRIS-HCI ($rodowisko), sporzadzony ex tempore przez zmieszanie 10 ml 1M KCl z
1.32 ml r-ru TRIS-HCI i uzupetnienie do 66 ml woda redestylowana.
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Pozostate tkanki oraz mocz przechowywano w temperaturze -20°C do analizy zwiazkéw

macierzystych i metabolitow.

4.1.2 Oznaczanie pestycydow w tkankach

Zasada oznaczenia

Pestycydy z krwi ekstrahowano n-heksanem. Uzyskany ekstrakt, bez dalszego

oczyszczania poddawano analizie chromatograficznej (GC-ECD). Z tkanek ekstrakcjg

analitow prowadzono z uzyciem mieszaniny aceton — n-heksan (metoda Marei i in. 1982, w

modyfikacji wlasnej). Uzyskany ekstrakt przemywano woda i oczyszczano na kolumnach

wypetionych florisilem. Oznaczen ilosciowych dokonywano z uzyciem GC-ECD.

Odczynniki:

Chloropiryfos etylowy 99,3%, [PO Warszawa

Chloropiryfos metylowy 99,6 £ 0,1%, IPO Warszawa
a-Cypermetryna 99,1 + 0,2%, IPO Warszawa

Deltametryna > 99%, ROUSSEL UCLAF, Francja

n- Heksan ,,Baker Ultra - Resi Analyzed”, J.T. Baker, Holandia
Aceton ,,Baker Ultra - Resi Analyzed”, J.T. Baker, Holandia
Eter dietylowy ,,Baker Ultra - Resi Analyzed”, J.T. Baker, USA
Florisil 60-100 mesh, Fluka AG, Szwajcaria

Siarczan sodowy bezwodny, POCh S.A.

Azot N 5.6 badawczy, PRAXAIR

Aparatura:

wirdéwka MPW-50, Mechanika Precyzyjna - Warszawa
wirowka MPW-360 Mechanika Precyzyjna — Warszawa
wytrzasarka uniwersalna typu 327, PREMED
homogenizatory szklane, pojemnosci 10 ml
mikrostrzykawka Hamilton, poj. 10 ul

kolumny szklane, §rednica wewnetrzna 3 mm, dlugos$¢ 20 cm

54



Krew

200 pl krwi umieszczano w probowce typu Eppendorf, dodawano 600 ul
n-heksanu i poddawano ekstrakcji, wytrzasajac w wytrzasarce laboratoryjnej przez 15 minut.
Po odwirowaniu (13000 obr./min.), pobierano warstwe heksanowa i 2 pl poddawano analizie
chromatograficznej. Analizy iloSciowej dokonywano na podstawie krzywej wzorcowej
wykonanej poprzez ekstrakcje probek krwi, pochodzacych od szczuréw nienarazanych,

wzbogaconych w znane ilo$ci CPF i CM w zakresie 10 — 500 ng/ml.

Tabela 1. Parametry walidacyjne metody oznaczania CM i CPF we krwi pelnej.

Analit Zakres stgzen Liniowos¢ LOQ Precyzja®
ng/ml r ng/ml %
CPF 5-500 0,9993 5 3,59
CM 10-500 0,9997 10 5,09

% liczba pomiardéw 6, homogenna probka pochodzaca od narazanych zwierzat. Precyzja

wyrazona jako: odchylenie standardowe x 100% / §rednia

Tkanki

Odwazano ok. 0,5 g watroby Iub 0,25 g moézgu (z doktadnoscia do 0,001)
bezposrednio do szklanego homogenizatora typu Pottera — Elvehjema (mozg przed
odwazeniem, w celu ujednolicenia probki rozdrabniano przy wuzyciu nozyczek
chirurgicznych), dodawano nastepnie 100 pl roztworow wzorcow wewngtrznych (3 pg/ml
chloropiryfosu metylowego i1 3 pg/ml deltametryny, w n-heksanie) i homogenizowano w 5 ml
mieszaniny n-heksan — aceton (1:1, v/v). Uzyskany ekstrakt przenoszono do szklanych fiolek,
homogenizator za§ poptukiwano 5 ml mieszaniny n-heksan — aceton i taczono z ekstraktem.
Po wymieszaniu 4 ml uzyskanego ekstraktu poddawano dwukrotnemu plukaniu 3 ml wody
redestylowanej w probdéwkach szklanych. Pozostaly po przemyciu wyciag heksanowy

zageszcezano do objetosci mniejszej niz 1 ml, odparowujac go w strumieniu powietrza.
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Oczyszczanie na kolumnach wypetnionych florisilem.

Zageszczone wyciagi  heksanowe poddawano oczyszczaniu na kolumnach

wypehionych florisilem.

Przygotowanie florisilu oraz kolumn

florisil przed uzyciem kondycjonowano przez 16 godz. w 140 °C, nastgpnie po
wystudzeniu w eksykatorze, dezaktywowano go dodatkiem 2% (v/w) wody redestylowanej,
pozostawiajac w szczelnie zamykanym, szklanym naczyniu na 2 godziny, mieszajac co

pewien czas.

Korzystano z kolumn szklanych, o S$rednicy wewngtrznej 3 mm 1 dlugosci 20 cm,
umieszczano w nich kolejno: watg szklana, warstwe bezwodnego siarczanu sodowego, 2 g
florisilu oraz druga warstwg bezwodnego siarczanu sodowego. Przez tak przygotowane
kolumny przepuszczano 5 ml heksanu a nastgpnie probke. Anality eluowano 18 ml
mieszaniny eter etylowy — heksan (1:9, v/v). Eluat odparowywano w strumieniu powietrza,

pozostato$¢ rozpuszczano w 500 pl n-heksanu i 2 pl poddawano analizie chromatograficzne;.

W interpretacji iloSciowej stosowano metodg wzorca wewngtrznego.

Sprzet oraz warunki oznaczen chromatograficznych.

Analiz dokonywano przy uzyciu chromatografu gazowego Varian 3400
wyposazonego w detektor wychwytu elektronow (ECD) oraz sprz¢zony z komputerem PC
posiadajacym program VARIAN WORKSTATION wersja 4.5 do interpretacji danych
chromatograficznych. Rozdziatu analitow dokonano stosujac kolumng¢ o nastepujacych
parametrach: VARIAN WCOT 25m*0,53 mm ID, coating CP-SIL 13CB,

grubo$¢ filmu 1,0 pm.
Gaz no$ny: azot, 5.6 N badawczy
Przeptyw gazu no$nego: 7 ml/min
Dotadowanie bazy detektora: 23 ml/min

Temperatura dozownika: 270°C
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Temperatura kolumny: 140°C — 270°C (25°C/min) w ciagu 5,2 minut; przez

nastgpne 11 minut izotermicznie 270°C

Temperatura detektora: 300°C

Przesuw tasmy: 0,5 cm/min

Objetos¢ probki: 2 pl.

Czasy retencji:

4,59 min — chloropiryfos metylowy — CPFM (wzorzec wewngetrzny dla CPF),
4,91 min — chloropiryfos etylowy — CPF,
8,12 min — a-cypermetryna — CM,
9,68 min — deltametryna — DEL (wzorzec wewngtrzny dla CM).

Catkowity czas analizy: 16,2 minuty.

Tabela 2. Parametry walidacyjne dla oznaczen CPF i CM w tkankach.

Analit LOQ Precyzja Odzysk
ng/g m.m. % %
CPF 2,5 2,81 99,3
CM 10 3,30 106,9

Odzysk wzgledny, obliczany z wykorzystaniem S$rednich wspotczynnikow

korekcyjnych.
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4.1.3 Oznaczanie metabolitow w moczu

Do oznaczen metabolitéw zmodyfikowano metod¢ Abu-Quare i Abou-Donia (2001).
Probki moczu poddano hydrolizie kwasnej w celu uwolnienia metabolitéw z polaczen z
kwasami glukuronowym i siarkowym. Nastgpnie anality ekstrahowano do fazy statej, po
phukaniu ztoza 20% roztworem ACN w celu usunigcia polarnych interferencji, metabolity
wymywano ze ztoza acetonitrylem do kolbek miarowych i uzupetniano do 10 ml. Ekstrakty
analizowano przy uzyciu gradientowej HPLC z detektorem wielodiodowym.

Kalibracj¢ metody przeprowadzono poprzez wzbogacenie probek moczu
pochodzacego od zwierzat kontrolnych we wzrastajace ilosci substancji wzorcowych i

poddanie ich procedurze analitycznej rownolegle z probkami o nieznanym stg¢zeniu.

Odczynniki:
e Kwas solny, stgzony — POCH S.A.
e Acetonitryl do HPLC (gradient grade) — POCH S.A.
o Kwas fosforowy, stezony — Riedel-de-Haén
e Woda oczyszczona Milli-Q, 18 M Ohm - cm
e 3,5,6-trichloro-2-pirydynol, Supelco (Bellefonte,USA)

e Kwas 4-hydroksy-3-fenoksybenzoesowy, Roussell-Uclaf (Paris,

Francja)

e Kwas 3-fenoksybenzoesowy, Lancaster (Eastgate, Wielka Brytania)
Roztwory podstawowe substancji wzorcowych przygotowano w acetonitrylu w stezeniu
1 mg/ml 1 przechowywano w -20°C.

Przygotowanie probek

Mocz rozmrazano, po starannym wymieszaniu pobierano probke i poddawano
hydrolizie kwasnej w celu uwolnienia metabolitow z potaczen z kwasem glukuronowym
1 siarkowym. Do 1 mL moczu dodawano 0,2 ml st¢zonego kwasu solnego i umieszczano
szczelnie zamknigte fiolki szklane w suszarce laboratoryjnej na 90 minut w temperaturze
95 °C. Po ochlodzeniu, hydrolizat rozcienczano woda (1:1) i poddawano ekstrakcji do fazy

stale;j.
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Ekstrakcja

Do ekstrakeji zastosowano zestaw Bakerbond 12-G, kolumny szklane pojemnosci
3 ml wypetniano 300 mg ztoza Bakerbond C;s PolarPlus. Kondycjonowano przepuszczajac
przez ztoze 4 ml acetonitrylu a nastgpnie 4 ml wody zakwaszonej kwasem fosforowym do
pH 3, nanoszono 1,5 ml rozcienczonego hydrolizatu, probowke poptukiwano 1 ml wody
(pH 3). Nie dopuszczajac do wysuszenia ztoza przemywano 4 ml 20% acetonitrylu w wodzie
(pH 3). Nastgpnie suszono zloze przepuszczajac powietrze. Anality eluowano 2 ml
acetonitrylu do 10 ml kolbek miarowych i1 uzupetniano do kreski woda o pH 3. Krzywa
wzorcowa wykonywano poprzez analiz¢ probek moczu pochodzacych od szczurow
kontrolnych, wzbogaconych wzrastajacymi stezeniami oznaczanych analitow.

Analiza HPLC - DAD

Aparatura.

Uzyto zestawu firmy DIONEX sktadajacego sig z: czterokanalowej, gradientowej pompy
P580, termostatu kolumny STH 585, detektora z matryca diodowa UVD 340 S. Do obstugi
aparatury oraz obrobki danych chromatograficznych uzyto programu komputerowego
Chromeleon wersja 6.2. Rozdziat prowadzono w 40°C, przy predkosci przeptywu fazy
ruchomej 1,2 ml/min. Zastosowano kolumng: C;3 TSKgel SuperODS (10 cm, 4.6 mm, 2 pum)
firmy TosoHaas (Montgomeryville, USA). Fazg ruchoma stanowity: A — woda zakwaszona
kwasem fosforowym do pH 3 oraz B — acetonitryl.

Zastosowano elucje gradientowa wedlug programu: 0-1 min. — 25 % B, 1-8 min. — 25-45 %
B, 8-10 min. — 45 % B, 10-12 min. — 25 % B.

Nastrzykiwano 20 pl prébki.

Analizy iloSciowej dokonywano w oparciu o chromatogramy uzyskane przy dlugosci fali 210
nm.

Identyfikacji pikow chromatograficznych dokonywano w oparciu o zgodno$¢ czasow
retencji 1 uzyskanych widm UV-Vis. Analizy ilosciowej dokonywano na podstawie wielkosci
pol powierzchni pikéw. Wyniki przedstawiono jako ilo$¢ wydalonych metabolitéw w
przedziale czasowym oraz przeliczono je na rownowazny procent podanej dawki zwiazkow

macierzystych.
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Ryc. 12. Chromatogram uzyskany z ekstraktu probki moczu pochodzacego do zwierzat otrzymujacych

wylacznie CPF.
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Ryc. 14. Chromatogram uzyskany z ekstraktu probki moczu pochodzacego do zwierzat otrzymujacych
CM i CPF. (pik oznaczony numerem 4:X — niezidetyfikowany metabolit cypermetryny)
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Ryec. 15. Poré6wnanie chromatograméw. A — probka pochodzaca od zwierzat otrzymujacych CPF; B —
probka pochodzaca od zwierzat otrzymujacych CM; C — probka moczu pochodzaca od zwierzat
otrzymujacych CM i CPF, D — prébka pochodzaca od zwierzat kontrolnych wzbogacona dodatkiem
WZorcow.
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Ryec. 17. Widmo UV-Vis TCP.
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Tabela 3. Parametry walidacyjne metody oznaczania metabolitéw: TCP i 4OH3PBA w moczu.

Analit Zakres stezen Liniowos¢ LOQ Precyzja
pg/ml r ug/ml %
TCP 10 -90 0,9999 1 1,4
40H3PBA 0,5-50 0,9998 0,5 8,3
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4.1.4 Oznaczanie stezenia grup tiolowych metoda Sedlaka i Lindsaya
(1968)

Zasada oznaczenia

Kwas 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowy) reaguje z grupami tiolowymi (-SH) biatek.
Produkt tej reakcji, zoOtty anion 5-tio-2-nitrobenzoesowy jest miara liczby tych grup w
badanym materiale. Anion ten wykazuje maksimum absorpcji przy A =412 nm.

Odczynniki

e Bufor fosforanowy 10 mM, pH 8 (Na,HPO4/NaH;,PO,),
e Kwas 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowy) (DTNB) — 10mM roztwor w buforze,
e 10% roztwor SDS w metanolu.

Wykonanie
Do: 100 pl osocza,

100 pl homogenatu mozgu,

100 pl rozcienczonego (1:4) homogenatu watroby, dodawano 600 pul 10% SDS a
nastgpnie po wymieszaniu 2 ml buforu fosforanowego pH 8 oraz 300 ul 10mM DTNB i po 15
minutach odczytywano warto$¢ absorbancji przy 412 nm wobec proby Slepej. Wyniki
obliczano na podstawie milimolowego wspotczynnika absorpcji dla jonu 5-tio-2-
nitrobenzoesowego, ktory wynosi 13,6 mM ™ 1 cm.

Wyniki przedstawiono w mM lub uM/g bialka.

Precyzja 6 oznaczen jednorodnej probki wyniosta: 1,99%.
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4.1.5 Oznaczanie stezenia TBARS w osoczu i tkankach wg Rice-Evans
(1991)

Zasada oznaczenia
W metodzie tej, dokonuje si¢ pomiaru absorbancji barwnego (r6zowego) kompleksu,

produktu reakcji kwasu tiobarbiturowego z MDA oraz innymi aldehydami, przy A = 532 nm.

Odczynniki

e 2 % roztwor etanolowy BHT

e 40 % roztwor TCA

e 5 M roztwor kwasu solnego

e 2 % roztwér TBA, sporzadzony przez rozpuszczenie 2 g TBA w ok. 70 ml wody
redestylowanej, alkalizacj¢ wodorotlenkiem sodu do pH 10 + 14 i uzupehienie do 100

ml woda redstylowana;

Wykonanie

Odmierzano 300 pl materialu biologicznego (osocze, homogenat tkankowy) i uzupekniano
do 1970 pl srodowiskiem KCI — TRIS — HCI. Nastgpnie kolejno dodawano, za kazdym razem
starannie mieszajac:

e 30 pl 2 % etanolowego roztworu BHT

e 500 ul 40 % TCA

e 250 ul5MHCI

e 500 ul 2% TBA.

W sposob analogiczny wykonywano krzywa wzorcowa, zastepujac material biologiczny
odpowiednia objgtoscia 5 uM roztworu tetrametoksypropanu w zakresie 0,5 — 1,5 nM na
probke.

Po starannym wymieszaniu, probowki umieszczano we wrzacej tazni wodnej na 20 minut. Po
odwirowaniu przy 3000 obr./min., dokonywano pomiaru absorbancji supernatantow przy
uzyciu 1 cm kuwety szklanej wobec proby $lepe;j.

Wyniki przedstawiono jako nM/mg biatka.

Precyzja metody wyznaczona na podstawie 6 pomiaréw jednorodnej probki osocza wyniosta:

5%.
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4.1.6 Oznaczanie aktywnosci katalazy metoda spektrofotometryczna
wg Aebi (1984)

Zasada oznaczenia

Katalaza rozklada nadtlenek wodoru, ktéry absorbuje promieniowanie UV

(A=240 nm). Spadek absorbancji w czasie jest miara aktywnosci enzymu.

Odczynniki

Bufor fosforanowy pH 7,0:
o 2,817 g KH,PO4 rozpuszczano w 500 ml wody redestylowanej
o 7,828 g Na,HPO, ropuszczano w 500 ml wody redestylowanej
Uzyskane roztwory mieszano ze soba do osiagnigcia pH 7, a nastgpnie

uzupetniano woda redestylowana do objetosci 1L.

30 mM nadtlenek wodoru w buforze fosforanowym pH 7

0 340 uL 30% H,0, uzupetiano w kobie miarowej do objetosci 100 ml buforem

1% roztwor Tritonu X-100 w buforze fosforanowym

0,9% roztwor NaCl

Krwinki

Pelna krew wirowano przy 3000 obr./min przez 10 minut. Osocze i biate krwinki
odrzucano, a krwinki czerwone ptukano trzykrotnie réwna objetoscia 0,9% NaCl. 100 pl
krwinek hemolizowano w 400 ul wody redestylowanej w probowkach typu Eppendorf.
Hemolizat rozcienczano 500-krotnie buforem fosforanowym o pH 7. Do analizy pobierano po
2 ml rozcienczonego hemolizatu i 1 ml roztworu H,O, (30 mM) w buforze fosforanowym o
pH 7. Spadek absorbancji mierzono w ciagu 30 s w kuwecie kwarcowej o grubosci 1 cm, przy

dhugosci fali A =240 nm.
Watroba

0,5 ml homogenatu rozcienczano réwna iloscia roztworu Tritonu X-100 (1%) w
buforze fosforanowym o pH 7, tak otrzymany homogenat rozcienczano 500-krotnie buforem
fosforanowym o pH 7. Do analizy pobierano po 2 ml rozcienczonego homogenatu i
dodawano 1 ml roztworu H,O; (30 mM) w buforze fosforanowym o pH 7.

Warunki oznaczenia jak w przypadku krwinek.
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Precyzj¢ oznaczen aktywnosci katalazy wyznaczono na podstawie szesciu pomiarow
jednorodnych probek pochodzacych z tego samego materiatu. W ten sposéb wyliczona

precyzja wyniosta: 5,4%.

4.1.7 Oznaczanie aktywnosci cholinoesterazy metoda Ellmana i in.
(1961)

Zasada oznaczenia

Cholinoesteraza hydrolizuje jodek acetylotiocholiny do tiocholiny i octanu. Tiocholina
reaguje z kwasem 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowym) (DTNB) tworzac zotty anion 5-tio-2-
nitrobenzoesowy, ktorego st¢zenie jest mierzone przy A =412 nm.

Odczynniki

e 0,05 M bufor fosforanowy o pH 7,9
e roztwor DTNB w 0,05M buforze fosforanowym o pH 7.9
e 0,156 M wodny roztwor ATChI

Aparatura

e spektrofotometr, Spekol 11 C. Zeiss
e termostat blokowy TBU-1, Cabrolab Electronic
e ultratermostat

Wykonanie oznaczenia

Do probowki szklanej odmierzano 3 ml DTNB w buforze fosforanowym, dodawano 20 pl
osocza lub homogenatu moézgu i inkubowano w 37 °C. Po inkubacji dodawano 100 ul ATChI
i dokonywano pomiaru kinetycznego w ciagu 2 minut, przy A = 412 nm. Wykonywano takze
pomiar nieenzymatycznego rozktadu ATChI, w probce zawierajacej DTNB oraz substrat w
nieobecnosci probki. Wyniki oznaczen w materiale biologicznym pomniejszano o warto$¢
nieenzymatycznego rozktadu.
Pomiar prowadzony byt w kuwetach 1 cm w termostatowanej przystawce w 37°C.
Aktywnos$¢ enzymu wyrazono jako ilo$¢ umoli substratu roztozonego w ciagu minuty przez
enzym zawarty w 1L osocza lub 1g tkanki.
W kazdej serii oznaczen dokonywano pomiaru aktywnosci ChE w certyfikowanym materiale
odniesienia (Validate A, Organon —Teknika), co stanowito kontrolg jako$ci oznaczen.

Precyzja wyznaczona na podstawie 6 pomiaréw jednorodnej probki osocza wyniosta: 5,1%
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4.1.8 Oznaczanie stezenia biatka

Do oznaczania zawartosci biatka w materiale biologicznym zastosowano metodg

Lowry’ego i in. (1951) z wotowa albuming surowicza jako wzorcem.
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5 WYNIKI I OPRACOWANIE STATYSTYCZNE

Rezultaty badan przedstawiono w tabelach oraz w postaci graficzne;.

W tabelach liczba pomiaréw dla kazdej $redniej, o ile nie zaznaczono inaczej, wynosi 6.
Oceny statystycznej dokonano na podstawie pordwnania $rednich pomigdzy grupami
doswiadczalnymi za pomoca testu istotnos$ci t-studenta poprzedzonego testem jednorodnosci
wariancji F.

Do obliczen i tworzenia wykresow stosowano programy komputerowe:

Microsoft Office Excel 2003® Microsoft oraz Statistica 7.1, StatSoft Polska.

Przyjeto nastepujace oznaczenia i poziomy istotnosci:

n.s.  — brak réznicy statystycznej
* - p<0,05
ko - p<0,02
kkk_p<(,01

#xkk - p<0,001
Legenda do wykresow:

o Srednia

U - blad standardowy

]: - odchylenie standardowe
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Tabela 4. Wybrane parametry toksykokinetyczne po podaniu jednorazowej dawki

insektycydow oraz ich mieszaniny.

CMCPF 5 mg/kg m.c.

Parametr CM 10 mg/kg m.c. CPF 10 mg/kg m.c.
CM CPF
T max. (h) 3 4 6 6
C max. (ng ml™) 123,9+8,92 164,9+9,34 347,1+43.3 17,3£3,3
AUC (o (h ng ml™) 671,9+42,1 1164,1+84,7 1553,5+184,2 163,6+26,9
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Ryec. 18. Wykres zaleznos$ci pomigdzy stezeniem CPF we krwi a czasem po podaniu
insektycydu w dawce 10 mg/kg m.c.
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Ryc. 19. Wykres zaleznosci pomigdzy stgzeniem CM we krwi a czasem po podaniu
insektycydu w dawce 10 mg/kg m.c.
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Ryec. 20. Wykres zaleznos$ci pomigdzy stezeniem CPF we krwi a czasem po podaniu
jednorazowej dawki zawierajacej po 5 mg/kg m.c. CPF i CM.
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Ryc. 21. Wykres zalezno$ci pomigdzy stgzeniem CM we krwi a czasem po podaniu
jednorazowej dawki zawierajacej po 5 mg/kg m.c. CM i CPF.

30

74



Tabela 5. Stgzenia pestycydow w badanych tkankach.

Krew (ng/ml) Watroba (ng/g) Mobzg (ng/g)
Grupa zwierzat
CM CPF CM CPF CM CPF
oM 14 dni 168,2+84.4 ; 144,5+73.0 ] 109,1+37,2 -
28 dni  287,3+142.6 ; 273,0499,7 ; 198.,0+ 64,5 -
14 dni - 68,9+12,5 - 1053,6+736.0 - 345,7+275,2
P 28 dni - 59,8+60,5 - 1044,8+932,7 - 272,6+277,9
14 dni 250,2492,3 18,2+7,5 342,8+143,6 250,7+48,1 53,2+15,1 78,5+30,7
CMicPr 28 dni 154,9+31,4 14,4+7,6 631,9+283,3 195,8+110,3  128,3+29,2  75,3+69,0

Wyniki podane w tabeli sa wyrazone jako $rednia warto$¢ szesciu oznaczen + odchylenie standardowe.

75



Tabela 6. Wydalanie metabolitow z moczem.

Probk Wydalanie metabolitow Ilo$¢ wydalonych metabolitow jako (%)
robka
Tlos¢ (stezenie) i1 (catkowita ilo$¢) podanej dawki zwiazku macierzystego®
Grupa moczu
dawek 40OH3PBA CcP
(h) CM* CPF
(ug/ml) (1g) (ug/ml) (1g)
0-12 31,94 187,22 - - 24,39 -
12-24 22,29 233,34 - - 30,40 -
CM
13 0-24 28,09 416,57 - - 46,52 -
27 0-24 53,14 788,06 - - 88,01 -
. 0-12 - - 113,44 499,15 - 29,34
12-24 - - 59,88 467,09 - 27,46
CPF
13 0-24 - - 70,20 1041,07 - 52,45
27 0-24 - - 81,40 1207,16 - 60,82
. 0-12 2,20 9,85 36,17 161,70 1,28 19,00
12-24 4,06 46,67 32,44 373,01 6,08 43,85
CMCPF
13 0-24 5,00 74,15 27,60 409,31 8,28 41,25
27 0-24 7,35 109,00 41,70 618,41 12,17 62,32

Wyniki przedstawiaja wartosci $rednie z 3 pomiarow
* — odzysk zwiazkdéw macierzystych obliczano na podstawie ilo$ci wydalonych gtéwnych metabolitow: 4OH3PBA i TCP



Tabela 7. Statystyczne poréwnanie zwartosci CM we krwi.

KREW

stezenie ng/ml
X +SD

CM 14
168,2 £ 84,4

CMCPF 14
250,2+£92,3

CM 28
287,3 +142,6

CMCPF 28
1549 +£31,4

CM 14
168,2 + 84,4

n.s.

n.s.

n.s.

CMCPF 14
250,2+92,3

p <0,05

CM 28
287,3 £142,6

n.s

n.s

n.s

CMCPF 28
1549+31,4

p <0,05
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Tabela 8. Statystyczne poréwnanie zwartosci CM w watrobie.

WATROBA

stezenie ng/g m.m.
X +SD

CM 14
144,5+73

CMCPF 14
342,8 £143,6

CM 28
273 £99,7

CMCPF 28
631,9 £283.3

CM 14
144,5+73

p <0,02

p <0,05

p <0,01

CMCPF 14
342,8 +£143,6

p < 0,02

n.s.

p <0,05

CM 28
273 +£99,7

p < 0,05

n.s.

p < 0,02

CMCPF 28
631,9 +283,3

p <0,01

p <0,05

p <0,02
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Ryc. 23. Zawartos¢ CM w watrobie.
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Tabela 9. Statystyczne poréwnanie zwartosci CM w mozgu.

MOZG
stezenie ng/g m.m.
X +SD

CM 14
109,1 £37,2

CMCPF 14
53,2+15,1

CM 28
198,0 + 64,5

CMCPF 28
128,3 £29,2

CM 14
109,1 £37,2

p <0,01

p < 0,05

n.s.

CMCPF 14
53,2+ 15,1

p <0,01

p < 0,001

p < 0,001

CM 28
198,0 £ 64,5

p < 0,05

p < 0,001

p <0,05

CMCPF 28
128,3 +£ 29,2

n.s.

p < 0,001

p <0,05
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Tabela 10. Statystyczne poréwnanie zwartosci CPF we krwi.

KREW

stgzenie ng/ml
X +SD

CPF 14
68,9+ 12,5

CMCPF 14
18,2+7,5

CPF 28
59,8 £ 60,5

CMCPF 28
14,4 7,57

CPF 14
68,9+ 12,5

p < 0,001

n.s.

p < 0,001

CMCPF 14
182+7,5

p < 0,001

n.s.

n.s.

CPF 28
59,8 £ 60,5

CMCPF 28
14,4 +7,57

p < 0,001

n.s.

n.s.
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Tabela 11. Statystyczne pordwnanie zwarto$ci CPF w watrobie.

WATROBA

stezenie ng/g m.m.
X +SD

CPF 14
1053,6 + 736

CMCPF 14
250,2+92,3

CPF 28
1044,8 £ 932,7

CMCPF 28
195,8 £ 110,3

CPF 14
1053,6 + 736

p <0,05

n.s.

p < 0,02

CMCPF 14
250,2+92,3

p <0,05

n.s.

n.s.

CPF 28
1044,8 +932,7

CMCPF 28
195,8 £110,3

p <0,02

n.s.

n.s.
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Tabela 12. Statystyczne porownanie zawartosci CPF w mozgu.

MOZG CPF 14 CMCPF 14 CPF 28 CMCPF 28

zenie ng/g m.m.
Stqzem}e cap | 34572752 | 7854307 | 272642779 | 7534690

CPF 14
345,7+275,2

p <0,05 n.s. p <0,05

CMCPF 14

p <0,05 n.s. n.s.
78,5 + 30,7

CPF 28
272,6 £277,9

n.s. n.s. n.s.

CMCPF 28
p <0,05 n.s. n.s.

75,3 £69,0
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Ryc. 27. Zawartos¢ CPF w mozgu.




Tabela 13. Stgzenie grup tiolowych w badanych tkankach.

Czas ekspozycji (w dniach)

Tkanka G.r“pat
ZwWierza 0 14 28
K 8,245 + 0,288 8,362 + 0,448 9,455 + 0,400
CM 5,801 +0,635" " | 5,591+0,753
0S0CzZe
[uM/g biatka] | CPF 6,511£0,894"" | 7,055+1,694"
CMCPF 6,231 +0,839 " | 6,260+0,450 """
K 0,149 + 0,028 0,170 + 0,025 0216 + 0,007
CM 0,182+ 0,018 0,161 0,026
watroba .
[mM/g biatka] | CPF 0,128 + 0,035 0,191 + 0,023
CMCPF 0,159 + 0,012 0,145+ 0,003
K 0,142 + 0,015 0,149 £ 0,014 0,139 + 0,009
) CM 0,139 + 0,011 0,138+ 0,016
[mM/g biatka] | CPF 0,121+ 0,015 0,138+ 0,011
CMCPF 0,158 + 0,002 0,142 + 0,005
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Ryc. 28. Stezenie grup tiolowych w osoczu.
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Ryec. 29. Stgzenie grup tiolowych w watrobie.
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Tabela 14. Stgzenie TBARS w badanych tkankach.

Czas ekspozycji (w dniach)

Tkanka Gf’“pat
zwierza 14 28
K 51,5+2,6 49,0 0,7
osocze CM 51,4+ 4,6 509+2,2
[nM/g biatka] | ~pp 548+24" 476+68
CMCPF 49,0 0,7 (5) 49.1+2,5
K 1148+ 8,0 105,7+9,0
CM 158,8 18,8 110,1 +4,8
watroba .
[nM/g biatka] | CPF 1278 + 6,4 1193 +17.2
CMCPF 1072+ 11,8 111,8+11.4
K 419,6 + 55,1 408.,9 + 36,5
, CM 567,6 63,9 410,9 + 44,6
mOZg - sk
[nM/g biatka] | CPF 509,6 + 42,7 5222 +71,9
CMCPF 753,7 42276 " 3789 + 14,3
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Tabela 15. Aktywnos$¢ katalazy w badanych tkankach.

Czas ekspozycji (w dniach)

Tkanka Gf’“pa
zwierzat 0 14 28
K 5,8 +0,4 59+06 59+02
CM 6,1 £0,3 6,5+0,4" +

erytrocyty e
(k] CPF 6,9+0,3"  + 59+0,2

CMCPF 7409 + 6,9+£0,5 +
K 12,5+0.,8 12,9+23 143+0,8
CM 90+1,8" - 122+1,17 -

watroba

(k] CPF 12,8+ 1,8 13,9+ 0,9

CMCPF 17,6 £2.5 7" + 14,8 +2.1

8.5 .

*%
8,0t
75t A
*%k%
7.0 .
24

6,5t

6,0 [§] [llj

55t

5,0 : : : :

K 14 CPF 14 K 28 CPF 28
GRUPA CM14 CMCPF14 CM28 CM CPF 28

Ryc. 34. Aktywnos¢ katalazy w erytrocytach.
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Tabela 16. Aktywno$¢ cholinoesterazy w badanych tkankach.

Czas ekspozycji (w dniach)
Tkanka G.r“pa
zwierzat 0 14 28
K 678,8 + 105 8374+ 177,7 643,7 + 128,0
CM 903,8 + 184,2 733,2 + 164,2
[IU] | CPF 69,5+ 18,4 64,7 + 13,7
CMCPF 122,0+ 25,9 1250+ 18,6
K 1,25+0,13 1,17+0,14 1,07+0,14
, CM 1,39+0,18" 1,29 +0,15"
[kKIU] | CPF 0,44 + 0,13 0,39 + 0,08
CMCPF 0,94+0,10" 0,80 £0,15 "
1200
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o 800t
M
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@]
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*%kkk Skkk
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0 1 1 1 1 1 1
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Ryc. 36. Aktywno$¢ ChE w osoczu.
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Ryc. 38. Wykres zaleznosci pomig¢dzy aktywnoscia ChE w osoczu szczuréw a czasem po

podaniu jednorazowej dozotadkowej dawki pestycydow.
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6 OMOWIENIE WYNIKOW
6.1 Toksykokinetyka

Na podstawie uzyskanych wynikéw oznaczen pestycydow we krwi po podaniu
jednorazowej dawki wyznaczono podstawowe parametry kinetyczne, ktére przedstawiono w
tabeli 4.

Po jednorazowej dawce pojedynczych zwiazkéw (10 mg/kg m.c.), maksymalne stezenie
we krwi obserwowano po odpowiednio 3 i 4 godzinach od podania CM 1 CPF (Ryc. 181 19).
Wyzsze st¢zenia osiagat CPF, co przektadato si¢ bezposrednio na zwigkszenie wartosci AUC.
Po tacznym podaniu insektycyddéw zaobserwowano wydtuzenie czasu po jakim wystepowato
we krwi maksymalne stgzenie niezmienionych zwiazkow. W obu przypadkach Ty,.x. wynosito
6 godzin (Ryc. 201 21)

Mimo zmniejszonej dawki CM z 10 do 5 mg/kg m.c. (w tacznym podaniu), nie obserwowano
spadku Cpax. lecz jego niemal trzykrotny wzrost, jednoczesnie wartos¢ AUC wzrastala ponad
dwukrotnie.

CPF z kolei przy zmniejszeniu dawki o polowe, osiagal C.,x. niemal 10-krotnie nizsze i

odpowiednio okoto 7-krotne obnizenie wartosci AUC.

6.2 Stezenia CM i CPF w tkankach

6.2.1 a-Cypermetryna

Poziom CM w watrobie wzrastal pomigdzy 14 a 28 dniem zaré6wno w grupie
otrzymujacej wytacznie CM jak i mieszaning CM CPF (Ryc. 23). W obu przypadkach zmiany
te miaty cechy istotnosci statystycznej. U zwierzat narazanych na mieszaning zwiazkow
obserwowano w watrobie ponad dwukrotnie wyzsze st¢zenia niezmienionego zwiazku w
poréwnaniu do zwierzat otrzymujacych wylacznie CM. Najwyzsze stezenia CM w badanych
tkankach wystepowaly wtasnie w watrobie. Najnizsze stgzenia CM w badanych tkankach
notowano w mézgu zaréwno w przypadku ekspozycji na CM jak i jej mieszaniny z CPF.

W mozgu zwierzat otrzymujacych CM obserwowano niemal dwukrotnie wyzsze st¢zenia CM

niz u zwierzat z grupy CM CPF.
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Statystycznie znamienny byl wzrost stezenia CM w moézgu pomiedzy 14 a 28 dniem
ekspozycji zarowno u zwierzat otrzymujacych wytacznie CM jak 1 mieszaning CM 1 CPF

(Ryc. 24).

6.2.2 Chloropiryfos

Najwyzsze stezenia CPF podobnie jak w przypadku cypermetryny znajdowano w
watrobie, zarowno w przypadku ekspozycji na CPF jak i mieszaning CM i CPF (Ryc. 26), za$
najnizsze we krwi.

W watrobie, krwi oraz mézgu szczurow otrzymujacych tylko CPF, jego st¢zenia byty
srednio 4-krotnie wyzsze niz u zwierzat otrzymujacych tacznie CM i CPF (Ryc. 25 1 26).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian zawartosci CPF w badanych tkankach w

czasie trwania doSwiadczenia.
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6.3 Metabolity: TCP, 4OH3PBA w moczu

Wyniki oznaczen metabolitow przedstawione sa w tabeli 6.
Oznaczono calkowite stezenia metabolitow (suma wolnych i sprzegnigtych metabolitow) w
moczu szczuréw otrzymujacych pojedyncze zwiazki jak 1 ich mieszaning. Po podaniu
pierwszej dawki probki moczu zebrano po 12 i 24 godzinach i analizowano je osobno. Po 13 i
27 dniach zebrano mocz dobowy.

Z oznaczen wynika iz, w przypadku zwierzat otrzymujacych CPF ilos¢ wydalonego
TCP w ciagu doby jest stata w ciagu trwania doswiadczenia zarbwno w grupie otrzymujacej
tylko CPF jak i jego mieszaning z CM i wynosi ponad 50% podawej dziennej dawki. W
przypadku jednorazowego podania CPF (10 mg/kg m.c.), ilosci wydalonego TCP z moczem
byty podobne w probkach 0-12 1 12-24 h. Po podaniu mieszaniny wigksza cz¢$¢ dawki byta
wydalana migdzy 12 a 24 godzina. Jednoczes$nie stwierdzi¢ mozna zalezno$¢ pomigdzy
dawka CPF a stgzeniem (ilo$cia) TCP wydalonego z moczem niezaleznie od wspolekspozycji
z CM.

W przypadku lacznego podania insektycydow, ilos¢ wydalonego 4OH3PBA w
przedziale 12-24 h byta niemal 5-krotnie wyzsza niz w pierwszych 12 godzinach po podaniu.
[los¢ 4OH3PBA wydalonego z moczem w grupie szczurow otrzymujacych wytacznie CM
wzrastala w czasie trwania do§wiadczenia. St¢zenie 4OH3PBA po 27 dniach ekspozycji byto
2-krotnie wyzsze niz po 13 dniach.

Laczna ekspozycja na CM 1 CPF powodowata znaczne zmniejszenie wydalania 4OH3PBA,
przy 2-krotnym obnizeniu dawki w grupie CMCPF obserwowano ponad 7-krotny spadek
ilosci wydalonego 4OH3PBA.

6.4 Grupy tiolowe

Wyniki oznaczen przedstawiono w tabeli 13 oraz na ryc. 28, 29, 30.

W osoczu poziom wolnych grup tiolowych wzrastat w grupie kontrolnej miedzy 14 a
28 dniem o 13,1 %, natomiast w watrobie o 27,1 %, w m6zgu nie obserwowano zmian.
Stgzenie grup tiolowych w osoczu we wszystkich grupach eksponowanych zaré6wno po 14 jak
1 28 dniach ekspozycji byto nizsze niz w grupach kontrolnych.
W grupie CPF po 14 dniach ekspozycji nastgpowat spadek stezenia grup tiolowych w
watrobie, natomiast w grupach CM oraz CMCPF po 28 dniach obserwowano z kolei spadki
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stezen grup tiolowych. W mozgu spadek stezenia grup tiolowych widoczny byt wytacznie po
14 dniach w grupie CPF.

6.5 TBARS

Wyniki przedstawiono w tabeli 14.

Stgzenia TBARS w badanych tkankach w grupach kontrolnych nie ulegaly zmianom w
trakcie trwania doswiadczenia.

Wzrost stezenia TBARS w osoczu obserwowany byt wytacznie w grupie otrzymujace;j
CPF przez 14 dni.

W watrobie wzrost stezenia TBARS byt statystycznie istotny po 14 dniach w grupach
otrzymujacych tylko CM badz CPF. Zmiany te po 28 dniach zanikaty i warto$ci stgzen nie
odbiegaty od warto$ci w grupie kontrolne;.

W moézgu natomiast wzrost stezenia produktéw peroksydacji lipidow byl istotny
statystycznie we wszystkich grupach po 14 dniach ekspozycji, natomiast utrzymywal si¢
przez kolejne 14 dni tylko w grupie otrzymujacej CPF, w pozostatych grupach wartos$ci

stezen osiagaty poziom grupy kontrolne;.

6.6 Katalaza

Wyniki oznaczen przedstawiono w tabeli 15 oraz na ryc. 34 1 35.

Aktywnos$¢ katalazy w grupach kontrolnych w krwinkach czerwonych nie ulegala
zmianom w trakcie doswiadczenia, natomiast w watrobie obserwowano nieistotny wzrost
aktywnos$ci enzymu po 28 dniach.

W  krwinkach czerwonych zuwazalny byl wzrost aktywno$ci katalazy u zwierzat
zatruwanych CPF i CPFCM po 14 dniach do$wiadczenia, natomiast w grupie CM nie
obserwowano zmian. Po kolejnych 14 dniach ekspozycji wzrost aktywnosci utrzymywat si¢ w
grupie CPFCM natomiast u zwierzat otrzymujacych wytacznie CPF aktywnos¢ nie réznita sig
od grupy kontrolnej. Ponadto w grupie CM po 28 dniach zaobserwowano istotny statystycznie
wzrost aktywno$ci katalazy.

W watrobie istotne obnizenie aktywnos$ci wystgpowato tylko w grupie otrzymujacej CM po
14 jak i 28 dniach, natomiast u zwierzat narazanych tacznie jedynie po 14 dniach ekspozycji

zaobserwowano wzrost aktywnosci.
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6.7 Cholinoesteraza

Wyniki przedstawione sa w tabeli 16, a takze na ryc. 38.
Aktywnos¢ ChE u zwierzat kontrolnych nie ulegala zmianom w trakcie trwania

do$wiadczenia zarowno w osoczu jak i w mozgu.
U zwierzat otrzymujacych wytacznie CM obserwowano wzrost aktywnos$ci enzymu w osoczu
1 mozgu, jednak zmiany te miaty cechy istotnosci statystycznej jedynie w mozgu po 28 dniach
ekspozycji.
Statystycznie istotne byly spadki aktywno$ci enzymu w osoczu oraz mozgu zwierzat
otrzymujacych wylacznie CPF w ciagu trwania do$wiadczenia. W osoczu zwierzat
narazanych, aktywno$¢ ChE stanowita 8,3 i 10,1 % aktywnos$ci mierzonej u szczurow
kontrolnych po odpowiednio 14 i 28 dniach. W mdzgu natomiast aktywnos$ci wynosity 37,6 i
36,4 % odpowiednio po 14 1 28 dniach ekspozycji w stosunku do szczuréw kontrolnych.

Takze w przypadku tacznego podawania insektycydéw obserwowano istotne spadki
aktywnosci w osoczu i mézgu po 14 i 28 dniach. W osoczu $rednia aktywno$¢ po 14 i 28
dniach stanowita odpowiednio 14,6 1 19,4 % aktywnosci obserwowanej w grupach
kontrolnych. W mozgu zwierzat narazanych aktywno$¢ ChE natomiast wynosita 80,3 1 74,8

% aktywnos$ci w grupie kontrolnej odpowiednio po dwdch oraz 4 tygodniach ekspozycji.
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7 DYSKUSJA WYNIKOW

Badania nad losem insektycydéw bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy, byly

prowadzone na réznych gatunkach zwierzat a takze z udziatem ludzi (Marei 1 in. 1982,
Eadsforth i Baldwin 1983, Eadsforth i in. 1988, Wollen i in. 1992, Timchalk i in. 2005).
Do badan glownie wykorzystywano gryzonie, najczesciej szczury 1 myszy. Badane
insektycydy zazwyczaj podawano droga pokarmowa jak i dermalng — gdyz z taka ekspozycja
najczesciej maja do czynienia ludzie w przypadku zatru¢ (Crawford i in. 1981, Hutson 1 in.
1981). Substancje aplikowano doustnie zarowno w formie czystego preparatu technicznego
oraz jako roztwory w oleju lub dimetylosulfotlenku.

Wielko$¢ dawek a-cypermetryny i chloropiryfosu w niniejszej pracy dostosowano tak,
aby nie powodowaly wyraznych efektow toksycznych. Doboru dokonano na podstawie
danych literaturowych oraz wynikéw wstepnych do§wiadczen. Dla chloropiryfosu, biorac pod
uwage aktywnos¢ ChE w osoczu, NOAEL wynosi wedtug réznych autoréw okoto 1 mg/kg
m.c./dzien, natomiast LOAEL w granicach 5-10 mg/kg m.c./dzien (Moser 1995). LOAEL dla
cypermetryny ksztaltuje si¢ na poziomie 15 mg/kg m.c. (Malaviya 1 in. 1993). W
doswiadczeniu wstgpnym stwierdzono, ze szczury dobrze znosity dawki 15 mg/kg m.c. CPF 1
CM.

Zarowno CPF jak i CM naleza do lipofilnych zwiazkéw estrowych, dzigki tym
wiasciwo$ciom stabo wchianiaja si¢ w postaci wodnych roztwordéw czy czystych substancji,
natomiast tatwo ulegaja absorpcji w przewodzie pokarmowym z roztwordw olejowych.
Ulegaja szybkiej dystrybucji do wszystkich tkanek, za§ budowa estrowa determinuje ich
szybka biotransformacj¢ przy udziale hydrolaz do produktéw pozbawionych wtasciwosci
toksycznych zwiazkdw macierzystych. Ostatnie badania sugeruja jednak mozliwosé
wywierania przez niektore metabolity piretroidéw wplywu na uktad hormonalny poprzez
oddziatywanie z ludzkim receptorem estrogenowym (McCarthy i in. 2006).

Znany jest synergizm dziatania owadobojczego mieszanin zwiazkéw fosforoorganicznych i
piretroidow (Martin 1 in. 2003). Insektycydy fosforoorganiczne jako nieodwracalne inhibitory
esteraz, hamuja tez enzymy odpowiedzialne za hydroliz¢ piretroidéw. Spowolnienie
biotransformacji powoduje wzrost skutecznosci biobojczej poprzez dtuzsze utrzymywanie sig¢
efektywnych stezen piretroidow. W dostepnej literaturze nie znaleziono jednak doniesien o

interakcji chloropiryfos — cypermetryna w fazie toksykokinetycznej u szczurow.
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W badaniach pojedynczych zwiazkoéw udowodniono brak tendencji do kumulacji materialnej
w organizmie, ze wzgledu na lipofilnos¢, niezmienione zwiazki moga ulega¢ umiarkowanemu
odktadaniu w tkance ttuszczowej, z ktdrej po zaprzestaniu ekspozycji byly redystrybuowane i
metabolizowane (Crawford i in. 1981). Zaznaczy¢ trzeba réwniez, ze tkanka thuszczowa
posiada niewielka aktywno$¢ esterazowa.

Szybkos¢ biotransformacji CPF i CM sprawia, ze w tkankach zwierzat eksponowanych
znajduje si¢ relatywnie niskie stgzenia niezmienionych zwiazkéw, za$ polarne metabolity sa
tatwo wydalane z moczem. Zaré6wno w ocenie narazenia zwierzat laboratoryjnych jak i
populacji generalnej ludzi stosuje si¢ pomiar stezenia metabolitow w moczu (Kiihn i in. 1996,
1999; Angerer i1 Ritter 1997). 1lo$¢ za§ wydalonych produktéw biotransformacji CM 1 CPF
jest miarg aktualnej ekspozycji.

W doswiadczeniu zastosowano metod¢ GC-ECD do iloSciowego oznaczania
zwiazkow niezmienionych w tkankach, natomiast HPLC-DAD do oznaczen metabolitow w
moczu. Wigkszo$¢ metod iloSciowego oznaczania pestycydow w materiale biologicznym
opiera si¢ na chromatografii gazowej jako techniki oznaczenia koncowego. Lotno$¢ i trwatos$¢
termiczna wigkszo$ci pestycydéw pozwala na ich separacj¢ i detekcje bez stosowania
derywatyzacji. Zastosowanie czulego detektora ECD umozliwia oznaczanie niskich st¢zen
badanych insektycydow — cypermetryna i chloropiryfos zawieraja w swoich strukturach
odpowiednio 2 1 3 atomy chloru. Roéznica jednego atomu znajduje odbicie w granicy
wykrywalnosci, ktora jest nizsza dla CPF. Do ekstrakcji CM 1 CPF z krwi zastosowano n-
heksan, natomiast z tkanek izolowano anality przy uzyciu mieszaniny aceton - n-heksan (1:1,
v/v). Ekstrakty uzyskane z krwi nadawaty si¢ bezposrednio do oznaczen bez koniecznosci
oczyszczania, co znacznie skracato czas przygotowania probki, a takze organiczylo zuzycie
rozpuszczalnikow. W przypadku tkanek konieczne bylo przeprowadzenie dwustopniowe;j
procedury oczyszczania, wykonano dwukrotne ptukanie ekstraktéw woda redestylowana a
nastgpnie uzyskany wyciag heksanowy po zaggszczeniu oczyszczano na kolumnach
wypetionych florisilem. Do kalibracji metody stosowano dwa wzorce wewngtrzne —
chloropiryfos-metylowy dla chloropiryfosu oraz deltametryng¢ dla a-cypermetryny. R6znice w
profilu elucji CPF 1 CM z florisilu powodowaty, ze konieczne bylo zastosowanie dwoch
wzorcow dla zwigkszenia precyzji oznaczen.

Zastosowano rozdziat chromatograficzny w gradiencie temperatury, aby skroci¢ czas analizy

i poprawi¢ parametry pikow (symetria, szeroko$¢ w potowie wysokosci).
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Opracowana metoda do tacznego oznaczania CPF i CM mimo praco- i czasochtonnosci,
charakteryzowata si¢ zadowalajaca powtarzalnoscia i wykrywalnoscia dla oznaczanych
analitow.

Metabolity w moczu oznaczano po hydrolizie i ekstrakcji do fazy statej przy uzyciu
HPLC-DAD. Zastosowano elucje gradientowa, gdyz proby izokratycznej separacji analitow
nie przyniosty zadowalajacych rezultatow. W probkach moczu pochodzacych od zwierzat
otrzymujacych CM lub mieszaning, tylko w niektorych probkach wykrywano 3PBA. W
czasie retencji zblizonym do 3PBA pojawial si¢ réwniez niezidentyfikowany pik, ktorego
widmo UV  sugerowalo podobienstwo struktury chemicznej do kwasu 3-
fenoksybenzoesowego. Mozna przypuszczaé, ze jest to kolejny, obok 3PBA 1 4OH3PBA,
metabolit cypermetryny. Nie we wszystkich probkach obecny byt 3PBA, w zwiazku z czym
zaniechano prob jego oznaczania. Do ekstrakcji metabolitow zastosowano zloze Bakerbond
PolarPlus C;s, zalecane przez producenta do ekstrakcji fenoli. Po przepuszczeniu probki
hydrolizatu, ztoze przemywano 20% roztworu acetonitrylu w wodzie o pH 3 co pozwalato
wyeliminowa¢ interferencje, przy zachowaniu bardzo niskich strat analitow. Detekcje
prowadzono z uzyciem detektora wielodiodowego, dzigki czemu identyfikacji pikéw
chromatograficznych dokonano réwniez na podstawie uzyskanego widma UV-Vis.

Kalibracji metod oznaczania zwiazkoéw niezmienionych w tkankach oraz metabolitow w
moczu dokonano poprzez wzbogacenie materiatu pochodzacego od zwierzat kontrolnych
(matrix matched calibration) w znane ilo$ci substancji wzorcowych. Tak przygotowane
probki traktowano podobnie jak probki badane pochodzace od zwierzat eksponowanych. W
przypadku oznaczania CM i CPF w tkankach, do kontroli elucji z florisilu i wyznaczenia
wspotczynnikow korekcyjnych, w kazdej serii oznaczen umieszczano probki odczynnikowe,

probke Slepa (tkanka od zwierzat kontrolnych) oraz proby fortyfikowane.

We wszystkich badanych tkankach pochodzacych od zwierzat eksponowanych
wykrywane byly CM 1 CPF, a ich st¢zenia wzrastaly w czasie trwania do$wiadczenia z
wyjatkiem CPF w mézgu. Badania toksykokinetyki pojedynczych zwiazkow
oraz ich mieszaniny wykazaly, Zze insektycydy te dobrze wchlaniaja si¢ z roztworow
olejowych z przewodu pokarmowego osiagajac najwyzsze st¢zenia we krwi po 3-4 godzinach
po podaniu a nastgpnie szybko spadaly, by po 24 godzinach zej$¢ ponizej granicy
oznaczalno$ci. W przypadku tacznego podania maksymalne stgzenie pestycydy osiagaty po 6
godzinach od podania. Jednocze$nie nastapit nieproporcjonalny do wielkosci dawki wzrost

stezenia maksymalnego CM, przy 10-krotnym spadku stezenia CPF. Podobny efekt
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obserwowali Timchalk i in. (2005) badajac interakcje chloropiryfosu z diaziononem. Podajac
szczurom sam CPF w dawkach 15 1 60 mg/kg m.c., maksymalne st¢zenia we krwi w obu
grupach zwierzat r6znity si¢ ponad 10-krotnie (100 ng/ml vs. 1140 ng/ml). Autorzy ttumacza
brak liniowej zalezno$ci dawka-Cp,.x. Wysyceniem cytochromu P450, przy udziale ktorego
CPF w watrobie podlega aktywacji metabolicznej do oksonu. W watrobie zachodzi tez
hydroliza, zar6wno CPF jak i oksonu, gdyz w perfuzacie watroby obecny jest tylko TCP
(Sultatos 1 in. 1985). Na tej podstawie mozna przypuszczaé, ze istniejq inne, pozawatrobowe
miejsca aktywacji CPF. CM z kolei ulega reakcjom utleniania i hydrolizy, katalizowanych
przez zespot oksydaz i hydrolaz (niespecyficzne karboksyloesterazy) zlokalizowanych we
frakcji mikrosomalnej. Zahamowanie aktywnos$ci esteraz przez zwiazki fosforoorganiczne
powoduje spowolnienie wielu waznych procesow, m.in. biotransformacji lekow. Obnizenie
aktywnosci karboksyloesteraz skutkuje wige takze zmniejszeniem efektywnos$ci hydrolizy
CM. U szczurow otrzymujacych CM tacznie z CPF obserwowano wzrost jej stgzenia w
watrobie 1 krwi w stosunku do zwierzat otrzymujacych wytacznie CM.

Stezenia CPF w badanych tkankach po 14 i1 28 dniach nie roznily si¢ znamiennie
migdzy soba w zadnej z grup. Mozna przypuszczaé, ze u szczuréw wytwarza sig, juz po kilku
dawkach CPF, rownowaga pomigdzy procesami: wchianiania, dystrybucji, metabolizmu i
wydalania. Dodatkowym argumentem, przemawiajacym za takim stanem, jest utrzymujace
si¢ na stalym poziomie wydalanie gtownego metabolitu chloropiryfosu — TCP z moczem.
Dobowe wydalanie TCP stanowito po przeliczeniu ok. 50-60% dziennej dawki CPF.
Cypermetryna nie miala wigc wptywu na wydalanie TCP.

Zaobserwowano staba tendencje¢ cypermetryny do kumulacji materialnej. Zarowno w
grupie otrzymujacej tylko CM jak 1 jej mieszning z CPF, stgzenia w tkankach wzrastaty w
czasie ekspozycji. Ponadto zwigkszeniu ulegato takze wydalanie gtownego metabolitu
(40H3PBA) z moczem. Chloropiryfos hamowatl biotransformacj¢ cypermetryny, zwierzgta
otrzymujace oba insektycydy wydalaty 7-krotnie mniej 4OH3PBA z moczem niz zwierzgta
otrzymujace tylko CM. Zatem jednoczesna ekspozycja na inhibitory cholinoesteraz i
syntetyczne piretroidy moze powodowaé¢ kumulacj¢ materialng, wskutek zmniejszenia

intensywno$ci przemian hydrolitycznych piretroidow.

Wplyw  chloropiryfosu na aktywnos§¢ cholinoesterazy Dbyt
niejednokrotnie badany z udziatem ludzi a takze réznych gatunkéw zwierzat (Nolan i in.
1984, Timchalk i in. 2005, Kousba i in. 2003). Stosowano rézne drogi podania insektycydu,

odmienne réwniez byly sposoby aplikacji (w postaci emulsji, roztworéw olejowych, z pasza).
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Niektore doniesienia opisuja wptyw chloropiryfosu na aktywno$¢ cholinesterazy w
potaczeniu z innymi pestycydami, np.: cypermetryna (Latuszynska i in. 2001), parationem
metylowym (Abou-Qare i in. 2001).

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy potwierdzaja silny, inhibicyjny wptyw chloropiryfosu na
aktywno$¢ esterazy cholinowej. Jednorazowa dawka 10 mg CPF/kg m.c. istotnie obniza
aktywno$¢ osoczowej ChE do okoto 15%, a kolejne dawki poglebiaja ta tendencje. Wyniki
sugeruja zalezny od dawki stopieh zahamowania aktywno$ci ChE. W 28-dniowym
doswiadczeniu Jacobsen 1 in. (2004), obserwowali niewielki, ale istotny spadek aktywnosci
ChE w osoczu samcow szczuréw eksponowanych na dzienne dawki 0,15 i 0,30 mg/kg m.c.,
podczas gdy dawki 0,006 1 0,03 mg CPF/kg m.c. nie powodowaly zadnych zmian aktywnosci
enzymu. W tym samym doswiadczeniu, u samic otrzymujacych takie same dawki
insektycydow nie obserwowano zmian aktywno$ci ChE w Zadnej z grup. W niniejszym
doswiadczeniu u zwierzat otrzymujacych CPF wraz z CM, nie stwierdzono wptywu piretroidu
na inhibicj¢ ChE powodowang przez CPF.

CM nie powodowala zahamowania ChE w osoczu po jednorazowym podaniu — podobne
rezultaty uzyskali Krechniak i Loboda-Pelplinska (1991). W 13-tygodniowym do$wiadczeniu
na krolikach, CM w dawce 24 mg/kg m.c. takze nie wpltywala na aktywno$¢ esterazy
cholinowej zarowno w osoczu jak i mézgu (el-Demerdash i1 in. 2003). Kale i in. (1999)
obserwowali z kolei dlugotrwaly spadek aktywnosci ChE w erytrocytach i1 surowicy szczurow
po podaniu cypermetryny jak 1 fenwaleratu. Wielokrotne dawki CM w biezacym
doswiadczeniu powodowaty nieistotny wzrost aktywnosci ChE w osoczu, natomiast w mozgu
wzrost zyskiwal cechy istotnosci statystycznej po 28 dniach ekspozycji. Piretroidy moga
posiada¢ ztozony mechanizm oddzialywania na ChE w moézgu. W przypadku cypermetryny

obserwuje si¢ indukcje aktywnosci enzymu w roznych czgsciach mozgu (Rao 1 Rao 1995).

W badaniach stresu oksydacyjnego, postugiwano si¢ dotychczas
pomiarami takich parametrow jak stezenia: substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
(TBARS), glutationu zredukowanego i utlenionego (GSH i GSSG), tokoferolu i kwasu
askorbinowego, a takze aktywnos¢ enzymow: katalazy (CAT), dysmutazy ponadtlenkowe;j
(SOD), peroksydazy glutationowej (GPx), reduktazy glutationowej (GR) i transferazy
glutationowej (GST).

Stgzenie grup sulfhydrylowych jest czgsto stosowane jako wskaznik potencjatu
oksydoredukcyjnego w komorkach. Spadek stezenia $wiadczy o zmniejszeniu potencjalu

antyoksydacyjnego. W osoczu we wszystkich grupach doswiadczalnych zaréwno po 14 jak i
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28 dniach, obserwowano znamienne spadki stezen grup sulfhydrylowych wobec grup
kontrolnych, przy czym najwigksze obnizenie notowano w grupie otrzymujacej wytacznie
CM. W watrobie po 14 dniach spadek stgzenia wystgpowat w grupie CPF, natomiast po 28
dniach w grupach otrzymujacych CM lub jej mieszaning z CPF. W mdzgu spadek st¢zenia
grup sulthydrylowych obserwowano tylko w grupie otrzymujacej CPF przez 14 dni,
natomiast w innych grupach nie obserwowano zmian. Podobne wyniki uzyskano u zwierzat
narazanych na cypermetryng oraz inne piretroidy (Grajeda-Cota i in. 2004, Prakasam i in.
2001, Giray 1 in. 2001). Chloropiryfos i inne insektycydy rowniez maja ujemny wplyw na
stezenie grup tiolowych, w tym na stgzenie glutationu zredukowanego (Goel i in. 2005, Seth i
in. 2001), bedacego gtownym donorem grup —SH w komorkach.

Kale 1 in. (1999) stwierdzili natomiast wzrost st¢zenia GSH w erytrocytach szczurow
otrzymujacych cypermetryng, ktory ttumaczono procesami adaptacyjnymi spowodowanymi

stresem oksydacyjnym.

Oceny uszkodzen wolnorodnikowych lipidow dokonywano na podstawie pomiaru
stezen substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
(TBARS). Ze wzgledu na prostotg i fatwos¢ wykonania oznaczen w dowolnym materiale
biologicznym, test ten mimo swoich ograniczen (m.in. brak specyficznos$ci) jest najczgsciej
stosowany w ocenie peroksydacji lipidow powodowanych przez reaktywne formy tlenu.

W biezacym do$wiadczeniu wzmozong peroksydacj¢ lipidéw obserwowano glownie
po 14 dniach ekspozycji. W grupie szczuréw otrzymujacych CPF wzrost stezenia TBARS w
stosunku do zwierzat kontrolnych obserwowano po 14 dniach we wszystkich badanych
tkankach, natomiast po kolejnych 14 dniach poziomy TBARS w osoczu 1 watrobie powracaly
do stanu wyjsciowego.

W grupach CM i CMCPF nasilona peroksydacje lipidow obserwowano tylko w watrobie i
moézgu po 14 dniach ekspozycji.

Rola katalazy w komorce jest przede wszystkim rozklad nadtlenku
wodoru, powstajacego w trakcie przemian biochemicznych, ale takze udzial w metabolizmie
niskoczasteczkowych alkoholi i aldehydéw, np.: metanolu, etanolu, formaldehydu.
Powstajacy w trakcie jednoelektronowej redukcji tlenu nadtlenek wodoru, jest substratem
katalazy, a jej aktywno$¢ czgsto stosowanym markerem stresu oksydacyjnego. W niniejszym
doswiadczeniu obserwowano odmienne zachowanie si¢ aktywnos$ci katalazy w erytrocytach 1

watrobie zwierzat eksponowanych na badane insektycydy. Cypermetryna podawana
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indywidualnie powodowata spadek aktywnosci CAT w watrobie, natomiast jej wzrost w
erytrocytach. Laczne podanie chloropiryfosu i1 cypermetryny powodowalo zaré6wno w
erytrocytach jak i1 watrobie wzrost aktywno$ci enzymu, natomiast chloropiryfos podawany
indywidualnie wptywat nieznacznie na badany parametr. Atessahin i in. (2005) oraz Manna 1
in. (2004) u zwierzat narazanych na CM notowali spadek aktywnosci katalazy w watrobie.
Natomiast w doswiadczeniu Gultekina 1 in. (2000) aktywnos$¢ katalazy pod wplywem niskich

stezen CPF nie ulegata zmianom.

W zatruciu pestycydami stres oksydacyjny moze by¢é powazna przyczyna uszkodzen
wewnatrzkomorkowych.  Watroba peini nadrzedna rolg¢ w procesach detoksykacji
ksenobiotykdow i ich metabolitow posrednich, stad jest jednym z najbardziej narazonych na
uszkodzenia organdéw. Ostatnie badania podkreslaja mozliwo$¢ udzialu reaktywnych from
tlenu w mechanizmie dziatania toksycznego insektycydoéw fosforoorganicznych i piretroidow.
Zaburzenia w stanie oksydoredukcyjnym komoérek obserwowane sa w testach
biochemicznych jako wzrost stezenia TBARS, obnizenie st¢zenia grup tiolowych, czy
zaburzenia aktywno$ci katalazy.

Wyniki niniejszych do$§wiadczen dowodza, ze badane insektycydy moga wywieraé
niekorzystne dzialanie na uklady biologiczne poprzez zaburzenia uktadéw
oksydoredukcyjnych. Skomplikowane zalezno$ci wymagaja jednak dalszych badan w celu

petiejszego zrozumienia zachodzacych procesow.
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8 WNIOSKI

1. Jednoczesna ekspozycja na o-cypermetryng 1 chloropiryfos powoduje spadek
intensywno$ci przemian hydrolitycznych piretroidu. Obserwuje si¢ zwigkszona
retencj¢ CM w badanych tkankach i zmniejszenie wydalania metabolitow CM z

moczem.

2. a-Cypermetryna podawana zaréwno indywidualnie jak i facznie z chloropiryfosem

wykazuje staba tendencje do kumulac;ji.

3. Chloropiryfos nie wykazuje tendencji do kumulacji. Wydalanie TCP jest stale w 28-

dniowym do$wiadczeniu, a st¢zenia CPF w tkankach nie ulegaty istotnym wzrostom.

4. Podprzewlekle narazenie na badane insektycydy wplywa na oznaczane parametry
stresu oksydacyjnego powodujac wzrost stezenia produktow peroksydacji lipidow
(TBARS), obnizenie stgzenia wolnych grup tiolowych, a takze ztozone oddzialywanie

na aktywnos¢ katalazy.

5. Chloropiryfos jako klasyczny inhibitor cholinoesterazy powoduje zalezne od dawki
zahamowanie aktywno$ci enzymu. o-Cypermetryna nie wykazuje podobnych

wlasciwosci.
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9 STRESZCZENIE

Chemizacja zycia sprawia, ze na codzien mamy kontakt z tysigcami substancji
naturalnych i1 syntetycznych obecnych w powietrzu, zywnosci i wodzie. Wsérdd subtancji
budzacych niepokdj toksykologéw znajduja si¢ insektycydy, zwiazki przeznaczone do
zwalczania owadow. Cecha idealnego insektycydu jest selektywnos$¢ wobec szkodnikow przy
braku lub niskiej toksycznosci wobec pozytecznych form zycia, w tym czlowieka. Jak dotad
nie udalo si¢ opracowaé syntetycznego zwiazku o wlasciwosciach owadobojczych, i
catkowicie obojetnego wobec cztowieka. Istotnym problemem, na ktory coraz czgsciej zwraca
si¢ uwage jest wspotwystepowanie wielu trucizn jednoczesnie. Wyrdznia si¢ trzy podstawowe
efekty dzialania tacznego: dziatanie podobne (kazdy skladnik dziata wedlug podobnego
mechanizmu, lecz roézni si¢ jedynie sita dzialania), dziatanie niepodobne (kazdy sktadnik
wykazuje inny mechanizm dzialania, lecz nie wlywaja wzajemnie na siebie), typowa
interakcja (synergizm lub antagonizm).

W niniejszej pracy badaniu poddano 2 insektycydy powszechnie stosowane do
zwalczania szkodnikow przede wszystkim w rolnictwie: chloropiryfos 1 a-cypermetryng
przedstawicieli odpowiednio insektycydow fosforoorganicznych i syntetycznych piretroidow.
Doswiadczenie przeprowadzono na szczurach, samcach szczepu Wistar, ktore podzielono na
4 grupy, otrzymujace 7 dni w tygodniu:

Kontrola — 0,5 ml oleju rzepakowego,

CM — w dawce 10 mg/kg m.c. w oleju rzepakowym,

CPF — w dawce 10 mg/kg m.c. w oleju rzepakowym,

CMCPF — w dawce po 5 mg/kg m.c. pojedynczych zwiazkdw w oleju rzepakowym.

Po 14 1 28 dniach we krwi, watrobie oraz mdzgu oznaczano st¢zenia niezmienionych
insektycydow metoda GC-ECD, w moczu z dobowej zbidrki moczu oznaczano st¢zenia
gléwnych metabolitow metoda HPLC-DAD. Ponadto w osoczu (erytrocytach), watrobie i
moézgu oznaczano parametry biochemiczne: stgzenia grup tiolowych metoda Sedlaka i
Lindsaya, TBARS wg metody Rice-Evans a takze aktywnos$ci: katalazy wg Aebi i1
cholinoesterazy metoda Ellmana. Po jednorazowej dawce insektycydéw i ich mieszaniny
pobierano krew, w ktorej oznaczono stgzenia niezmienionych zwiazkdw oraz aktywno§¢ ChE
w osoczu. Na podstawie uzyskanych wynikow obliczono podstawowe parametry kinetyczne:
AUC, Thax. 1 Ciax. a takze zmiany aktywno$ci ChE w czasie 96 h po podaniu.

Wyniki oznaczen insektycydow w tkankach oraz stgzen metabolitow w moczu

wskazuja, ze CM 1 CPF sa fatwo wchlaniane z roztworow olejowych w przewodzie

107



pokarmowym 1 ulegaja szybkiej biotransformacji do produktéw nieposiadajacych ich
wlasciwosci toksycznych. Wigkszo$¢ wchionigtej dawki wydala si¢ z moczem w postaci
metabolitow w ciagu 24 godzin po ekspozycji. CM wykazuje staba tendencj¢ do kumulacji w
watrobie 1 moézgu. Wspotekspozycja na CM 1 CPF powodowata spadek efektywnosci
przemian cypermetryny, co przejawiato si¢ w obnizeniu predkosci wydalania 4OH3PBA oraz
we wzroscie stgzen CM we krwi 1 watrobie w stosunku do zwierzat otrzymujacych wytacznie
cypermetryne.

CPF jest klasycznym inhibitorem esterazy cholinowej, u wszystkich zwierzat
narazanych obserwowano spadek aktywnosci tego enzymu zard6wno w osoczu jak i moézgu,
przy czym silniejsze obnizenie wystgpowato w osoczu. Stopien inhibicji byt zalezny od
dawki. CM nie wykazywata dziatania hamujacego na ChE, natomiast w niewielkim stopniu
powodowata podwyzszenie aktywnosci esterazy cholinowej w mézgu.

Ekspozycja na insektycydy wywierala ztozony wplyw na oznaczane parametry stresu
oksydacyjnego. Obserwowano spadek stezenia grup tiolowych we wszystkich tkankach (w
roznym stopniu), nasilenie peroksydacji lipidow mierzone jako wzrost st¢zenia TBARS a
takze zaburzenia w aktywno$ci katalazy w erytrocytach i watrobie.

Wyniki tego eksperymentu $wiadcza o odzialywaniu CM i CPF na wzajemny
metabolizm u szczura. Cypermetryna wykazuje staba tendencj¢ do kumulacji, ktora moze
ulega¢ nasileniu przy jednoczesnym narazeniu na insektycydy fosforoorganiczne.

Badane insektycydy poza dotychczas poznanymi mechanizmami dziatania, moga
powodowaé zachwianie roéwnowagi redoks w organizmie poprzez indukcje proceséw

wolnorodnikowych.
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10 SUMMARY

Due to continuous technological progress, people are exposed daily to thousands of
natural and synthetic substances occuring in water, food and air.

Among substances of great interst to toxicologists are insecticides which are widely used in
pest control. The ideal insecticide should be selective to insects and take no negative effects to
humans. Until now, no insecticide fully selective and neutral to humans was synthetized and
introduced on the market.

Nowadays, more frequently, great attention is paid to coexposure to many poisons
administered simultaneously. Three basic modes of joint action are indentified: simple similar
action (each chemical acts in the same way but they differ only in their potencies), simple
dissimilar action (each chemical exerts its own action and does not modulate the effects of the
other), true interaction (synergism or antagonism can occur).

In this work, two insecticides wide used in crop protection: o-cypermethrin and
chlorpyrifos, representing synthetic pyrethroids and organophosphorous compounds
respectively, were investigated. Experiment was carried out on male Wistar rats. The animals
were divided into four groups and treated orally 7 days a week with:

Control — 0.5 ml of rape oil,

CM - a-cypermethrin in rape oil at a dose of 10 mg/kg b.w.,

CPF — chlorpyrifos at a dose of 10 mg/kg b.w.,

CMCPF — a-cypermethrin and chlorpyrifos at a combined dose of 5 mg/kg b.w. each.

After 14 and 28 days of exposure, unchanged pesticides were determined in blood,
liver and brain by GC-ECD, additionaly in 24h urine samples main metabolites were
determinaed by HPLC-DAD. Moreover, in plasma, liver and brain homogenates selected
biochemical parameters were evaluated. ChE activity was measured by Ellman method, CAT
activity by the method of Aebi. Also, the concentrations of TBARS and total thiols were
determined in investigated tissues by the methods of: Rice-Evans and Lindsay and Sedlak
respectively. After single doses of insecticides or their mixture, the blood from tail vein was
sampled in intervals and concentration of CM and CPF were determined as well as ChE
activity. Basic toxicokinetic parameters were calculated: AUC, Cmax and Tmax.

Results of tissues insecticides concentrations indicate that CM and CPF are easily absorbed
from oil solutions in gastrointestinal tract and undergo rapid metabolism to the non-active

degradation products. Most of the given dose is excreted with urine during the first 24 hours.
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CM but not CPF had a low tendency to cumulate in liver and blood during exposure.
Coexposure to CM and CPF reduced the metabolism rate of CM. There was an evident
increase of CM concentrations in blood and liver and a decrease in urinary exrection of
40OH3PBA in coexposed rats.

CPF is a classical organophosphorous ChE inhibitor; all the animals exposed to it had
decreased plasma and brain enzyme activities. The strongest inhibitory effect was seen in
plasma, and the inhibition was dose-dependent. CM slightly elevated ChE activity, especially
in brain.

Exposure to insecticides produced complex outcome on evaluated oxidative stress
parameters. Decrease in total thiols concentrations was observed at various extents in all
tissues as well as elevated lipid peroxidation expressed as TBARS concentrations. Catalase
activity was also affected in erythrocytes and liver.

The results of this study show that CM and CPF influenced their own metabolism in the
rats. CM has low tendency to cumulate, which can arise when simultaneous exposure to ChE
inhibitors exists.

Investigated insecticides, besides their known mechanisms of action, may evoke

imbalance in redox status in the organism due to potential free radical mediated mechanisms.
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ZALACZNIK NR 1. WYKAZ SRODKOW ZAWIERAJACYCH CHLOROPIRYFOS I
CYPERMETRYNE, DOPUSZCZONYCH DO OBROTU W POLSCE
Wg Rejestru MRiRW. Stan na dzien 31.05.2006

123



Nazwa Klasa Termin
reparat Sktad Producent toksycznosci waznosci
preparatt dla ludzi zezwolenia
Dow
Ant Stop AL. | 0,4 % chloropiryfosu  AgroSciences - v 26.02.2009
USA
278 g chloropiryfosu Chimac
Chlormezyl 00 1 522 g dimetoatu w ~ Agriphar SA. - szkodliwy  02.02.2008
EC ; , .
1 litrze §rodka Belgia
Dow
Dursban 480 | 480 g chloropiryfosu = AgroSciences .
EC w 1 litrze Srodka Polska Sp. z szkodliwy 27.05.2012
0.0.
Kuspirytfos 480 | 480 g chloropiryfosu = Agrofarm Sp. z
EC w 1 litrze srodka 0.0. - Raciborz 1 26.07.2011
. Dow
Nurelle D 550 300 g chloropiryfosu AgroSciences
50 g cypermetryny I 17.02.2008
EC X . Polska Sp. z
w 1 litrze $rodka
0.0.
. 480 g chloropiryfosu =~ Makhteshim-
Pyrinex 480 EC w1 litrze érodka Agan - Izracl I 17.07.2007
200 g
imidachloprydu Z.P.U.H. "Best-
Brasikol 250 FS 50 g alfa- Pest" - 11 16.03.2011
cypermetryny w 1 Jaworzno

litrze $rodka
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Nazwa Klasa Termin
reparaty Sktad Producent toksycznosci dla waznosci
prep ludzi zezwolenia
Przedsiebiorstwo
Insektum A 01 0.01% alfa- Produkcyjno- v 03.01.2007
AL ¢ Handlowe
cypermettyny "Stanislaw
Dorociak" —
100 g Aventis
Sherpa 100 EC | cypermetryny w 1 CropScience v 12.03.2012
litrze $rodka S.A. - Francja
250 g FMC
Ammo 250 EC | cypermetryny w 1 Corporation - I 28.07.2008
litrze $rodka USA
. 50 g alfa-
Rip Sgngsg per cypermetryny w 1~ BASF - Niemcy III 21.05.2009
litrze $rodka
100 g zeta- FMC
Fury 100 EW | cypermetryny w 1~ Corporation - szkodliwy 29.03.2009
litrze $rodka USA
100 g zeta- FMC
Fury 100 EC | cypermetryny w 1 Corporation - III 05.06.2005
litrze $rodka USA
. Mitchell Cotts
o
Cperial Swper| 2% Chemicals Ltd - I 28.05.2009
yp yny Wielka Brytania
. 50 g alfa-
Rlpg%dgc"wy cypermetryny w  BASF - Niemey I 31.01.2009

1 litrze $rodka
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ZAELACZNIK NR 2. OPINIA LOKALNEJ KOMISJI ETYCZNE]J

BIURO LOKALNE) KOMISIT EYYCZNEI Nr opinii 53/04

do Spraw Doswindezen na Zwicrzetach Data i 06.12.2004

AKADEMIA MEDYCZNA W GDANSKIL Nr wniosku 54/04
Data 29,11,2004

B0-210 Gdansk, ul. Marii SkdodowskiejCurie 3 A
tel, /fax (058) 3491510

OPINIA
LOKALNEJ KOMISJI ETYCZNEJ

(Kopia wniosku jest integralng czescig opinii)

Lokalna Komisja Etyczna w Gdansku
rozpatrzyla na posiedzeniu w dniu  06.12.2004 r. wniosck o realizacj¢ projektu p.t.:

»Wplyw Alfa-cypemetryny i chloropiryfosu podawanych indywidualnie i lgcznie na parametry

stresu oksydacyjnego u szczuréw”
zlozony przez : mgr Bartosza Wielgomasa

zatrudnionag/ego w : Katedrze i Zakladzie Toksykologii AMG

E dopuszczalng (D) EI niedopuszczalng (N)

Ustalono, ze:
1. Do$wiadczenia nalezy zaliczy¢ do kategorii:
» badania na zywych kr¢gowcach X

e testy na Zzywych kregowcach
doswiadczenia na zywych kregowcach dla celow dydaktycznych

2. Najwyzsza warto$¢ stopnia inwazyjnosci proponowanych procedur nie przekracza LT_l
3. Do$wiadczenia moga by¢ wykonywane na zwicrzgtach
Lp. | Gatunek Liczba zwicrzat
1) |Szczury 60
2)
3)
Szczegolowe uzasadnienie

Komisja wniosck uznala za prawidlowy pod wzgledem merytorycznym i dobrze uzasadniony. Zaproponowana
metodyka oraz stopicn inwazyjnosci (2) doswiadczen sa zgodne ze stosowanymi w tego typu badaniach.
Rownicz liczba zwierzal przewidywanych do do$wiadczen nie budzi zastrzezen Komisji.

Odwolanie od niniejszej opinii do KKE w Warszawie przystuguje kierownikowi jednostki 1 wnioskodawey. Odwolanie sklada
si¢ za posrednictwem lokalnej komisji, ktora wydala opinig, w lerminie Jedm?clinm i o w‘qe] opinii
(Dez. U. Nr 38 poz. 361 art. 30 z dnia 21 kwictnia 1999r). mk.]nﬂe:qm]g mej

widdcze Twﬁ’ﬂuh

Migjsce: Gdansk Przewodniczacy Lokalnej Komisji Etycznej
Data:  08.12.2004r. w Gdansku
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