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Celem badan bylo wykazanie zmian w aktywnosci enzyméw tworzgcych bariere
antyoksydacyjng oraz parametréow stresu oksydacyjnego w krwinkach czerwonych
szczurdéw, ktorym podawano glikol etylenowy (GE) przez okres czterech tygodni.

Investigations were aimed at demonstrating changes in the activity of enzymes forming
an antioxidative barrier and oxidative stress parameters in erythrocytes of rats which
were administrated ethylene glycol during 4 weeks. Superoxide dismutase activity
(CuzZn-SOD) was evaluated by the Misra and Fridovich method, catalase (EC1.11.1.6.)
by the Beers and Sizer method and malonyl dialdehyde concentration (MDA) with Placer
et all were assessed in the obtained materiat through the evaluation of TBARS
compounds concentration. In the 4th week of the experiment a decrease in catalase (9,3
U/gHb to 5,7 U/gHb) and superoxide dismutase (2378 U/gHb to 1759 U/gHb) activity was
observed. Malonyl dialdehyde concentration increased from the initial 0,14 pmol/gHb to
0,24 umol/gHb. The investigations carried out have demonstrated that long-term
intoxication with ethylene glycol leads to a constant generation of free radicals (increase
of MDA concentration) and gradual exhaustion of the antioxidative system.
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WSTEP

W praktyce sagdowo-lekarskiej i toksykologicznej ze spozywaniem alkoholu bardzo
czesto zwigzany jest problem zatrucia tak zwanymi ,zamiennikami alkoholu
etylowego", do ktérych nalezy glikol etylenowy (5, 13, 19). Jest on alkoholem
dwuwodorotlenowym i wsréd nich jest najbardziej toksycznym zwigzkiem. Zatrucie
nim jest stosunkowo czeste w naszym kraju, a liczba tych zatru¢ nadal systematycz-
nie rosnie. Z pismiennictwa wynika, ze w krajach wysoko rozwinietych intoksykacje
glikolem etylenowym nalezg obecnie juz do rzadkosci (8, 10). Toksycznosc
niezmetabolizowanego glikolu etylenowego nie rézni sie wiele od toksycznosci
etanolu, jednak produkty jego degradacji sg w bardzo wysokim stopniu toksyczne.
Degradacja oksydacyjna odbywa sie gtdéwnie w watrobie i zapoczatkowana jest przez
dehydrogenaze alkoholowa. Powstajg kolejno aldehyd glikolowy, kwas glikoksalowy

1 bardzo toksyczny kwas szczawiowy, cho¢ jego ilo§¢ wytworzona wynosi tylko od ok.
2 do 5% ilosci spozytego glikolu etylenowego (1, 4). Najbardziej toksycznymi
metabolitami sg aldehyd glikolowy i kwas szczawiowy. Aldehyd glikolowy gtéwnie
zaktéca procesy energetyczne w moézgu, jak i zaburza synteze DNA i RNA (21) oraz
serotoniny. W procesie tym dochodzi do uszkodzenia naczynia wilosowatego, co
prowadzi do obrzeku i wybroczyn, gtéwnie w tkance mézgowej (3, 4, 6, 7, 16, 20).
Powstajgca w czasie oksydacji znaczna liczba jonéw H' wraz z nagromadzeniem
kwasow glikolowego, glioksalowego, szczawiowego, a takze zapewne mlekowego
i pirogronowego wywotuje ciezkg kwasice metaboliczng (7, 14, 15, 18). Znany jest
uszkadzajacy wptyw glikolu etylenowego na komorki i tkanki ssakow, natomiast
bardzo fragmentaryczne i kontrowersyjne, sg dane dotyczgce oddziatywania tego
zwigzku na enzymy antyoksydacyjne i peroksydacje lipidow w tkankach.

Majgc na uwadze wysokg toksycznos¢ glikolu etylenowego, postanowiono
przesledzi¢ zachowanie sie aktywnosci enzymatycznej dysmutazy i katalazy oraz
stezenie dialdehydu malonowego w krwince czerwonej po dozowanym podaniu
glikolu etylenowego u szczurdow.

MATERIAL | METODA

Eksperyment zostat przeprowadzony na szczurach szczepu wsobnego Lewis
(ktore sg modelowym zwierzeciem dla doswiadczen z uzyciem $rodkéw uzalezniajg-
cych), samcach o masie ok. 250g, w wieku ok. 6 miesiecy, ktérym byt podawany
glikol etylenowy w roztworze 1 molowym jako jedyny dostepny ptyn. Zwierzeta
wypijaty srednio 15-20 ml ptynu na dobe, a w schytkowym okresie 5-10 ml. W grupie
kontrolnej (K) byta podawana woda. Zwierzeta przebywaly przez cate doswiadczenie
w temperaturze 20°C, ze swobodnym dostepem do pokarmu (pasza granulowana
Murigran), w cyklu 12-to godzinnym dzien-noc. Grupa doswiadczalna (G) zostata
podzielona na trzy podgrupy, identycznie jak w innych jednostkach doswiadczalnych
(9) z podobnym zatozeniem usmiercenia w 4, 8, 12 tygodniu (po podaniu dootrzew-
nowo srodka usypiajgcego - Vetbutal) przez otwarcie klatki piersiowej i pobranie krwi
z serca do heparynizowanej probowki. Poniewaz toksycznos¢ glikolu w dawce
roztworu 1 molowego okazata sie wieksza od oczekiwanej odstgpiono od zatozen
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eksperymentu i usmiercano zwierzeta po wystgpieniu znacznie nasilonych objawéw
choroby takich jak: spadek masy ciata o wiecej niz 20% od wartosci wyj$ciowej lub
zaburzen neurologicznych pod postacig drgawek. Wszystkie zwierzeta zostaty
usmiercone w ciggu pierwszych 4 tygodni eksperymentu. Czes$é zwierzat padta
samoistnie i te zostaty wykluczone z badan.

Do badan pobierano krew z serca i umieszczano jg w probéwkach z antyko-
agulantem (EDTA). Po odwirowaniu i odciggnieciu surowicy dwukrotnie ptukano
krwinki 0,9% NaCl, a nastepnie hemolizowano je za pomocg wody destylowanej.
W uzyskanym materiale oznaczano aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej
(CuZn-SOD), ktérg oznaczano metodg Misry i Fridovicha oraz katalazy (EC
1.11.1.6.) metodg Beers'a i Sizera. Stezenie dialhehydu malonowego (MDA)
oznaczono metodg Placera i wsp. (2,12, 17, 22).

Analize statystyczng opracowano w oparciu o testy parametryczne (t-Studenta dla
matych prob, przy poziomie istotnosci 0.05) przy uzyciu programu STATISTICA.

WYNIKI

W grupie porownawczej - K aktywnos¢ dysmutazy wynosita 2378 U/gHb,
natomiast aktywnos$é tego enzymu w erytrocytach szczuréw, ktore byty pojone
przez cztery tygodnie glikolem etylenowym (grupa D) wyraznie spadfa i wynosita
1759 U/gHb, a ujawnione réznice byly statystycznie znamienne (p<0.001).
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Ryc. 1. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej w czwartym tygodniu eksperymentu.
Fig. 1. Superoxide dismutase activity in the fourth week of the experiment.

K D
Liczba badanych (N waznych) 5 21
min-max 2038,0-2889,0 1211,0-2206,0
Srednia 2378,4 1758,8
SD 325,07 276,25
Analiza statystyczna t=4,37 p<0,001  df=24
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Aktywno$¢ katalazy w grupie zwierzat nie spozywajacych glikolu wynosita
9,3U/gHb. W populacji szczuréw pojonych glikolem aktywnos$¢ katalazy zmniejszyta
sie i wynosita 5,7U/gHb, a wykazane réznice byly statystycznie istotne (p<0.001).
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Ryc. 2. Aktywnos$¢ katalazy w czwartym tygodniu eksperymentu.
Fig. 2. Catalase activity in the fourth week of experiment.
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K D
Liczba badanych (N waznych) 5 19
min-max 0,11-0,17 0,18-0,31
Srednia 0,14 0,24
SD 0,02 0,04
Analiza statystyczna t=4,84 p<0,001 df=22

K D
Liczba badanych (N waznych) 5 21
min-max 8,2-10,0 3,2-8,1
Srednia 9,26 5,75
SD 0,74 1,48
Analiza statystyczna t=5,08 p<0,001 df=24

Przeprowadzone badania stezenia dialdehydu malonowego w krwinkach
czerwonych szczuréw spozywajgcych glikol etylenowy wykazaty, Zze uzyskane
wartosci byly znaczgco wyzsze (0,24u,mol/gHb) niz w grupie kontrolnej
(0,14|xmol/gHb) ujawnione réznice byly statystycznie znamienne, p<0.001).
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Ryc. 3. Stezenie dialdehydu malonowego w czwartym tygodniu eksperymentu.
Fig. 3. Malonyl dialdehyde concentration in the fourth week of the experiment.

DYSKUSJA

W czasie przemian metabolicznych, jakim ulega glikol etylenowy, dochodzi do
jego utleniania przez dehydrogenaze alkoholowg do aldehydu glikolowego (8, 14,
15, 18). Publikacje ostatnich dziesieciu lat wykazaly, iz glikol etylenowy moze by¢
takze utleniony do formaldehydu (14, 15). W przebiegu obu tych reakcji
nastepuje uwolnienie nadtlenku wodoru, ktéry posiada silny potencjat uszkadza-
jacy (11, 6). Pismiennictwo wskazuje, ze anion ponadtlenkowy, powstajgcy
w czasie zwiekszonego naptywu GE do komorek, moze by¢ odpowiedzialny za
niektore jego toksyczne dziatania poprzez wystgpienia tzw. stresu oksydacyjnego
(11). Uwolnienie wolnych rodnikbw moze wiec odgrywaé istotng role w patoge-
nezie zmian wywotywanych przez ten alkohol. Otrzymane wyniki: obnizenie
aktywnosci dysmutazy i katalazy, a takze wyrazny wzrost peroksydacji lipidow
Swiadczg o istotnej ingerencji GE w obrone antyoksydacyjng komoérek.

WNIOSKI

1. Czterotygodniowa intoksykacja glikolem etylenowym powoduje obnizenie
aktywno$ci dysmutazy i katalazy w krwinkach czerwonych u szczurdow.

2. Glikol etylenowy spowodowat wzrost poziomoéow stezen produktéw TBA
reaktywnych (dialdehydu malonowego) w erytrocytach, co moze przemawiaé
za statg, nasilong produkcjg wolnych rodnikow w tkankach pod wptywem
intoksykacji glikolem.
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