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Aktywność neurotoksycznej esterazy u kur zatrutych DFP 
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S u m m a r y 

Activity of neurotoxic esterase in hens intoxicated with 
D F P 

The activky of A C h E in plasma, the brain and spinał 
cord and of N T E in the brain and spinał cord was deter-
mined after 1, 7, 14, 21 and 28 days in 30 hens (Leghorn) 
intoxicated once with D F P at a dose of 1 mg/kg b.w. The 
activity of A C h E decreased during 24 h after intoxication 
in plasma to 12%, in the brain to 24% and in the spinał 
cord to 32%. Then the activity of this enzyme inereased 
and after 28 days after intoxication was 107% in plasma, 
84% in the brain and 91% in the spinał cord. The actirity 
of N T E decreased after 24 h to 9% in the brain and to 
18% in the spinał cord and then inereased to attain 73% 
in the brain and 61% in the spinał cord after 28 days. 

Pestycydy fosforoorganiczne (FO) s tanowią istotne zagro­
żenie toksykologiczne dla ludzi i zwierząt . Efekty toksyczne 
tych związków mogą wys tępować w dwóch kategoriach cza­
sowych: wczesnej i opóźnionej . Wczesna toksyczność wystę­
pująca w ciągu 1-40 godzin po zatruciu jest wynik iem 
unteczynniania cholinesteraz, zwłaszcza acetylocholinesterazy 
(AChE) z równoczesnym nagromadzaniem się acetylocholiny 
(ACh), prowadzącym do zaburzeń neurotransmisji (18, 22). 
Zaburzenia te charakteryzują się objawami muskaryno- i niko-
tynopodobnymi oraz zaburzeniami oś rodkowego układu ner­
wowego. Opóźniona neurotoksyczność , występująca po 7-21 
dniach od zatrucia, charakteryzuje się inhibicją esterazy neu­
rotoksycznej (NTE - 8,9), co prowadzi do degeneracji długich 
aksonów w nerwach obwodowych i rdzeniu kręgowym i w 
konsekwencji do ataksji i paraliżu ( 1 , 2). 

Opóźniona neurotoksyczność pes tycydów FO została uz­
nana przez W H O za bardzo ważny problem (26) i dlatego w 
USA wprowadzono obowiązek testowania na neurotoksycz­
ność wszystkich stosowanych pes tycydów FO. Badań takich 
w Polsce dotychczas nie prowadzono, mimo tego że odtwa­
rzane nieneurotoksyczne preparaty zagraniczne mogą stać się 
ncurotoksyczne w wyniku nawet nieznacznych zmian tech­
nologicznych (7), np. Metrifonal i jego odpowiedniki Chlorofos 
i Foschlor. W związku z tym podjęto badania porównawcze 
aktywności AChE i NTE w mózgu i rdzeniu kręgowym kur 
po podaniu DFP w jednorazowej dawce neurotoksycznej. 

M a t e r i a ł i m e t o d y 

Badania przeprowadzono na 30 kurach rasy Leghorn, w 
wieku 9 miesięcy, o masie ciała 1,6-2,0 kg. Zwierzęta przez 
cały okres doświadczenia były żywione s tandardową dietą z 
nieograniczonym dostępem do wody. DFP (fluorofosforan 
dwuizopropylowy) rozpuszczany w mieszaninie glikolu pro-
pylenowego z alkoholem etylowym (1:1) w stęZeniu 1 mg 
DFP/1 ml . podawano kurom domięśn iowo w jednorazowej 
dawce 1 mg/ l kg m.c. Bezpośrednio przed podaniem DFP i w 
czasie 6-12 godz. po jego podaniu stosowano u kur atropinę w 
dawkach 10-30 mg/kg w zależności od obserwowanych zabu­
rzeń oddechowo-krążeniowych. 

Oznaczanie aktywności AChE w osoczu, mózgu i rdzeniu 
kręgowym wykonano metodą Hestrina opisaną przez Juszkie-
wicza i wsp. (16) po 1, 7, 14, 21 i 28 dniach. Oznaczanie N T E 
w mózgu i rdzeniu k r ę g o w y m wykonano w tych samych okre­
sach metodą Johnsona (13). Zawar tość białka w badanych 
tkankach oznaczano me todą Lowry i wsp. (21) stosując jako 
standard a lbuminę wołową. 

Krew do badań aktywności AChE w osoczu pobierano z żyły 
skrzydłowej . Do badania aktywności AChE i NTE w mózgu i 
rdzeniu k ręgowym kury zabijano przez dekapitację bez narko­
zy. Aktywność e n z y m ó w oznaczano bezpośrednio po pobra­
niu. 

W y n i k i b a d a ń 

Aktywność AChE w osoczu przed podaniem DFP wynosi ła 
(w nM/min/ml) 640+61 (100%). Po podaniu DFP aktywność 
AChE zmniejszała się w ciągu 24 godz. do 76,8±16 (12%). 
Po 7 dniach ak tywność AChE w osoczu wzrastała do 537±49 
(84%), a w nas tępnym okresie doświadczenia wzrastała w 
dalszym ciągu, osiągając po 28 dniach 685±74 (107%). 

Aktywność AChE w homogenatach mózgu (ryc. 1) wynosiła 
(w ( iM/min/g tkanki) 22 ,1±2,6 (100%), a po podaniu DFP 
aktywność AChE zmniejszała się w ciągu 24 godz. do 5,3±0,8 
(24%). W następnym okresie doświadczenia aktywność wzra­
stała osiągając po 7 dniach 9,9±0,9 (46%) i po 28 dniach 
18,6±1,7 (84%). 

Aktywność AChE w homogenatach rdzenia kręgowego (ryc. 
1) wynosi ła (pM/min/g tkanki) przed podaniem DFP 5,1±0,6 
(100%). W ciągu 24 godz. po podaniu DFP aktywność AChE 
spadała do 1,6+0,3 (32%). Z kolei nas tępował wzrost AChE, 
której ak tywność wynosi ła po 7 dniach 2,1+0,5 (49%), a po 
28 dniach 4,6+0,8 (91%). 

Aktywność N T E w homogenatach mózgu (ryc. 2) wynosi ła 
(w nM/min/g tkanki) przed podaniem DFP 23811224 (100%). 
W ciągu 24 godz. po podaniu DFP aktywność NTE spadała 
do 214±70 (9%). W dalszym okresie następował wzrost aktyw­
ności, która po 7 dniach wynosi ła 972+154 (41%), a po 28 
dniach 1907+252 (73%). 

Aktywność NTE w homogenatach rdzenia kręgowego (ryc. 
2) wynosiła (w nM/min/g tkanki) przed podaniem D F P 4 4 4 ± 6 6 
(100%). W ciągu 24 godz. po podaniu DFP aktywność zmniej­
szała się do 80±12 (18%). W nas tępnym okresie aktywność 
wzrastała po 7 dniach do 124±45 (28%), a po 28 dniach 
271±78 (61%). 

Zawartość białka w homogenacie mózgu wynosi ła 12,8±0,9 
mg%, a w homogenacie rdzenia k ręgowego 9,8±1,0 mg%. 

O m ó w i e n i e 

Badania nad neuro toksycznośc ią pes tycydów FO wykazały, 
że zjawisko to pozostaje w związku z inhibicją specyficznego 
neurotoksycznego białka (8), które ze względu na właściwości 
esteratyczne nazwano neuro toksyczną esterazą (12). Dalsze 
badania wykazały , że nie wszystkie inhibitory NTE działają 
neurotoksycznie (11). Do neurotoksycznych zalicza się fosfo­
rany, amidofosforany i fosfoniany, podczas gdy sulfoniany, 
fosfiniany i karbaminiany nie są ncurotoksyczne. Istotą różnic 
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Ryc I. W p ł y w D F P na aktywność A C h E w tkance nerwowej kur 

w działaniu tych związków jest proces starzenia się kompleksu 
enzym-inhibitor, który występuje również przy unieczynnianiu 
cholincsteraz (4). 

Badania przeprowadzono na kurach, ponieważ znacznie 
wcześniej ustalono, że ak tywność N T E w mózgu u ludzi jest 
podobna jak w mózgu kur, które są zwierzęciem modelowym 
w tego rodzaju badaniach (19). Ustalono też, że kury w wieku 
do 100 dni nie są wrażl iwe na działanie ncurotoksyczne związ­
ków FO (10). Również n iewrażl iwe są króliki, świnki morskie, 
szczury i myszy, natomiast wraż l iwe są psy, koty, cielęta, 
owce i kaczki (wg 17). 

DFP zaliczany jest do klasycznych wysokotoksycznych 
związków FO powodujących unieczynnianie zarówno choli-
nesteraz, jak i esterazy neurotoksycznej. Dlatego w badaniach 
nad jego neurotoksycznością stosuje się we wczesnej fazie 
zatrucia (muskarynowej) osłonę a t rop inową (2). 

Istota oznaczania NTE polega na preinkubowaniu homo-
genatów badanych tkanek z Paraoxonem (fosforan 0'0 dtetylo 
0-4 p-nitrofenylu) i Mipafoxem ( f l u o r e k N ' N bis-izopropylofo-
sforodwuamidowy) zsyntetyzowanym wg Johnsona (13). Sto­
suje się je celem zablokowania występujących w tych tkankach 
cholinesteraz przed podaniem subshatu. Różnice między aktyw-
nościami przed i po podaniu substratu s tanowią aktywność 
NTE. 

DFP w jednorazowej dawce 1 mg/kg powodowa ł 70-80% 
inhibicję AChE w osoczu, mózgu i rdzeniu kręgowym, po 
której następował, w wyniku resyntezy AChE, wzrost aktyw­
ności tego enzymu. Powyższe zjawisko jest typowe dla zatruć 
związkami FO zwierząt i ludzi (5). DFP powodował również 
inhibicję NTE w mózgu i rdzeniu k ręgowym do 10% jej 
aktywności fizjologicznej z nas tępującym po 7 dniach wzro­
stem aktywności do 40-50%. Wzrost ten by! efektem poło­
wicznej resyntezy NTE w mózgu i rdzeniu k ręgowym opisanej 
przez wielu autorów (3, 8, 23). Podobne zmiany aktywności 
NTE stwierdzano przy zatruciach wysokotoksycznymi związ­
kami FO typu sarin, soman i tabun (6). 

Jeśli chodzi o efekty kliniczne spowodowane inhibicją NTE, 
to niektórzy autorzy (15, 25) podają, że inhibicja tego enzymu 
w granicach 80-90% powoduje ciężkie neuropatie. Inni uwa­
żają (14, 23), że pojedyncza dawka związku FO powodująca 
inhibicję około 75% NTE wywołuje ciężką neuropatię. Z 
kolei Lotti i wsp. (20) opisali ciężki przypadek neuropatii u 
mężczyzny przy 60% inhibicj i N T E . 

Należy podkreślić, że problem neuropatii jako opóźnionych 
następstw zatruć niektórymi związkami FO nie został doty-
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Ryc. 2. W p ł y w D F P na aktywność N T E w tkance nerwowej kur 

chczas ca łkowicie poznany. Nieznana jest normalna, fizjo­
logiczna funkcja NTE w organizmie. Również nie jest znana 
kolejność molekularnych i komórkowych procesów zacho­
dzących w okresie k i lku dni po ekspozycji neurotoksycznych 
związków FO. Nie wiadomo też, dlaczego po 7-21 dniach 
pojawia się degeneracja długich aksonów wraz z objawami 
neuropatii, kiedy w tym okresie około 50% N T E jest zre-
syntetyzowana (4, 11, 24). 

Wątpl iwości te nie umniejszają jednak faktu, że mechanizm 
powstawania neuropatii po zatruciach neurotoksycznymi 
związkami FO jest związany z aktywnością NTE. Oznaczanie 
aktywności N T E jest obecnie klasycznym testem określania 
neurotoksyczności związków FO, a zastosowana przez nas 
metoda Johnsona (13) jest prostsza i bardziej selektywna od 
metody wcześniej opracowanej przez tego autora (8). 
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