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Aktywnosc¢ neurotoksycznej esterazy u kur zatrutych DFP
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Summary

Activity of neurotoxic esterase in hens intoxicated with
DFP

The activity of AChE in plasma, the brain and spinal
cord and of NTE in the brain and spinal cord was deter-
mined after 1, 7, 14, 21 and 28 days in 30 hens (Leghorn)
intoxicated once with DFP at a dose of 1 mg/kg b.w. The
activity of AChE decreased during 24 h after intoxication
in plasma to 12%, in the brain to 24% and in the spinal
cord to 32%. Then the activity of this enzyme increased
and after 28 days after intoxication was 107% in plasma,
84% in the brain and 91% in the spinal cord. The activity
of NTE decreased after 24 h to 9% in the brain and to
18% in the spinal cord and then increased to attain 73%
in the brain and 61% in the spinal cord after 28 days.

Pestycydy fosforoorganiczne (FO) stanowia istotne zagro-
zenie toksykologiczne dla ludzi i zwierzat. Efekty toksyczne
tych zwiazkéw moga wystgpowad w dwéch kategoriach cza-
sowych: weczesnej i opéZnionej. Wezesna toksyczno$é wyste-
pujaca w ciggu 1-40 godzin po zatruciu jest wynikiem
unieczynniania cholinesteraz, zwlaszcza acetylocholinesterazy
(AChE) z réwnoczesnym nagromadzaniem sig acetylocholiny
(ACh), prowadzacym do zaburzei neurotransmisji (18, 22).
Zaburzenia te charakteryzuja si¢ objawami muskaryno- i niko-
lynopodobnymi oraz zaburzeniami o§rodkowego ukladu ner-
wowego. OpdZniona neurotoksyczno$é, wystgpujaca po 7-21
dniach od zatrucia, charakteryzuje si¢ inhibicja esterazy neu-
rotoksycznej (NTE - 8, 9), co prowadzi do degeneracji diugich
aksonéw w nerwach obwodowych i rdzeniu kregowym i w
konsekwencji do ataksji i paralizu (1, 2).

Opéiniona neurotoksyczno$é pestycydéw FO zostala uz-
nana przez WHO za bardzo wazny problem (26) i dlatego w
USA wprowadzono obowiazek testowania na neurotoksycz-
nos¢ wszystkich stosowanych pestycydéw FO. Badan takich
w Polsce dotychczas nie prowadzono, mimo tego ze odtwa-
rzane nieneuroloksyczne preparaty zagraniczne moga stac si¢
neurotoksyczne w wyniku nawet nieznacznych zmian tech-
nologicznych (7), np. Metrifonat i jego odpowiedniki Chlorofos
1 Foschlor. W zwigzku z tym podj¢to badania poréwnawcze
aktywnosci AChE i NTE w mézgu i rdzeniu krggowym kur
po podaniu DFP w jednorazowej dawce neurotoksycznej.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 30 kurach rasy Leghorn, w
wieku 9 miesi¢gcy, o masie ciata 1,6-2,0 kg. Zwierzeta przez
caly okres do§wiadczenia byly Zywione standardows dietg z
nicograniczonym dostgpem do wody. DFP (fluorofosforan
dwuizopropylowy) rozpuszczany w mieszaninie glikolu pro-
pylenowego z alkoholem etylowym (1:1) w st¢zeniu 1 mg
DFP/I ml, podawano kurom domig$niowo w jednorazowe;
dawce 1 mg/1 kg m.c. Bezpo$rednio przed podaniem DFP i w
czasie 6-12 godz. po jego podaniu stosowano u kur atroping w
dawkach 10-30 mg/kg w zaleznosci od obserwowanych zabu-
rzer oddechowo-krazeniowych.

Oznaczanie aktywnosci AChE w osoczu, mézgu i rdzeniu
krggowym wykonano metodg Hestrina opisang przez Juszkie-
wicza i wsp. (16) po 1,7, 14, 21 i 28 dniach. Oznaczanie NTE
w mozgu i rdzeniu krggowym wykonano w tych samych okre-
sach metoda Johnsona (13). Zawartos¢ biatka w badanych
tkankach oznaczano metoda Lowry i wsp. (21) stosujac jako
standard albuming wolowg.

Krew do badar aktywnosci AChE w osoczu pobierano z zyly
skrzydlowej. Do badania aktywnos$ci AChE i NTE w mézgu i
rdzeniu kregowym kury zabijano przez dekapitacje bez narko-
zy. Aktywno$¢ enzyméw oznaczano bezposrednio po pobra-
niu.

Wyniki bada#

Aktywno$¢ AChE w osoczu przed podaniem DFP wynosita
(w nM/min/ml) 640£61 (100%). Po podaniu DFP aktywno$é
AChE zmniejszala si¢ w ciagu 24 godz. do 76,816 (12%).
Po 7 dniach aktywno§¢ AChE w osoczu wzrastata do 537+49
(84%), a w nastgpnym okresie do§wiadczenia wzrastala w
dalszym ciggu, osiagajac po 28 dniach 685174 (107%).

Aktywnosé AChE w homogenatach mézgu (ryc. 1) wynosila
(w UM/min/g tkanki) 22,1+2,6 (100%), a po podaniu DFP
aktywnoéc AChE zmniejszata si¢ w ciagu 24 godz. do 5,3+0,8
(24%). W nastepnym okresie do§wiadczenia aktywno$¢ wzra-
stala osiggajac po 7 dniach 9,9+0,9 (46%) i po 28 dniach
18,6%1,7 (84%).

Aktywnos$é AChE w homogenatach rdzenia kregowego (ryc.
1) wynosila (UM/min/g tkanki) przed podaniem DFP 5,1+0,6
(100%). W ciagu 24 godz. po podaniu DFP aktywnos¢ AChE
spadala do 1,640,3 (32%). Z kolei nastgpowal wzrost AChE,
ktérej aktywno$§¢ wynosita po 7 dniach 2,1£0,5 (49%), a po
28 dniach 4,6£0,8 (91%).

Aktywno$é NTE w homogenatach mézgu (ryc. 2) wynosita
(w nM/min/g tkanki) przed podaniem DFP 2381+224 (100%).
W ciagu 24 godz. po podaniu DFP aktywno$¢ NTE spadata
do 214470 (9%). W dalszym okresie nastgpowatl wzrost akty w-
nosci, ktéra po 7 dniach wynosita 972154 (41%), a po 28
dniach 1907%252 (73%).

Aktywnosé NTE w homogenatach rdzenia krggowego (ryc.
2) wynosita (w nM/min/g tkanki) przed podaniem DFP 444166
(100%). W ciagu 24 godz. po podaniu DFP aktywno$¢ zmniej-
szala sie do 80£12 (18%). W nastepnym okresie aktywnos¢
wzrastala po 7 dniach do 12445 (28%), a po 28 dniach
271178 (61%).

Zawarto$¢ biatka w homogenacie mézgu wynosita 12,8£0,9
mg%, a w homogenacie rdzenia kregowego 9,8£1,0 mg%.

Oméwienie

Badania nad neurotoksycznoscig pestycydéw FO wykazaty,
e zjawisko to pozostaje w zwiazku z inhibicja specyficznego
neurotoksycznego biatka (8), ktére ze wzgledu na wlasciwosci
esteratyczne nazwano neurotoksyczng esteraza (12). Dalsze
badania wykazaly, ze nie wszystkie inhibitory NTE dziataja
neurotoksycznie (11). Do neurotoksycznych zalicza si¢ f9sfo-
rany, amidofosforany i fosfoniany, podczas gdy sulfomany,
fosfiniany i karbaminiany nie s3 neurotoksyczne. Istotg r6znic
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Ryc. I. Wplyw DFP na aktywnos¢ AChE w tkance nerwowej kur

w dziataniu tych zwigzkéw jest proces starzenia si¢ kompleksu
enzym-inhibitor, kidry wyst¢puje réwniez przy unieczynnianiu
cholincsteraz (4).

Badania przeprowadzono na kurach, poniewaz znacznie
wezesniej ustalono, ze aktywno$¢ NTE w mozgu u ludzi jest
podobna jak w mézgu kur, ktére sa zwierzgciem modelowym
w tego rodzaju badaniach (19). Ustalono tez, ze kury w wieku
do 100 dni nie sg wrazliwe na dzialanie neurotoksyczne zwigz-
kéw FO (10). Réwniez niewrazliwe sg kréliki, §winki morskie,
szezury 1 myszy, natomiast wrazliwe sa psy, koty, cieleta,
owce i kaczki (wg 17).

DFP zaliczany jest do klasycznych wysokotoksycznych
twigekow FO powodujacych unieczynnianie zaréwno choli-
nesteraz, jak i esterazy neurotoksycznej. Dlatego w badaniach
nad jego neurotoksycznodciy stosuje sig we wczesnej fazie
zatrucia (muskarynowej) oslong atropinowa (2).

Istota oznaczania NTE polega na preinkubowaniu homo-
genaldw badanych tkanek z Paraoxonem (fosforan 0’0 dietylo
0-4 p-nitrofenylu) i Mipafoxem (fluorek N'N bis-izopropylofo-
storodwuamidowy) zsyntetyzowanym wg Johnsona (13). Sto-
suje sig je celem zablokowania wystepujacych w tych tkankach
cholinesteraz przed podaniem substratu. Réznice migdzy aktyw-
nosciami przed i po podaniu substratu stanowig aktywno$é
NTE.

DFP w jednorazowej dawce 1 mg/kg powodowal 70-80%
inhibicje AChE w osoczu, mézgu i rdzeniu krggowym, po
kitorej nastgpowal, w wyniku resyntezy AChE, wzrost aktyw-
nosci tego enzymu. Powyzsze zjawisko jest typowe dla zatru¢
zwiazkami FO zwierzat i ludzi (5). DFP powodowat réwniez
inhibicj¢ NTE w mdézgu i rdzeniu krggowym do 10% jej
aktywnosci fizjologicznej z nastepujacym po 7 dniach wzro-
stem aktywnosci do 40-50%. Wzrost ten byl efektem poto-
wiczne) resyntezy NTE w mdzgu i rdzeniu kr¢gowym opisanej
przez wielu autoréw (3, 8, 23). Podobne zmiany aktywnosci
NTE stwierdzano przy zatruciach wysokotoksycznymi zwigz-
kami FO typu sarin, soman i tabun (6).

Jesh chodzi o efekty kliniczne spowodowane inhibicjg NTE,
to niektdrzy autorzy (15, 25) podaja, ze inhibicja lego enzymu
w granicach 80-90% powoduje ci¢zkie neuropatie. Inni uwa-
zaja (14, 23), ze pojedyncza dawka zwigzku FO powodujaca
inhibicje okoto 75% NTE wywotuje cigzka neuropati¢. Z
kolei Lotti i wsp. (20) opisali cigzki przypadek neuropatii u
mezczyzny przy 60% inhibicji NTE. ;

Nalezy podkresli¢, ze problem neuropatii jako opéZnionych
nastgpstw zatru¢ niektérymi zwiazkami FO nie zostat doty-
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Ryc. 2. Wplyw DFP na aktywno§é NTE w tkance nerwowej kur
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chezas catkowicie poznany. Nieznana jest normalna, fizjo-
logiczna funkcja NTE w organizmie. R6wniez nie jest znana
kolejnosé molekularnych i komérkowych proceséw zacho-
dzacych w okresie kilku dni po ekspozycji neurotoksycznych
zwigzkéw FO. Nie wiadomo tez, dlaczego po 7-21 dniach
pojawia si¢ degeneracja diugich aksonéw wraz z objawami
neuropatii, kiedy w tym okresie okolo 50% NTE jest zre-
syntetyzowana (4, 11, 24).

Watpliwosci te nie umniejszajg jednak faktu, Ze mechanizm
powstawania neuropatii po zatruciach neurotoksycznymi
zwigzkami FO jest zwigzany z aktywno$cig NTE. Oznaczanie
aktywnosci NTE jest obecnie klasycznym testem okreslania
neurotoksycznodci zwiazkéw FO, a zastosowana przez nas
metoda Johnsona (13) jest prostsza i bardziej selektywna od
metody wczeénicj opracowanej przez tego autora (8).
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