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WSTĘ? 

Pierwszy związek fosforoorganiczny /FO/ - czteroetylopiro-

fosforan zsyntetyzowany został w roku 1854 /Clermont 1854 we. 

Karczmar 1970/ i już wkrótce okazało się, że substancja ta ora 

jej pochodne są silnymi truciznami biologicznymi. Najbardziej 

toksyczne związki znalazły zastosowanie jako broń chem.iczna 

i stąd rozkwit badań nad ich syntezą przypada na okres I i II 
/ 

Wojny Światowej. W laboratoriach niemieckich powstały w tym 

czasie soman, sarin i tabun, a w Ameryce i Angli wyprodukowano 

dwuizopropylofosforofluoran /diisopropyIphosphorofluoridane, 

DF?/ /Koelle 1975/. 

Po zakończeniu działań wojennych związki FO wykorzystano 

jako pestycydy do zwalczania szkodników roślinnych i zwierzę

cych. Wprowadzenie pestycydów do rolnictwa i medycyny weteryna 

ryjnej szybko przyniosło wymierne korzyści w postaci zwiększo

nej produkcji artykułów żywnościowych. 

Dzięki pestycydom opanowano wiele groźnych chorób /żółta 

febra, malaria, tyfus, czarna ospa/ /Englund 1972/ oraz podnie 

siono stan sanitarny pomieszczeń mieszkalnych i hodowlanych. 

Okazało się jednak, że powszechne stos'owanie związków FO prowa 

dzi do niebezpiecznego skażenia środowiska i zagraża zdrowiu 

ludzi i zwierząt. 
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Według Matsumara i Madhukara /19 85/ styczność człowieka 

z pestycydami może miec charakter pośredni i bezpośredni 

/schemat 1/. Do bezpośredniego kontaktu dochodzi przy: pro

dukcji, dystrybucji i użytkowaniu pestycydów oraz na skutek 

nieszczęśliwych wypadków /masowych zatruć, samobójstw/. 

Konsekwencja, takich kontaktów są zatrucia ostre, charakteryzu

jące się szeregiem typowych objawów silnego pobudzenia układu 

cholinergicznego. Chorzy zdają sobie zwykle sprawę z przyczyn 

swvch dolegliwości, co pozwala na odizolowanie ich od źródła 

zatrucia i szybkie zastosowanie leczenia. 

Przyczyną pośrednich kontaktów człowieka z pestycydami jest 

skażone środowisko /woda, powietrze, produkty żywnościowe/. 

W takich wypadkach do organizmu przenikają systemarycznie 

niewielkie dawki pest-ycydów. Dochodzi do zatruć przewlekłych 

o nietypowym obrazie klinicznym. Wywiad rzadko bywa pomocny 

w ustalaniu diagnozy. Leczenie objawowe nie przynosi pożąda

nych efektów, tym bardziej że pestycydy obecne w otoczeniu 

nie przestają działać na chory organizm. 

Od dawna sugerowano, że szereg chorób związanych z dysfunkcją 

ośrodkowego układu nerwowego może być następstwem stosowania 

iużych ilości środków ochrony roślin na pewnych terenacn rol

niczych /Barnes 1961, Bidstrup 1961, Gershon, Show 19 61, 

Golz 1961, Durham 1965/. 

Mimo ścisłych przepisów określających sposób użytkowania 

pesrycydów /Hayes 197 5/, doniesienia o zatruciach tymi sub-

srancjami nie należą do rzadkości /Jędrzejowska i wsp. 1980, 
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SCHEMAT 1 

KONTAKTY CZŁOWIEKA Z PESTYCYDAMI 

PRODUKCJA PESTYCYDÓW 

Vi PRACOWNICY 
1 PRODUKCJI HANDEL 

ROLNICY 
USŁUGI 
ROLNE 

GOSPODARSTWA 
ROLNE 

jGOSPODARSTWA 
i  DOMOWE 
(OGRODNICTWO 

UŻYTKI ROLNE 

ZWIERZĘTA 
DZIKIE I 

HODOWLANE 
prodiH<ty żywnościowe KONSUMENCI 

WODA 
WODNE — 
ORGANIZMY 

ATMOSFERA 

w g .  MATSUMURA i  MADHUKAR 1985 
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Senanayake, Jeyaratnam 19 81, Senanayake, Johnson 19 81/ i uzasad

niają potrzebę systematycznego pogłębiania wiedzy o mechaniz

mach działania zwia.zkdw FO na organizm. 

3udcwa chemiczna związków fosforooraanicznych 

Budowa chemiczna związków FO oparta jest na następującym 

schemacie /Schräder, 1952/: 

A 

/ X 

Możliwość podstawienia w poszczególnych pozycjach tego 

scr.smatu różnych pierwiastków lub grup chemicznych pozwoliła 

r.a uzyskanie bardzo licznej /ponad 50 tys./ grupy związków 

/Chadwick, 196 3/. Wspólną ich cechą jest zdolność blokowania 

centrum aKtywnego choiinoes.teraz - enzymów ważnych dla prawid

łowego funkcjonowania większości żywych organizmów /Taylor 

19 S O / . 
'TtO,y 

Pozycja A w cząsteczce wysycona jest/siarką, selenem lub 

-lenam ale tylko tlen obecny w tym miejscu zapewnia danej 

sujzstancji akty^<vnosć biologiczną /Usdin 1970/. Jeżeli w po

zycji A. znajduje się selen lub siarka związek nabywa właści

wości inhibitora enzymatycznego dopiero po przejściu przez 

-rzcas bio-transformacji /Neal 1966, 1967/. 
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i mogą być podstawione różnymi grupami-chemicznymi 

alkilowymi, arylowymi, amidowymi itp. 

W pozycji X znajduje się grupa czynna, która wchodzi w 

bezpośredni kontakt z centrum aktywnym enzymu /Usdin 1970/. 

Rodzaj podstawnika w tym miejscu cząsteczki posłużył za 

podstawę do wyodrębnienia 5 grup związków FO. Oznaczono je 

dużymi literami alfabetu od A do E /Helmstedt 1959, 1963, 

Usdin 1970/. Najbardziej toksyczne substancje jak tabun, 

sarin, soman, DFP znalazły się w grupie A, natomiast dich-

lorfos - związek stosowany w obecnych badaniach zakwalifiko 

wano do grupy B /Hobbiger 19 76/. 

Metabolizm dichlorfosu 

Metabolizmowi związków FO poświęcono wiele uwagi, a 

dichlorfos był używany często jako substancja modelowa. Dla 

tego wewnątrzustrojowe przemiany tego pestycydu poznano z 

wieloma szczegółami /Hodgson, Casida 1962, Hailingsworth 

1969 , Burton .1971, Dicowsky, Morello 1971, Loeffler i wsp. 

1971, Pagi i wsp. 1971, Schultz i wsp. 1971/. 

Cząsteczka dichlorfosu /C^H^Cl20^P/ zbudowana według sch 

matu wspólnego dla wszystkich związków FO jest fosforanem 

0-/2,2-dwuchlorowinyI0/-O,0-dwumetylowym /0,0-dimethylo 

0-/2,2-dichlorovinyl/phosphate, DDVP/ /Stecher 1968/. 
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H-,CO O 

^ \ X p 

Wzór strukturalny dichlorfosu 

Zcecncść tlenu w pozycji A /schemat str. 4/ zapewnia związ-

/-.c'.vi akrywnosd biologiczną, bez konieczności wstępnej bio-

ir^r.s f ormaci i. Grupą "czynną" w cząsteczce, która łączy sią 

j ^a-n-ruir. akrywnym acetiylocholinoesterazy /AChE/ jest reszta 

_ j.--crcwinylowa. Grupy metylowe wysycają pozycje IR-,. 

przemian metabolicznych dichlorfosu jest niezależny od 

iri.ri './ziewną, douscna, dożylna/ wprowadzenia tej substancji 

:z -zzrolu /Hutson i wsp. 1971, Loeffler i wsp. 1971, Page i 

vsp. :.,'7 2/. Rozpad cząsteczki DDVP rozpoczyna się zwykle ro-

zer^.vaniem wiązania między fosforem a resztą dwuchlorowinyIową 

z udziałem enzymu obecnego w wątirobie i surowicy /Hodgson, 

rz.5ida 1962, Potter i wsp. 1973/. Może nastąpić również 

r.ydroliza wiązania między fosforem a resztą metylową prowa-

iząc do powstania monomietylodichlorfosu /Hodgson, Casida 1962, 

Portier i wsp. 19 7 3/. 

Sądzono, że pierwszy "cyp przemian charakterystyczny jest 

ila cziowieKa i wielu gatunków ssaków /Hutson i wsp. 19 71, 

^---zson, Hoadley 19 72, Page i wsp. 1972/, natom.iast drugi 

".vvstiępuje głównie u gryzoni /Kallingsworth 1969 , Hutson, 
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Hoadley 1972/. Z badań Hodgsona i Casida /1962/ wynika jed

nak, że o przewadze danego toru przemian decyduje stężenie 

dichlorfosu w ustroju. Przy niskich stężeniach katabclizrr. 

zaczyna się rozpadem wiązania między fosforem a resztą dwu-

chlorowinylową, natomiast wysokie stężenia sprzyjają demety-

lacji. Jeżeli katabolizm DDVP rozpoczyna się demetylacją tc 

następuje po niej rozpad wiązania między fosforem a winylem 

i powstaje monometylofosföran oraz alkohol dwuchlorowinyIowy. 

Dalsza demetylacja monometylofosforanu prowadzi do nieorga

nicznego fosforanu. Natomiast alkohol dwuchlorowinylow\' 

przekształcony zostaje do aldehydu dwuchlorooctowego, a ten 

uleaa redukcji do dwuchloroetanolu lub kwasu dwuchloroocto-

wego /Potter i wsp. 1973/. Dwuchloroetanol sprzężony z kwasen". 

glukuronowym wydalany jest z moczem lub po odłączeniu atomów 

chloru pod postacią dwutlenku węgla - z powietrzem wydeciiowyir. 

/Hutson, Hoadley 1972/. Metabolity dichlorfosu /znakowane 

14 3 7 3 2 pierwiastkami radioaktywnymi: C, Cl, P w różnych miejs

cach cząsteczki/ nie kumulują się w ustroju /Burton 1971, 

Hutson i wsp. 1971,/Hutson, .Hoadley 1972 , Potter i wsp. 1973/. 

Obserwowana radioaktywność tkanek jest konsekwencją wbudowy

wania się znakowanych fragmentów cząsteczki do wielu endogen

nie syntetyzowanych związków takich jak: glicyna, seryna, 

glukoza, kwasy tłuszczowe, cholesterol, kwasy nukleinowe itp. 

/Hutson, Hoadley 1972, Page i wsp. 1972/. Produkty rozpadu 

dichlorfosu nie posiadają właściwości inhibitorów enzymatycz

nych i są stosunkowo mało toksyczne, jeżeli nie osiągają 
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niebezpiecznych stężeń w organizmie /Hutson, Hoadley 1972, 

Page i wsp. 19 72/. Do zaburzeń obserwowanych w zatruciach, 

dochodzi więc głównie pod wpływem działania niezmienionej 

cząsteczki dichlorfosu a nie jego metabolitów. 

Związki fosforoorganiczne jako inhibitory cholinoesteraz 

Podstawowym mechanizmem biologicznego działania związków 

rO -est: blokowanie aktywności cholinoesteraz /Eto 1974/ 

scnemat: 2/. Substancje me współzawodniczą z endogennym 

subsrrarem o cenrr^um aktywne enzymu /O'Brien 1967/. Związki 

JC bloku;]ą enzym w sposób nieodwracalny, to znaczy powstający 

ż;c-pleks enzym-innibitor nie ulega samoistnej hydrolizie w wa-

run.-iacn środowiska wewnątrzusrroiowego. Ściślej mówiąc proces 

zacnodzi tak wolno, że nie ma praktycznego znaczenia dla 

odnowy aktywności enzymu /Hovanec, Lieske 1972, Hovanec i wsp. 

19 7 7, Lieske i wsp. 19 80/ /schemat 3/. Rozpad kompleksu 

przyspieszają substancje o określonej budowie chemicznej 

noszące nazwę reakrywa-corów /Aldridge, Reiner 1972/ /sche-

r.a- 4/, Reaktywatory są pochodnymi hydroksylaminy /Wilson, 

3ir-SDurg 1955/ o budowie chemicznej oksymów. W obecności 

oksymów proces hydrolizy kompleksu enzym-inhibitor przebiega 

znacznie szyDciej /Kobbinger, Vojvodic 1966/. Reaktywatory 

me są substancjami obojętnymi dla organizmu, w dużych dawkacn 

•.-v'-.voiu ją objawy zatrucia / tachykardię, zawroty głowy, nudności, 

ccdwójne widzenie/ /Elliott, Bokums 1968, Koelle 1975/. 
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SCHEMAT 2 ^ 

MECHANIZM BLOKOWANIA 
AChE PRZEZ DICHLORFOS 

MIEJSCE MIEJSCE H,CO"^ ^O—CH: 
ANIONOWE ESTROWE 

CENTRUM AKTYWNE AChE DICHLORFOS 

H3CO > 
H,CO 

0/ 

ZABLOKOWANA AChE 

SCHEMAT 3 

MECHANIZM SAMOISTNEJ 
REAKTYWACJI AChE 

H,CO ^O 
P 

H^CO-^ + H,0. 

ZABLOKOWANY ENZYM REAKTYWOWANY ENZYM 

H CO ,0 

H CO^ ^OH 

ZMODYFIKOWANY INHIBITOR 
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SCHEMAT 4 

«k* 
MECHANIZM REAKTYWACJI 
Z UDZIAŁEM OKSYMU 

H 
, o ,  .  
k + J—C==N—o. 
:N' 

O 

H.C HXO OCH, 

\ä:± Zf 

H 

KOMPLEKS OKSYMU 
Z INHIBITOREM 

.0 

'N' 

CH. 

•C=N-0— 

HaCO'^ "^OCH; 

vx H-O 

KOMPLEKS OKSYMU 
Z UFOSFORYLOWANYM 
EMZYMEM 

REAKTYWOWANE CENTRUM 
ENZYMU 

;CHEMAT 5 l-

MECHANIZM DEALKILACJI 

H.CO-

HXO 

O 

H,0 

o i 

HXO-

o-

:0 

\ N: u 
ABLOKOWANA AChE KOMPLEKS ENZYM — INHIBITOR 

PO DEALKILACJI 
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Efektywność działania reaktywatorów ograniczona jesr przez 

szereg czynników. Najważniejszym z nich jest tzw. starzenie 

się kompleksu enzym-inhibitor /Horris i wsp. 1966 , Srr.itih, 

Usdin 1966rSchoene i wsp. 1980/. Proces ten polega na odłą

czeniu od ufosforylowanego enzymu jednej z grup chemicznych 

należących do cząsteczki inhibitora /Johnson 1982/ /schemat 

Szybkość tej reakcji zależy od struktury chemicznej inhibi

tora, pH środowiska oraz budowy centrum aktywnego enz\Tr.u. 

Proces starzenia się jest charakterystyczny dla tych związ

ków FO, które w pozycjach i posiadają określone grupy 

chemiczne /Lotti i wsp. 19 84/, głównie rodniki alkilowe. Ir. 

więcej takich rodników zawiera cząsteczka inhibitorowa tym 

łatwiej i szybciej zachodzi proces starzenia się /Sun i wsp 

1979/ czyli dealkilacji. Sun i wsp. /1979/ uważają, że deal-

kilacja jesr procesem enzymatycznym, katalizowanym przez sa: 

acetylocholinoesterazę, dzięki obecności grupy anionowej w 

centrum aktywnym enzymu /Fleischer, Harris 1965/. Prawdopo

dobnie reakcja ta może zachodzić również samoistnie /Sun i 

wsp. 1979/. Aktualnie poszukó/je się sposobów opóźnienia pro

cesu dealkilacji w zatrutym organizmie aby stworzyć warunki 

dla skutecznego działania reaktywatorów /Grone 1974, Sterri 

1977/. 
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Odnowa aktywności acetvlocholinoesterazv w mózgu j 

co zarruciu związkami fosforoorganicznymi """ 

Acetylocholinoesteraza /EC.3.1.1.7/ jest enzymem poli-

morficznvm. Wvstepuje w tkankach w wielu formach molekular- * 

nych. Formy te różnią się od siebie liczbą podjednostek kata- [ 

litycznych i kształtem cząsteczki /Massoulie, Bon 1982, > 

Marsh i wsp.1984, Massoulie i wsp. 1984, Muller i wsp. 1985/. 

?od względem kształtu rozróżnia się postać globularną i asy-

r.etryczną. Postać globularna wysrępuje w tkankach jako izo-

enzym ledno-, dwu- i cztero-podjednostkowy /G^, 02^ G^/ 

3on, Massoulie 1976, Rosenberry, Richardson 19 77, Dudai, 

Silman 1979/. Formy asymetryczne AChE /A^, Ag i A^^/ zbu

dowane są z różnych ilości podjednostek globularnych oraz 

iańcucnów kolagenopodobnycn /Anglister i wsp. 19 76, 19 79, Angli-

3 ner, oilman 1978 , Rosenberry i wsp. 1980/. 

W mózgacn ssaków AChE znajduje się głównie w formie globu-

larnej a poscać asymetryczna stanowi zaledwie 0,2% całkowitej 

ak-'y-vnosci enzymu / Rieger i wsp. 19 80 , Grassi i wsp. 19 32/. 

OUN przeważa izoenzym /V^ade, ' Timir as, 1980 , Grassi i wsp. 

1982/, za wyjątkiem móżdżku i pnia, gdzie G^ i G2 ilościowo 

rćwncważą G^ /Clark, Lenz 19 83/. Podczas rozwoju mózgu formy 

i G^ nie ulegają ilościowym zm.ianom, narasta natomiast 

stężanie formy /Rieger, vigny 1976, Marchand i wsp. 1977/. 

Polimorfizm AChS w mózgacn ssaKÓw zwiększa się dodatkowo przez 

obecność form związanycn z Dłonam.i oraz występujących w pos-

-aci rozpuszczalnej /Hollunger, Niklasson 1973, Adamson i wsp. 
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1975, Niemierko, Skangiel-Kramska 1976, Adamson 

1977/. Rozpuszczalna forma enzymu stanowi około 20% całko

witej aktywności AChE i w skład jej wchodzą trzy dalsze 

postacie: wielkocząsteczkowa - wolno migrująca podczas 

elektroforezy w żelu poliakrylamidowym /56%/, średniocząs-

teczkowa /16%/ oraz postać niskocząsteczkowa - najszybciej 

migrująca /28%/ /Vijayan, Brownson 1974, Meneguz i wsp. 

1981/. Znajomość budowy izoenzymatycznej AChE przyczyniła 

się do bliższego poznania mechanizmów blokowania i odnowy 

aktywności enzymu po zatruciach związkami FO /Michałek i wsp. 

1979, Michałek i wsp. 1981 a, b, 1982, Bisso i wsp. 1982/. 

Podczas zatrucia ilość blokowanej AChE jest wprost pro

porcjonalna do aktywności enzymu w badanej okolicy mózgu 

/Kozar i wsp. 1976, Meneguz i wsp. 1981/. Poszczególne formy 

izoenzymatyczne blokov/ane są w różnym stopniu /Vijeyan, 

Brownson 1975 , ..Srinivasan i wsp. 1976 , Overstreet i wsp. 1979 , 

Meneguz i wsp. 1981, Michałek i wsp. 1981 a, b/. Najwcześniej 

następuje spadek aktywności wysokocząsteczkowej formy roz

puszczalnej postaci AChE /Michałek i wsp. 1981 a, b, Bisse 

i wsp. 1982/. 

Odnowa aktywności AChE po zatruciach związkami FO polega 

na syntezie de novo monomerycznych form enzymu /Blaber, 

Creasey 1960, Davis, Agranoff 1968/. Następnie, w wyniku 

polimeryzacji dochodzi do gromadzenia się form dwu- i cztero-

podjednostkowych /Rieger i wsp. 1976, Huther i wsp. 1978/. 

Podczas odnowy najszybciej narasta stężenie formy średnio-

cząsteczkowej /Srinivasan i wsp. 1976, Michałek i wsp. 1979/. 
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Przypuszcza, si^ wi^C/ żs "ceinpo poliinei"yza.cji do form dwupod— 

jednostkowych jest wyższe niż tworzenie się wielkocząstecz-

kowych izoenzymdw AChE /Michałek i wsp. 19 81 a, b, Meneguz 

i wsp. 19SI/. 

Woływ związków FO na blokowanie i odnowę AChE podczas 

rozwoju mózgu badano w różnych układach doświadczalnych 

/Brodeur, Du Bois 1963, Lu i wsp. 1965, Talens, Wóolley 1973, 

Kewitz i wsp.- 1977 , Mendoza, Shields 1977 , Zalewska i 

wsp. 1977 , Maślińska, Zalewska 1978 , Bisso i wsp. 1982/. 

Maj częściej substancje te podawano samicom ciężarnym i aktyw

ność enzymu oznaczano w mózgach płodów /Kewitz i wsp. 19 77, 

Zisso i wsp. 19 32/ lub u potomstwa po porodzie /Talens, 

Woolley 19 73, Zalewska i wsp. 1977, Maślińska, Zalewska 1978 b/. 

Miektórzy aurorzy /Bisso i wsp. 1980, 1982/ sugerują, że 

-a.T.po oancwy AChE jest wyraźnie związane ze stopniem dojrza

łości mózgu. Im młodsze zwierzę tym zdolność wyrównywania 

"ledoDorów aktywności AChE jest większe. Różnice są znaczne 

i podczas gdy u 18 dniowych płodów szczura aktywność AChE 

wraca do normy w ciągu kilkudziesięciu godzin po zablokowaniu 

,w 9 5%/ enzymu pestycydem, to u zwierząt 20 dniowych czas 

powrotu do wartości prawidłowych trwa wiele dni a u dorosłych 

zwierząt nawet wiele tygodni /Bisso i wsp. 19 82/. 

badaniach tych nie uwzględniono niestety okresu poporo

dowego, w którym fizjologiczne tempo syntezy AChE jest naj

wyższe a rozwijający się mózg najbardziej podatny na działa

nia UozKadzających czynników środowiskowych. Wydaje się rów- > 

nisz, że podczas rozwoiu mózgu, przebieg odnowy enzymu byłby 
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odmienny przy długotrwałym blokowaniu jego aktywności przez 

wielokrotne podanie pestycydu. 

Zarrucia związkami fosforooraanicznvrr.i 

Objawy zatrucia substancjami FO związane są z różnego stop

nia zahamowaniem aktywności acetylocholinoesterazy i z następ

czym pobudzeniem cholinergicznym. 

Odmienny przebieg zatruć ostrych i przewlekłych wynika nie 

tylko z różnego nasilenia zmian ilościowych i dlatego wymaga 

osobnego omówienia. 

Objawy charakteryzujące zatrucia ostre sprowadzają się do 

silnego pobudzenia układu cholinergicznego. Patomechanizm. tych 

zaburzeń polega na nagłym wypadnięciu funkcji acetylocholinc-

esrerazy z ustrojowych przemian metabolicznych i gromadzeniu 

się nadmiaru acetylocholiny w przestrzeniach synaptycznych. 

Przedłużone działanie neurotransmirera na postsynaptyczne 

receptory układu cholinergicznego wywołuje szereg typowych 

objawów nadczynności tego układu /Karczmar 1967/. 

Kliniczny obraz ostrych zatruć jest zwykle wypadkową pobu

dzenia zakończ.eń muskarynowych, nikotynowych i rzw. obiawów 

centralnych /Karczmar 1967/. W sumie na plan pierwszy wysuwają 

się zaburzenia oddechowo-krążeniowe, które są również naj

częstszą, bezpośrednią przyczyną zgonów. Leczenie ostrych 

zatruć polega na stosowaniu blokerów receptorów muskarynow^^ch 

/Helmstedt 1970, Milosevic 1970/ oraz podawaniu reaktywatorów 

celem uwolnienia AChE od połączeń z inhibitorami /Wills 1970/. 

% 
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Działanie reaktywatorów jest skuteczne jedynie we wczesnej 

fazie zatrucia /Koelle 1975/, w pozostałych przypadkach 

odnowa aktywności enzymu odbywa się poprzez syntezę nowych 

cząsteczek enzymu. 

Długotrwałe działanie na ustrój niewielkich dawek związ

ków FO prowadzi do zatruć przewlekłych. W przeciwieństwie 

jednak do zatruć ostrych, obniżonej aktywności AChE nie to

warzyszą objawy silnego pobudzenia cholinergicznego /Overs-

-reei: 1973, Russel i wsp. 1975 , Schiller 1979 , Davis, 

P.icnardson 1980 , Ehlert i wsp. 1980 , Russel i wsp. 1981/. 

Z]a*.visko to nazwano "tolerancją" i wykazano, że składa się 

na r.ią szereg mecnanizmów zabezpieczających ustrój przed 

r.ad.T.iarem acetylocholiny: 

- SDadek wrażliwości i liczby receptorów muskarynowych 
w błonach postisynaptiycznych /Uchida i wsp. 1979/, 

- .Tierabolizm nadmiaru acetylocholiny w bocznych torach 
przemian /Dross, Kewitz 196 8, Dross 19 75, Herman 19 79/-

- zmniejszenie dostawy substratu do syntezy neuro-crans-
mitera w komórkach nerwowych /Carson, Jenden 19 73/. 

Brak charakterystycznych objawów pobudzenia cholinergicz

nego sprawia, że zatrucia przewlekłe stwarzają trudności 

diagnostyczne. Na pierwszy plan wysuwają się niespecyficzne 

za::urzenia świadczące wprawdzie o dysfunkcji OUN ale nie 

wsKazu;]ącs na bezpośrednie podłoże zaburzeń. 

Dokładna analiza przeprowadzona w czasie prób leczenia 

.-hcrób psychicznycn związkami FO wykazała, że substancje te 

pcgłębiaią depresje i aktywują schizofrenię ale łagodzą 
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objawy psychozy maniakalnej. U zdrowych ochotników wywołują 

one apatię, znużenie, przygnębienie i depresję /Rowentree 

i wsp. 19 50/. 

Gershon i Show /1961./ obok reakcji schizofrenicznych 

obserwowali u osób narażonych na przewlekłe działanie pesty

cydów FO, ciężkie zaburzenia pamięci i koncentracji. Sugero

wali również, że narastające skażenie środowiska może zagro

zić zdrowiu psychicznemu stałych mieszkańców terenów rolni

czych. Z obserwacji klinicznych i badań doświadczalnych w\"ni-

ka, że wrażliwość osobnicza organizmu /Fleisher i wsp. 1970, 

Russel 19 83/ i struktura chemiczna związków FO /Bistrup i 

wsp. 1953, Hierons, Johnson 1978, Xintaras i wsp. 1975, 

Jędrzejowska i wsp. 1980, Senanayake, Jeyaratnam 1981, Senana-

yake, Johnson 19 82/ mają istotny wpływ na kształtowanie obra

zu zatruć. 

Uszkodzenia tkanki nerwowej po zatruciach 

związkami fosforoorganicznymi 

Szybkie zastosowanie właściwego leczenia w ostrych zatru

ciach niektórymi związkami FO dane cnoremu szanse na całkowite 

wyzdrowienie /Wills, Albany 1970/. Jeżeli jednak zatrucia te 

kończą się śmiercią, w mózgu i w wielu narządach wewnętrznych 

obserwuje się obrzęk, przekrwienie i poszerzenie naczyń wło

sowatych /Grob i wsp, 1950, Helmstedt i wsp. 1957, Arterberry 

i wsp. 1961/. Rozległość tych zmian wiąże się ściśle z nasile

niem i czasem trwania zaburzeń krążeniowo-oddechowych /Taylor 

1980/. 
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Istnieje także grupa związków FO, które niezależnie od 

stosowanego leczenia prowadzą do uszkodzenia tkanki nerwo

wej. Objawy zatrucia charakteryzują się występowaniem ostrych, 

cofających się szybko zaburzeń żołądkowo-jelitowych. Po okre- ? 

sie pozornego wyzdrowienia trwającego około 2-4 tygodni poja-

wiaią się niedowłady a nawet porażenia, którym towarzyszy 
r 

niewielki ubytek czucia. Jeżeli proces chorobowy toczy się 

również w obrębie długich dróg rdzenia kręgowego to łącznie 

z niedowładami wiotkimi występować może zespół kurczowy. 

Choroba prowadzi często do trwałego kalectwa /Morgan, Peno- t. 

vicn 197 3, Vasilescu 19 79, Senanayake 19 81/. 

W literarurze anglosaskiej ten typ zaburzeń nazwano opóz'-

.-iioną polineuropatią wywołaną związkami fosforoorganicznymi 

Organopnosphorus Induced Delayed Polineuropathy, OPIDP/. 

Zaburzenia takie obserwowano podczas masowych zatruć, 

których przyczyną był najczęściej fosforan trójortokrezylowy 

,TCCP/ /Smith, Lillie 19 31, Barnes, Danz 1953, Durham, Gaines 

1956, Vasilescu 1979/. 

Oprócz TCCP szereg związków FO posiada podobne własciwoś- j 

ci neuroroksyczne /Bidstrup i wsp. 1953, Hopkins 1975, 

, Johnson 1978 , Xintaras i wsp. 1978 , Jędrzejowska i 

•vsp. i980 , Senanayake, Jeyaratnam 1981, Senanayake, Johnson 1981/, 

Podłożem objawów neurologicznycn w OPIDP są uszkodzenia 

nerwów obwodowych z wtórnym rozpadem osłonek mielinowych 1 

zmianami w komórkach nerwowych rdzenia kręgowego* /Hern 1971, ^ 

Douldin, Cavanagh 1979 a, b, Koller, Klawans 1979 , .Baker 

1 wsp. 19 80/. 
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Zmiany ultrastrukturalne obserwowano we wszystkicn ele

mentach tkanki nerwowej /Ahmed, Glees 1968, Bischoff 1970, 

Le Vay i wsp. 1971, Spoerri, Glees 1979, 1980/. 

Według opinii wielu autorów, pierwszą reakcją komórki na 

trujące działanie TOCP jest gromadzenie się licznych, elekrr 

nowo-ciemnych, wydłużonych m.itochondriów w aksonie i cyto-

plazmie perykarionów /Ahmed 19 73 a, b, 1975, Spoerri, 

Glees 19 7 9/. Następnie organelle te ulegają stopniowemu zw\'-

rodnieniu, które polega na obrzmieniu i rozpadzie grzebieni 

i macierzy mitochondriów. Ostatecznie mitochondria przekszta 

cają się w duże, elektronowo-puste wakuole /Ahmed 19 70, 1971 

1977/. 

Wielokrotnie podkreślano ścisły związek tych zmian z 

powsnawaniem złogów barwnika w uszkodzonych komórkach /Coleo-

lough i wsp. 1972, Hasan, Glees 1972, Gopinath, Glees 197^, 

Glees 1 wsp. 197 4, Glees 1975 , Prentice, Roberts 1983/. Barv/niK 

ma, według autorów, strukture typową dla lipofuscyny i gro

madzi się zarówno w komórkach nerwowych, jak i gle^owv^ch 

/Ahmed 1977, Spoerri, Glees 1980/. Wypełnia znaczne przesrrz 

nie perykarionów i wypustek komórkowych leżąc zawsze w są

siedztwie uszkodzonych mitochondriów /Ahmed, Glees 1977/. 
• 

Równolegle do zmian w mitochondriach, narasta w komórkach 

ilość gładkiej siatki śródplazmatycznej i włókienek cyto-

plazmatycznych /Ahmed 1977, Spoerri, Glees 1979/. 

Początkowo zmiany te pojawiają się w aksonach. Włókienka 

ułożone jedno obok drugiego wypełniają cały przekrój aksonu. 
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Pdźniej liczba ich narasta również w perykarionach komórek 

/Le Vay i wsp. 1971/. Obok znajdują się liczne lizosomy i 

ciała gęste. Tak zmieniona komórka sprawia wrażenie elektro-

ncwo-ciemnej /Spoerri, Glees 1980/. W niektórych komórkach 

zmiany są mniej nasilone i wyrażają się jedynie przerostem 

aparatu Golgiego lub zmianami mitochondrialnymi. 

Mimo wieloletnich badań nie zdołano wyjaśnić patomecha-

r.i.zmu polineuropatii fosforoorganicznych. Początkowo sądzono, 

że podłożem obseirwowanych zmian może byc zaburzony metabolizm 

niek-órych witamin /Swank, Prados 19 42, Carpenter i wsp. 1959/ 

iugarowano następnie, że zaburzona synteza ciałek lub ziale-

:i-r.v przeniy^// aksoplazmv mogą prowadzić do polineuropatii 

Pleasure 1969, James, Austin 19 70, Bradley, Williams 1973, 

J.rr.-?.r-agn 1973 , Reichert, Abou-Donia 1980/. 

niedobór AChE w płycce nerwowo-mięśniowej odpowie-

.izi2_ny bezpos'rednio za toksyczną martwicę mięsni może inicjo-

.vac uszKodzenia tkanki nerwowej /Laskowski, Dettbarn 19 75 , 

Akai.-^e i v;sp. 1984 , Albuquerque i wsp. 1984, Dettbarn 1984/. 

Cstarnio zwrócono uwagę na czynność enzymów, OKreślanych 

:a.-:z esterazy neuro-coksyczne /'NTE/. Zablokowanie przez związki 

JO 70-80% aktywności tych enzymów urucnamia ciąg przemian, 

Ń-ore prowadzą do uszKodzenia rkanki nerwowej /Johnson^ 

_auv/ersy 1969, Johnson 1974 ,' 1980 , 1982 , Lotti, Johnson 1980 , 

laroldi, Lotti 1982/. 

Esterazy neuroroksyczne wystiępują w wielu komórkacn ustroju 

r.iedzy innymi w limfocytach /Dudek, 1979 , Caroldi, Lotti 

1 ?32, Dudek,Richardson 1982, Johnson 1982/. Ich obecność w tych 

http://rcin.org.pl



komórkacn wykorzystano do testów prognostycznych mających 

na celu określenie prawdopodobieństwa wystąpienia uszkodzeń 

tkanki nerwowej u ludzi zatrutych pestycydami /Dudek 1979, 

Lotti i WSP. 19S3, Osterloh i wsp. 19 83/. 

Teoria wiążąca polineuropatie toksyczne z dysfunkcją NTE 

ma wiele słabych punktów. Trudno między innymi wytłumaczyć, 

dlaczego po zablokowaniu tych enzymów dochodzi do wybiórczych 

uszkodzeń tkanki nerwowej, mimo że NTE występują prawie we 

wszystkich komórkach ustroju, tym bardziej, że aktywność NTE 
* 

nie jest potrzebna tkance nerwowej do utrzymania jej prawidło 

wego metabolizmu lub funkcji. Odnosi się wrażenie, że rola 

zaburzeń aktywności NTE w indukowaniu polineuropatii nie 

zostanie wyjaśniona dopóki nie określi sie fizjologicznej 

funkcji tych enzymów w tkance nerwowej. 

W większości dotychczasowych prac, polineuropatie doświad

czalne wywoływano przez podanie zwierzętom fosforanu trój-

ortokreżyłowego. Zwrócono jednak uwagę, że wrażliwość róznycr. 

gatunków zwierząt na działanie tej substancji nie jest jedna

kowa. Polineuropatie powstawały najłatwiej u ptactwa domowego 

Podanie kurom jednorazowej dawki TOCP prowadziło do ciężkich 

porażeń nerwów obwodowych /Glees, Janzik 1965, Spoerri, 

Glees 19 79/. Krańcowo odmiennie reagowały szczury. Ten gatu

nek zwierząt okazał się wyjątkowo oporny na trujące działanie 

związków FO /Johnson 1975, 1982, Abou-Donia 1981/. Polineuro

patie pojawiały się u nich dopiero po długotrwałym /6 tygodni 

podawaniu TOCP /Veronesi 1984/. Zjawisko to, wiąże się z 

określoną specyfiką przemian metabolicznych /Abou—Donia 198ji, 
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Hansen . 19 83/ oraz aktywnością enzymów /Clothier, Johnson 

1980/ Saliman i wsp. 1982/, które zabezpieczają organizm 

szczura przed toksycznym działaniem związków FO. 

Konsekwencją stosunkowo częstego występowania poiineuro-

patii w zatruciach pestycydami było sformułowanie opinii, że 

związki FO uszkadzają jedynie nerwy obwodowe i rdzeń kręgowy 

/Ahmed, Glees 1971, Hern, Glees 1972, Abou-Donia 1979, Boul-

iin, Cavanagh 1979 a,b, Lotti i wsp. 1984/. Ograniczenie badań 

•^'.orfologicznych do jednego praktycznie modelu doświadczalnego 

spowodowało, że sporadycznie badano reakcję tkanki nerwowej 

T.dzgu na zatrucia związkami FO. Brak jest szczególnie infor-

T.ac^i o zmianach jakie powsrają w OUN po długotrwałym działa-

liu pestycydów FO. 

Obserwowane po podaniu substancji FO zmiany psychiczne 

Gershon, Show 1961, Grob 1963, Dill, Smith 1964, Korsak, Sato 

Durry i wsp. 1979/ sugerują, że związki te zaburzać 

:ogą wzajemne relacje między poszczególnymi neurotransmitera-

r.i. Jest co tym bardziej prawdopodobne, że jak wykazały ostat-

iie Dadania doświadczalne, pod wpływem związków FO dochodzi 

:G zmian stężenia lub metabolizmu niektórych substancji neuro-

:rze.^a2nikowycn w mózgu / Stavinoha i wsp. 1966 , . Freed i wsp. 

Ali i v/sp. 19 79 , Prionx-Gurpanneau i wsp. 1982 , Maś-

Ka l^o^a, Sivam. i wsp. 19 83, Dun, Karczmar 1984, Fernando 

. wsp. 19 84/ głównie serotoniny /Ali i wsp. 19 79, Prionx-

^lyanneau i wsp. 19 82, Maślińska 19 83 b, Dun, Karczmar 1984/. 
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Czynny udział serotoniny w rozwoju układu nerwowecro przed 

i po porodzie /Lauder, Krebs 1976, 1978, Lauder i wsp. 1981.' 

pozwala sądzić, że skażenie środowiska związkair.i FO i przeni

kanie tych substancji do młodych organizmów może stanowić 

poważne zagrożenie p^.la prawidłoweao rozwoiu strukturv i 

funkcji OUK. 

Udział serotoniny /S-hydroksytrvptaminv, 5-HT/ 

w rozwoju mózgu 

Serotonina /5-hydroksytryptamina, 5-HT/ jako neurcrrans-

miter bierze udział w kształtowaniu wielu funkcji ośrodkowego 

układu nerwowego. Jej rola sprowadza się przede wszystkim do 

hamowania procesów zachowania /Meyerson 1964, Tagiiamonte i 

wsp. 1969, Jouvet 1972, Tissari 1973^ Kostowski 1975/, ucze

nia się i reakcji na różnego rodzaju bodźce /dorykowe, słu

chowe, bólowe/ /Kostowski 1980/. Substancja t.a uczes-cniczy 

w regulacji temperatury ciała /Meyerson 1964, Reid i wsp. 196 8 

Tagiiamonte i wsp. 1969, Weiss, Aghajanian 1971/ oraz 

synchronizacji bioelektrycznej czynności kory mózgowej /Jouvet 

1969, Verzeano, Mahuke 1972, Morgane, Stern 1974/. Wpływa na 

wydzielanie hormonów podwzgórza /Fuxe i wsp. 1970, Kostowski 

1980/, a poprzez me na metabolizmi całego organizmu. 

Serotonina jest ściśle związana z rozwojem układu nerwo

wego. Uczestniczy w tym procesie nie tylko jako neurorrans-

miter ale również jako substancja o właściwościach troficznych 

/Lauder, Krebs 1976, Lauder, Krebs 1978 a, Lauder, Krebs 1978 1 
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Udział serotoniny zaznacza slą na wielu ważnych etapach roz

woju mózgu: zamykaniu cewy nerwowej, organogenezie mózgu, 

podziale na somity /Lauder 1983/. Leki zaburzające metabolizm 

serotoniny, podawane w czasie ciąży działają teratogennie 

prowadząc do wad rozwojowych układu neirwowego /Palen i wsd. 

1979, Jurand 1980/. 

:Teurony serotonergiczne wyodrębniają się z populacji blas-

tycznych komórek nerwowych w początkowym okresie rozwoju 

zarodka /Wallace 1982, Wallace, Lauder 1983/. Wkrótce porem 

podejmują produkcję serotoniny /Lauder, Bloom 1974, 1975/, 

która mimo braku połączeń synaptycznych stymuluje podziały 

i różnicowanie się innych komórek neuroblastycznych /Lauder, 

KreDS 19 76, Lauber, Krebs 19 7 8 a, b/. Są to głównie komórki, 

z k-crymi, w późniejszym okresie rozwoju neurony serotoner-' 

giczne ucworzą liczne połączenia nerwowe /Lauder i wsp. 19 81, 

19 3 2 .'. 

porodzie, związek serotoniny z rozwojem wyraża się wpły

wem na procesy namnażania i różnicowania się komórek glejowych 

Lauder i wsp. 19 82, Lauder 19 83/ oraz jej udziałem w regula

cji wdzielania hormonu wzrosru /Smythe i wsp. 19 75 , Stuart .i 

wsp. 1976, Kuhn i wsp. 1978, Kuhn, Schanberg 1981/. 

Mimo licznych funkcji jakie spełnia 5-HT w rozwoju, u wielu 

garunków zwierząt: /szczur, królik/ podobnie t^ak u człowieka 

w aniu porodu układ serotonergiczny jesr stosunkowo mało doj

rzały /Karki i wsp. 1960, 1962, Agrawal i wsp. 1966, Tissari 

19.0, Daszuta i wsp. 1979/. Pewien stopień dojrzałości wyka-
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żują co prawda jądra szwu w rdzeniu przedłużon\Tn i śródmóz-

gowiu /Olson, Seiger 1972/, ale rozwój układu serotonergicz-

nego w strukturach przodomózgowia następuje dopiero w okresie 

pierwszych tygodni życia po porodzie /Green, Saw\'er 1966, 

Tis sari 19 73/. Obserwuje się wtedy rozrost wypustek korriórkcw\'c 

neuronów 5-HT /Loizou 1969, 1972, Hattori, McGeer 1973/, oraz 

tworzenie się połączeń synaptycznych /Aghajanian, Biooir. 1967 , 

Tissari 1975/. 

Stopniowo podejmują swoją funkcję poszczególne połączenia 

tego układu np. układ hamujący w hipokampie /Mccrcrcf:: 1971, 

Marby, Campbelli 19 7 4/, którego zadaniem jest obniżanie nad

miernej pobudliwości nerwowej wywołanej u młodych zwierząr 

wcześniejszym dojrzewaniem połączeń katecholaminergicznych 

/Campbell i wsp. 1969 , Moorcroft i wsp. 1971, Cairtpbell, Spcai; 

1972/. 

W miarę rozwoju ujawniają się współzależności funKCjOnaine 

układu serotonergicznego z innymi neurotransmiterair.i /Garat.-

tini i wsp. 1980, Butcher, Woolf 1982/. 

Obserwuje się dwojakiego rodzaju interakcje z układeir. 

cholinergicznym: hamujący wpływ agonistów receprorów nikoty

nowych /N-cholinergicznych/ oraz pobudzające oddziaływanie 

agonistów receptorów muskarynowych /M-cholinergicznych/ na 

układ 5-HT /Hery i wsp. 1977, Robinson 1982/. Znany ^est rów

nież wpływ neuronów 5-HT na komórki nerwowe uwalniające 

acetylocholinę /Vizi i wsp. 1981/. 
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Wzajemne powiązania różnych układów powodują, że zaburze

nia powstające w jednym z nich mogą wywołać reakcję kompensa

cyjną lub prowadzić do dysfunkcji innych. Przypuszcza się, że 

w przypadku zatrucia związkami FO, czynnikiem pierwotnym 

inicjującym cykl wzajemnych oddziaływań są zaburzenia powsta-

jące w układzie cholinergicznym /Dun, Karczmar 1984/. 

Związki fosforoorganiczne a rozwój mózgu 

Związki FO są szczególnie toksyczne dla młodych organizmów 

/'Srcdeur, Du Bois 1963, Lu i wsp. 1965, Mendoza, Shields 1977/. 

Substancie te łatwo pokonują barierę łożyskową i przedostają 

sie do płodu /Edery i wsp, i966. Fish 1966, Budreau, Singh 

19 73, Maśliriska i wsp. 1979/. Niektóre z nich działają tera-

-cgannie /Fish 1966, Kimbrough, Gaines 1968, Khera, Clegg 

1969, Vogin, Carson 1971, Thorpe i wsp. 1972/, ale zdarza się, 

za mimo uszkadzającego wpływu na strukturę DNA in vitro 

.'icfroth 1970, Lawley i wsp. 1974, Wennerberg, Lofroth 1974, 

'•/coder i wsp. 19 77 , , Oliński i wsp. 1980/ zastosowane w czasie 

-lązy me wywołują wad rozwojowych. Podane w końcowym okresie 

ciązy częsro opóźniają tempo rozwoju poromstwa po porodzie 

ZąrjDska i wsp. 19 79 , DąmiDska, Maślińska 1982/. 

opływają na czynność gruczołów dokrewnych i uwalnianie 

ncrmonu wzrosru. Mogą zaburzać metabolizm mózgu, zmieniając 

aknywność wielu ważnycn enzymów /Cehovic i wsp. 19 72, Spyker, 

-•.very 1977, ZalewsKa i wsp. 1977 , Maślińska, Zalewska 1978, 

Spy-;er i wsp. 19 78 , Suliński, Bicz 1979/.. 
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w dotychczasowych pracach rzadko brano pod uwagę etap 

i tempo rozwoju mózgu u badanego gatunku zwierzęcia. Z tego 

powodu pomijano zwykle okres najbardziej intensywnego rozwo:,u 

mózgu, podczas którego tkanka nerwowa wykazuje największą 

wrażliwość na działanie czynników środowiskowych /Dobbing 

1968/. Ten etap rozwoju OUN pojawia się, w zależności od 

gatunku zwierzęcia, w różnym okresie rozwoju organizmu. 

U jednych gatunków występuje w ostatniej fazie życia płodowego, 

u innych w kilka dni po porodzie /schemat 6/'. 
c 

Odnosząc ten etap rozwoju do momentu porodu wyodrębniono 

trzy grupy zwierząt /Davison, Dobbing 1968/: przedporodową, 

okołoporodową i poporodową. 
I 

Zwierzęta należące do pierwszej grupy rodzą się z dojrza

łym układem nerwowym i zdolne są bezpośrednio po porodzie 

podjąć wiele czynności życiowych. Do grupy tej należą między 

innymi: kurczak /Bensted i wsp. 1957/, świnia domowa /Dicker-

son, Dobbing 1967/, świnka morska /Altman, Das 1967, Dobbing, 

Sands 1970 b/. 

W drugiej grupie znajdują się zwierzęta, które rodzą się 

niezdolne do samodzielnego życia i wymagają troskliwej opieki 

matki. Należy do nich królik /Harel i wsp. 1972/, pies 

/Davison, Dobbing 1968/, u których podobnie jak u człowieka 

/Davison 1966^ Davison, Dobbing 1968, Dobbing 1968, Winick 

1969,-Dobbing^ Sands 197Qa/ intensywny okres rozwoju mózgu 

rozpoczyna się na krótko przed porodem. 
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w grupie trzeciej, mózg rozpoczyna swój szybki proces 

dojrzewania w kilka dni po porodzie. Przedstawicielem tej 

grupy jest szczur /Eayrs, -Goodhead 1959, Winick, Noble 

1965, Davison, Dobbing 1968, Dobbing 1968/'. 

Znajomość przytoczonych danych pozwala na dobór właści

wego gatunku zwierzęcia do doświadczeń prowadzonych podczas 

rozwoju oraz pełniejsza, interpretację otrzymanych w\^ników. 

Spośród zwierząt laboratoryjnych na uwagę zasługuje kró

lik, u którego tempo rozwoju mózgu jest podobne do oDserwowa 

nego u człowieka. Zwierzę to nadaje się szczególnie do badań 

okołoporodowych. 

Okres intensywnego rozwoju mózgu królika przypada na 

pierwsze 4-6 tygodni życia po porodzie. W tym czasie nastę

puje szybki przyrost masy mózgu, wzrasta również poziom cho

lesterolu, sulfatydów i cerebrozydów wchodzących w skład 

tworzących się osłonek mielinowych /Harel i wsp. 1972, . 

Pod koniec pierwszego miesiąca życia spada intensywność pro

cesów rozwojowych /dojrzewania/ i w ciągu następnych dwócn 

tygodni mózg królika nabiera cech charakterystycznych dla 

mózgu zwierząt dorosłych /Mathers 1970, 1974, 1977, Roboz 
I 

i wsp. 1970, Harel i wsp. 1972, Marshall, Mathers 1977, 

Dąmbska, Zgorzalewicz 1984/. 
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CEL PRACY 

Konieczność stosowania pesnycydów FO w wielu dziedzinach 

codziennego życia prowadzi do narastającego skażenia środo

wiska i sprzyja powstawaniu przewlekłych zatruć. Szereg 

sunsrancji FO wykazuje silne działanie neuroroksyczne, snwa-

rza^ąc duże zagrożenie dla tkanki nerwowej. 

W początkowym okresie życia po porodzie u człowieka 

i niektórych gatunków zwierząt: OUN wykazuje szczególną po

datność na uszkodzenia, tymczasem ten właśnie okres rozwoju 

rzaako bywał przedmiotem badań w aspekcie toksycznego dzia

łania związków FO. W obecne] pracy podjęto próbę komplekso

wej /'biochemicznej, histochemicznej i morfologicznej/ oceny 

wpiywu tych substancji na mózg królika we wczesnym okresie 

zycia po porodzie. Badano zmiany: aktywności acetylocholino-

esterazy, metaDOlizmu serotoniny oraz ultrastrukturalne 

występujące pod wpływem powszechnie stosowanego pestycydu — 

iicnlorfCSU. 
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Plan badan 

Zgodnie z podjętym celem pracy przeprowadzono nasrępuiące 

badania mózgów królików poddanych działaniu związku fosfo

roorganicznego - dichlorfosu: 

A. Oznaczanie aktywności acetylocholinoesterazy /AChE/ 

1. Badanie aktywności AChE po jednorazowym podan:lu 

dichlorfosu w określonych dniach życia królików 

podczas rozwoju /oznaczenia biochemiczne/ 

2. Badanie procesu odnowy aktywności AChE po wielokrotnym 

podaniu dichlorfosu 

a/ oznaczenia biochemiczne 

b/ oznaczenia histochemiczne 

B. Badanie metabolizmu 5-hydroksytryptaminy 

/5-HT, serotoniny/ 

po wielokrotnym podaniu dichlorfosu 

1. Oznaczanie stężenia tryptofanu 

2. Oznaczanie aktywności hydroksylazy tryptofanowej 

3. Oznaczanie aktywności oksydazy monoaminowej 

4. Oznaczanie stężenia serotoniny 

5. Oznaczanie stężenia kwasu 5-hydroksyindolooctowego 

6. Oznaczanie obrotu serotoniny 

C. Badania ultrastrukturalne tkanki nerwowej 

ośrodkowego układu nerwowego 

po wielokrotnym podaniu dichlorfosu 
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:4ATERIAŁ I METODY 

Badania prowadzono na młodych królikach rasy Nowozelandz

kiej. Ciężarne samice umieszczano w dużych klatkach /1,0 x 

1,5 X 1,0 m/ przystosowanych do wychowywania potomstwa 

/kotiniki/. Młode pozostawały przy matce przez cały okres 

prowadzonych badan tzn. do 30 dnia życia. 

Samice karmiono standardową paszą granulowaną pozostawia

jąc wolny dostęp do wody. Pomieszczenia zwierzętarni oświetla

no w cyklu 12 godzinnym i utrzymywano temperaturę 20-22"'C. 

Podawanie pestycydu: króliki otrzymywały dichlorfos /fos-

fcran O-/2,2-dwuchlorowinyloZ-O,0-dwumetyIowy? DDVP/ począw

szy od 6 dnia życia w jednorazowej dawce dziennej między go-

aziną lO.oo-ll.oo. Substancję podawano w roztworze olejowym 

/Olej słonecznikowy/ 1 ml/kg masy ciała per os /sondą/. 

Dawkę dichlorfosu dla zwierzęcia w określonym dniu życia 

us-alano doświadczalnie. 

Usralenie dawki dichlorfosu: 

Królikom między 6 a 15 dniem życia po porodzie podano 

dichlorfos jednorazowo w dawkach: 2, 4,6, 8 i 10 mg/kg 

masy ciała. 

wbiawy zatrucia: przekrwienie spojówek, ślinotok, defekacja, 

aacawanie moczu, jeżenie sierści, łzawienie, 

zaDurzenia oddechu, drżenia mięśniowe, drgawki, 

oceniano według arbitralnej skali 0-3. 

http://rcin.org.pl



Przyjęto za: 

O - brak objawów 

0,5 - 1,0 - objawy słabe trwające do 15 min 

1,1 - 2,0 - objawy o średnim nasileniu 
ustępujące po około 30 min 

2,1 - 3,0 - objawy ciężkie trwające ponad 60 min 
lub kończące się śmiercią 

Uzyskane wyniki zamieszczono w tabeli 1. 

W dalszych badaniach stosowano dawki, które w odpowiednich 

dniach życia królika wywoływały średnie nasilenie objawów 

zatrucia /l,l-2,0/: 

6, 7 i 8 - dniowe - 4 mg/kg masy ciała zwierząt 

9, 10 i 11 - dniowe - 6 mg/kg " " " 

12, 13, 14 i 15 - dniowe - 8 mg/kg " " " 

Dichlorfos podawano królikom przez 10 dni, między 6 a 15 

dniem życia a rówieśnikom kontrolnym odpowiednią ob;]ętośd 

/I ml/kg/ czystego oleju jadalnego. 

Masa ciała zwierząt w tym okresie rozwoju wahała się 

od 110 - 17,1 g do 284,3 - 33,8 g. 

Materiał do badań biochemicznych pobierano zawsze w okresie 

wiosennym /15 marzec - 15 czerwiec/ między godziną 12.oo a 13 

Zwierzęta dekapitowano po 1 i 24 godzinach oraz po 3, 6, 9, 

12 i 15 dobach od podania ostatniej dawki dichlorfosu. Wyjęte 

mózgi zamrażano w suchym lodzie w całości lub izolowano w 

temp. +4°C następujące okolice: kora mózgu, hipokamp, zwoje 

podstawy, śródmózgowie, pień mózgu /most + rdzeń przedłużony/ 

Tkankę po zamrożeniu ważono i przechowywano w temp. -70 C do 

chwili przeprowadzenia określonych badań. 
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Tabela 1 

Nasilenie objawów zatrucia 

po podaniu różnych dawek dichlorfosu 

w kolejnych dniach rozwoju królika 

Dni Dawki dichlorfosu 
żvcia 2 mg/kg 4 mg/kg 6 mg/kg 8 mg/kg 10 mg/kg 

0,4 - 0,1 1,9 - 0,3 2,6 - 0,3 2,9 - 0,4 

1 , 7 - 0 , 4  2 , 4 - 0 , 4  

1 , 6 - 0 , 4  2 , 6 - 0 , 3  

9  1 , 0 - 0 , 2  1 , 9 - 0 , 2 \  2 , 5 - 0 , 2  

1 0  0 , 6 - 0 , 1  2 , 0 - 0 , 3  2 , 5 - 0 , 2  

11 1,3 - 0,2 2,3 - 0,4 

1 2  1 , 0 - 0 , 3 2 , 0 - 0 , 2 2 , 8 - 0 , 3  

1 3  1 , 0 - 0 , 4 1 , 8 ^ 0 , 1  2 , 4  -  0 , 4  

1 4  1 , 9 - 0 , 2 2 , 7  - O , 3  

1 5  1 , 8 - 0 , 4  2 , 5  -  0 , 3  

Ilasilenie objawów wg arbitralnej skali 0-3 

Wyniki podano w wartościach x - SD Drzy n = 5-

http://rcin.org.pl



METODY 

Badania biochemiczne 

Aktywność acetylocholinoesterazy 

Aktywność acetylocholinoesrerazy /AChE, EC.S.l.l.",' 

oznaczano według metody opisanej przez Ellman'a i wsp. /1961/. 

Tkankę homogenizowano przez 2 min w 0,038 M buforze Tris/HC 

pH 8,5 /1;6 v/w/ używając homogenizatora Potter'a-Elvehjema 

z tłokiem tefłonowym /temp. 0-4"'C/. 5 ul rozcieńczonego homo-

genatu preinkubowano z 0,01 M rozrworem iso-OMPA przez 30 min 

c w temp. 37 C celem zablokowania akrywnosci nieswoisrycn cncii-

noesteraz /Michałek i wsp. 1984/. Nasrepnie dodawano suDsrrat 

- 0,56 mM roztwór acetylotiocholiny i inKUDOwano przez 60 r:.in 

w łaźni wodnej z wytrza_saniem /temp. 37^C/. ReaKCie enzyma

tyczna, przerywano dodając srężonej ezeryny i przenosząc prcbów 

ki do zimnej kąpieli /woda + lód/. Uwolniona podczas hydrolizy 

enzymatycznej tiocholina w obecności 0,2 mM rozrworu kwasu 

dwutionitrobenzoesowego prowadziła do powsrania żółrego anionu 

tego kwasu. Absorpcję mierzono przy długości fali 412 nm w 

spektrofotometrze Beckman Acta III. 

Aktywność enzymatyczną acetylocholinoesterazy wyrażano 

w nanomolach zhydrolizowanego substratu w czasie 1 minuty 

reakcj i. 
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Akt''/wność oksydazy monoaminowej 

Aktywność oksydazy monoaminowej /MAO, EC.1.4.3.4/ ozna

czano metodą spektrofluorymetryczną /Bogdański i wsp. 1957/ 

adaptowaną do badań aktywności MAO, podczas rozwoju mózgu 

przez Kraml'a /1965/ oraz Suzuki i v/sp. /1978/. 

Tkankę homogenizowano w 9 objętościach 0,3 M buforu fosfo

ranowego pH 7,2. Wirowano przez 15 min /15 tys. obrotów/min/. 

Po 2 ml nadsączu przenoszono do kolejnych probówek. Do próby 

kon-crolnej dodawano 2 ml 2% roztworu kwasu trój chlorooctowego 

lub iproniazydu /fosforan iproniazydu 10 ^ M - inhibitor MAO/ 

/Jszystkie probówki /kontrolne i badane/ umieszczano w łaźni 

wodnej w remp. 21^C na okräs 15 min. Nastepnie dodawano do 

nich po 50 ug siarczanu serotoniny /0,05 ml roztworu 1 mg 

S-rIT/ml 0,01 N HCl/. Inkubowano przez 30 min w temp. 31 

Do próby badanej dodawano 2 ml 2% roztworu kwasu trój chloro-

oct-owego. Wszystkie próby wirowano przez 10 min /5 tys. obro

tów/min/. Nadsącz rozcieńczano 10 krotnie 0,1 N HCl. W naczy-

niacn zawierających próby kontrolne i badane znajdowało się 

ocecnie po 2 ml rozcieńczonego nadsączu, próba standardowa -

2 .T.l rozcieńczonego standardu, próba ślepa - 2 ml 0,1 N HCl. 

3c wszystkich naczyń dodawano po 3 ml buforu boranowego 

pH 10,0/, 2,5 ml 1,5% roztworu Na^CO-^ /pH 9,2/, NaCl do na

sycenia oraz 7,5 ml n-butanolu. Próby wytrząs;^ino przez 10 min 

wirowano 5 min /5 tys. obrotów/min/. 

rc 2,5 ml nadsączu używano do oznaczenia stężenia serotoniny 

"•.•eaiug metody Curzona i wsp. /19 81/. Opis metody umieszczono 

http://rcin.org.pl



poniżej. Aktywność MAO wyrażano w pg serotoniny zmetabolizc-

wanej w ciągu 1 godziny przy udziale enzymu zawartego w bada

nej tkance przeliczając na ilość mg białka obecnego w tej 

tkance. 

Hydroksylaza tryptofanowa 

Aktywność hydroksylazy tryptofanowej /EC.1.14.16.4/ okreś

lano metodą in vivo /Carlsson i wsp. 1972/ oznaczając wzrost 

stężenia 5-hydroksytryptofanu /pg/g tkanki/ w mózgu królików 

po podaniu NSD-1015 /3-hydroksybenzylohydrazyna/ substancji 

blokującej dekarboksylazę aromatycznych aminokwasów 

/EC.4.1.1.28/. NSD-1015 /lOO mg/kg/ podawano podskórnie 30 

minut przed dekapitacją zwierząt:. 

Meroda oznaczania 5-hydroksytryptofanu 
/Atack, Lindgvist, 19 7 3/ 

Mózgi homogenizowano w 0,4 N roztworze HCIO /5 ml/g tkan

ki/ przy pomocy umieszczonego w lodzie homogenizatora szkla

nego Potter'a-Elvehjema z tłokiem i wkładką tefłonową. Do ho-

mogenatu dodawano roztwory: 5%N-a2S20^^ /0,01 ml/m.l/ i 10% EDTA 

/0,02 ml/ml/. Następnie wirowano 10 min w temp. o'^C przy 14 

tys. X g. Nadsącz doprowadzano do pH 2,0 przy pomocy 5 N H^CO^ 

i przechowywano do trzech dni w temperaturze poniżej -20 C. 

Przed dalszym postępowaniem ekstrakt ponownie wirowano w 

Q 
temp. O C. 

Do rozdziału substancji użyto kolumny /4,0 mm x 75 mm/ 

'Wypełnionej żywicą /forma sodowa/ Dowex 50 W, X-4 /200-400 mes 
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?o przemyciu kolumny, nakładano na nią ekstrakt /pH 2,0/ 

i eluowano 5-hydroksytryptofan przy pomocy 9 ml 0,1 M sodo

wego buforu fosforanowego /pH 6,5/ zawierającego 0,1% EDTA. 

Stężenie 5-hydroksytryptofanu w eluacie oznaczano spektro- ^ 

fluorymetrycznie /Spektrofluorymetr Aminco-Bowman/ przy dłu-
t 

gości fali wzbudzenia 295 nm i odczytu 540 nm. Oznaczenia 

-wykonywano równolegle z podwójnymi próbami kontrolnymi, tkan

kowymi, standardowymi i odczynnikowymi. Wartość oznaczeń od

czytywano z krzywej standardowej wykreślonej dla odpowiednich 

stężeń 5-hydrcksytryprofanu /5-HTP/. Odzysk standardów wynosił 

średnio /6 oznaczeń/ - 37%. 

Stężenie białka 

Stężenie Dia^xa w baaane] tkance określano według metody 

Lowry i wsp. /i951/. Do probówki zawierającej 0,3 ml nadsączu 

/5-100 ug białka/ dodawano 0,3 ml roztworu zawierającego 

w iOO ml 2% Na^COj 1 ml 2% winianu potasu i 1 ml 1% CuSO^. 

?o zamieszaniu odstawiano proDowkę na 10 min. Następnie doda

wano 0,3 ml rozcieńczonego /1:3/ odczynnika Folin'a. Po ener

gicznym zamieszaniu odstawiano ponownie probówkę na 30 min. 

oezeli stężenie białka w próbie wynosiło 5—25 ug, odczytu na 

speKtirofonometrze Backman Acta III dokonywano przy długości 

tali 700 nm, przy stężeniach wyższych przy 500 nm. Stężenie 

Diaika odczytywano z Krzywej srandardowej wykreślonej dla 

^apcwiadnich snęzeń albuminy wołowej, 
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stężenie tryptofanu 

Stężenie tryptofanu u mózgu oznaczano metodą Escande 

i wsp. /19 78/. Pobrana, tkankę homogenizowano w wodzie re-

destylowanej i dejonizowanej /5 ml/g tkanki/ przy pomocy 

homogenizatora Potter'atElvehjema. Następnie 0,1 ml homoce-

natu wlewano do probówki zawierającej 1,5 ml 10% roztworu 

kwasu trój chlorooctowego /TCA/ i wirowano przez 10 min 

/12 tys. obrotów/min/. Przenoszono 0,2 ml nadsączu do probów

ki zawierającej 0,2 ml 0,5% roztworu nadtlenku wodoru: 

0,2 ml 18% roztworu formaldehydu oraz 2 ml 1% roztworu TCA. 

Probówkę umieszczano w łaźni wodnej o temp. 85^C na okres 

15 min celem przeprowadzenia reakcji kondensacji- Po 10 min 

od wyjęcia z łaźni oznaczano fluorescencję próby na spektro-

fluorymetrze Aminco-Bowman przy długości fali wzbudzenia 

382 nm i odczytu 447 nm. Oznaczenia wykonywano równolegle 

z podwójnymi próbami kontrolnym.i, tkankowymi, standardowymi 

i odczynnikowymi. 

Wartość oznaczeń odczytywano z krzywej standardowe^ wykreślo

nej dla odpowiednich stężeń L-tryptofanu. Odzysk standardów 

wynosił średnio /8 oznaczeń/ - 90%. 

Stężenie serotoniny /5-hydroksvt:ryptaminy, 5-HT/ 

i kwasu 5-hydroksvindolooctowego /5-HIAA/ 

Stężenie serotoniny /5-hydroksytryptaminy, 5-HT/ i kwasu 

5-hydroksyindolooctowego /5-HIAA/ oznaczano według metody 

Curzona i wsp. /1981/. Mózgi homogenizowano w szklanym homo-
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genizatorze Potter'a w proporcjach 1 g tkanki na 10 ml 

n-butanolu zakwaszonego 850 stężonego HCl/1. Homogenat 

wirowano przez 10 min przy 1500 obrotów na minutę. Nadsącz 

- 2,5 ml przenoszono do probówki zawierającej 5 ml n-heptanu, 

60 yil 100 nM roztworu kwasu solnego z 0,1% cysteiną. Wirowano 

przez 5 min przy 2000 obrotów na minutę. Po oddzieleniu się 

faz, 5 ml fazy organicznej /górna/ pobierano aby oznaczyć 

kwas 5-hydroksyindolooctowy. Resztę tej fazy odrzucano. Z fazy 

wodnej /dolnej/ 200 ul przenoszono do probówki zawierającej 

20 ul 1% roztworu cysteiny, 800 ul stężonego kwasu solnego 

oraz 0,004% roztworu aldehydu ortoftalowego celem oznaczenia 

srezenia serotoniny /5-HT/. Całość podgrzewano przez 15 min 

^ O w temp. 77 C. Po ostudzeniu, oznaczano fluorescencję na 

spektrofluorymetrze Aminco-Bowman, stosując światło o długości 

raii 370 celem wzbudzenia fluorescencji, a 480 nm do odczytu 

pomiaru. Aby oznaczyć poziom, kwasu 5-hydroksyindolooctowego 

5 ml uzyskanej z nadsączu fazy organicznej dodawano do probów-

.<i zawieraiącej 600 ul 500 nM buforu fosforanowego pH 7,0 

i 0,1% roztwór cysteiny. Wytrząsano przez 5 min. Po oddziele

niu się faz roztworu, górną graniczną fazę odrzucano a 400 ul 

fazy wodnej przenoszono do probówki, w której znajdowało się 

roztworu cysteiny, 800 )j1 stężonego kwasu solnego 

oraz 0,00 4% roztwór aldehydu ortoftalowego. Podgrzewano Drzez 

-1.3 mm w temp. ll^C. Po ostudzeniu oznaczano fluorescencję 

w identyczny sposób jak dla serotoninv. 
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Badanie wykonywano równolegle z podwójnymi próbami kontrol

nymi: tkankowymi, standardowymi i odczynnikowymi. Wartości 

oznaczeń odczytywano z krzywych standardowych wykreślonych 

dla odpowiednich stężeń 5-HT i 5-HIAA. 

Odzysk standardów wynosił dla 5-HT - 87%, a dlr^ 5-HIAA - 95% 

Obrót serotoniny 

Obrót serotoniny określano według metody Costa i Keffa 

/1970/. Badania przeprowadzono na królikach 16 dniowych czyli 

24 godziny po podaniu ostatniej dawki dichlorfosu lub oleju 

jadalnego /grupa kontrolna/. W tym dniu zwierzęta otrzymywały 

dootrzewnowe 10 mg/kg tranyIcyprominy - inhibitora oksydazy 

monoaminowej /MAO/. Po upływie 15, 30, 45 i 60 min króIiKi 

dekapitowano i wyjmowano mózgi. Mózgi pobrano również cd zv^ie 

rząt, które nie otrzymały inhibitora /czas O/. Każda z grup 

liczyła 8 królików. Mózgi zamrażano w suchym lodzie, ważono 

1 przechowywano w temp. poniżej -20^C. Oznaczano w nich 

następnie stężenie 5-HT według metody Curzona i wsp. /1981/. 

Otrzymane wyniki użyto do wyliczenia współczynnika regresji 

/K/ dla 5-HT z podanego wzoru: 

log(5-HT)^ = log(5-HT)^ - 0,434 Kt, 

gdzie: (5-HT)^ - poziom serotoniny w czasie t 

/po: 15, 30, 45 i 60 min/. 
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(5-HT) - poziom serotoniny w czasie O O 

0,434 - wartość logarytmu naturalnego 

t - czas po którym oznaczano 5-HT 

K - współczynnik regresji 5--HT po 
zablokowaniu oksydazy monoaminowej 
przez tranylcypromine. 

Odwrotność współczynnika regresji (:^) określała czas 

obrotu 5-HT. Wartość obrotu 5-HT obliczano mnożąc wartość 

współczynnika regresji (K) przez wartość 5-HT w czasie O 

i wyrażano w nanomolach 5-HT na gram mokrej masy tkanki na 

godzinę. 

Uzyskane wyniki badań biochemicznych poddawano analizie 

statystycznej posługując się testem t-Studenta. 

Cdczynniki: 

aichlorfos /99,2%/ - Instytut Chemii Fizycznej PAN, jodek 

acatylotiocholiny - Serva, iso-OMPA - Sigma, DTNB - Fluka, 

1015 - Aldrich, Dowex 50W x 4 — Sigma, 5—hydroksytryp— 

tofan - Sigma, L-tryptofan - Sigma, tranylcypromina - Sigma, 

serotonina /siarczan kreatyniny/ - Sigma, kwas 5-hydroksy-

indolooctowy - Sigma, BW-284 - Wellcome. 
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Badania histochemiczne 

Aktywność acetylocholinoestierazv 

Mózgi przeznaczone do badań histochemicznych zamrażane 

o w suchym lodzie i krojono w kriostacie Pearse /-20 C/. Skrawk 

grubości 15 pm pobierano w płaszczyźnie czołowej z półkul 

mózgowych na poziomie: przedniej, środkowej i tylnej części 

wzgórza wzrokowego; ze śródmózgowia na wysokości wzgórkóv; 

górnych blaszki czworaczej oraz z pnia mózgu na pozicmie roz

winiętych jąder nerwów przedsionkowych. 

Skrawki suszono przez 3 dni w temperaturze pokojowej, aby 

zgodnie z doświadczeniem uzyskanym przy wykonyv;aniu oznaczeń 

na niedojrzałej tkance nerwowej /Maślińska, Thomas 19 75/ otrr 

mać prawidłową lokalizację aktywności AChE. Reakcję nistoc ! r ' -

miczną na obecność AChE w badanej tkance wykonywano zgodnie 

z metodą opisano przez Karnovsky'ego i Roots'a /1964/. 

TKankę inkubowano przez 3 godziny w temp. 37*^0 w roztworze 

zawierającym: 

5 mg jodku acetylotiocholiny 

6,5 ml 0,1 M buforu maleinowego - NaOH pH 6,0 

0,5 ml 0,1 M cytrynianu sodowego 

1,0 ml 0,0 3 M wodnego roztworu CuSO^ 

1,0 ml wody destylowanej 

1,0 ml 0,05 M wodnego roztworu żelazicjanku potasu. 

W próbach kontrolnych zamiast wody dodawano odpowiednią 

ilość roztworów inhibitorów: 
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10 ^ M BW 2 84 /blokowanie AChE/ 

— 6 10 M iso-OMPA /blokowanie nieswoistych cholinoesteraz/ 

lub nie dodawano substratu do roztworu inkubacyjnego. 

Dodatkowe skrawki tkankowe ze wszystkich wyżej wymienionych 

okolic mózgu barwiono fioletem krezylu używając ich przy 

identyfikacji struktur mózgowych dla ustalenia lokalizacji 

aktywności AChE. W badaniach posługiwano się atlasami Girgis'a 

i Wang'a /1980/ oraz opracowaniami Silver /1974/ i Friede'go 

/1966/. 

Badania morfologiczne 

Badania morfologiczne przeprowadzono na mózgach poDranycn 

od zwierząt po upływie 24 godzin lub 15 dni od podania ostat

niej dawki dichlorfosu tzn. w 16 i 30 dniu życia. 

Każda z badanych grup liczyła po 5 zwierząt. Usypiano je 

przez dootrzewnowe podanie 10% roztworu uretanu. Następnie 

perfundowano poprzez serce zbuforowanym płynem utrwalającym 

/2,5% paraformaldehyd + 1,5% aldehyd glutarowy pH 7,4, wg. 

Karnovsky'ego 1965/. Używano od 400-800 ml płynu w zależności 

od wieku zwierzęcia. Wycinki tkanki pobierano z okolicy szwu 

] mózgu na wysokości wzgórków górnych blaszki czworaczej oraz 

z górnego odcinka rdzenia przedłużonego. Posługiwano się przy 

tym opracowaniem Steinbusch'a /1981/ przedstawiającym lokali-

zacię neuronów serotonergicznych w ośrodkowym układzie nerwowym. 
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Dokładny schemat miejsc pobrania tkanki zamieszczono w albu

mie zawierającym dokumentację morfologiczną pracy. 

Wycinki tkanki umieszczano w naczyniach zawierających płyn 

perfuzyjny i utrwalano przez dalsze 2 godziny w temp. 4 C. 

Płukano w 3 zmianach buforu kakodylowego pH 7,4. Przenoszono 

do 2% roztworu czterotlenku osmu. Odwadniano w roztworach o 

wzrastających stężeniach alkoholu etylowego i w tlenku propy

lenu. Zatapiano w Eponie. Otrzymane bloczki tkankowe krojono 

w ultramikrotomie LKB. Skrawki barwiono nasyconym roztworem 

octanu uranylu i cytrynianem ołowiu. Preparaty oglądano i foto

grafowano w mikroskopie elektronowym JEM 100 B. Przy identy

fikacji struktur subkomórkowych korzystano z atlasu Peters'a 

i wsp. /1976/. Dodatkowo po dwa zwierzęta z każdej grupy użyto 

do badań w mikroskopie świetlnym. Mózgi tych zwierząt utrwa

lane były w 4% roztworze formaliny. Pobrane wycinki tkankov;e 

zatapiano w parafinie. Skrawki barwiono fioletem krezylu 

i metodą Klüvera. 
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WYNIKI 

Dichlorfos podany jednorazowo zwierzetom w 6, 7 i 8 dniu 

życia wywoływał zatrucie o średnim nasileniu objawów, zgodnie 

z ustalona, wcześniej arbitralną skalą ocen. Dawki dichlorfosu 

stosowane w następnych dniach życia nie nasilały tych objawów, 

obserwowano natomiast stopniowe skracanie się czasu ich trwa

nia. Objawy zatrucia ustępowały bez pozostawienia wyraźnych 

zniian a rozwój zwierząt przebiegał bez widocznych odchyleń. 

Dobowy przyrost masy ciała był jednak mniej regularny niż u~ 

zwierząt kontrolnych. Po zakończeniu podawania dichlorfosu 

/w 15 dniu życia/ stwierdzono pewien stopień niedożywienia 

zwierząt:. Masa ich ciała była znamiennie niższa /o około 18%/ 

niż królików z grupy kontrolnej. Masa mózgu była jednak pra

widłowa /tabela 2/. 

Przy próbach krótkotrwałego izolowania od matki zatrute 

zwierzęta sprawiały wrażenie znacznie bardziej pobudzonych 

ruchowo niż rówieśnicy z grupy kontrolnej. Nie zauważono 

jednak żadnych objawów neurologicznych wskazujących na ognis

kowe uszkodzenia układu nerwowego. 

W ciągu następnych 15 dni rozwoju stopniowy' przyrost masy 

mózgu był jednakowy w obu badanych grupach /tabela 2/. 

W grupie zatrutych zwierząt niedobór masy ciała był szybko 

wyrównywany i w 21 dniu życia nie stwierdzono już istotnych 

rożnie /tabela 2/. 

http://rcin.org.pl



- 4 ~ 

0. 
o > ro cr> 
O O - •» «• i 
r—ł Q t—i rH i 

X i 

E Ü 
CU s n2 
cn T—\ 1 
O E O 1 

2 U KD ro o 
4J " •> - h 

0 C .—i rH o k 1 
0 

U 
"H 

CO CT> >—', 

D - - -
•H LD GC o 
u OJ i 
D CL 

tJł > + 1 + 1 + 1 
4-i 
to Q <o — 
N •• 

\ m cr  ̂ LD 
0 Ü ro r̂ i 
a rM •«:?< 

:? 
XD n3 

tVI co r  ̂ OJ LZ 
-r-i fÖ •> -
P—  ̂ •H fÖ m r~- a> + 1 
K) u r—\ m OJ m 
U 0 1 X 
y. d +1 4- 1 4 - 1  

w _Z! 
fO fO ro OJ LO 

rVi s Q - —^ 

fÖ 'C- r- L'-) 
-r-J CD I— 
U fN -TT 'sC c. 

•r-i XT, 

:3 
CP. 'J 
N r .̂ n: 

VD •> -
C E o O O C 

Cn Oj yf. 
> +1 + 1 + I n 

tn 5 -i-
fÜ D 1—i r- lO i-
E \ - r:. 

E m 5 
0) S 
5 \ 5 

o W 
C7> O 
fö ęji Z. 

N 0 
XD (T3 oj r—i 

l>i E - •» 5 
!-i O o c c ft 
-P tö jj 

0) w 4J + i + 1 + ! m 
E ft! C 
tö s 0 VD in ro O 

•- *• N 
fU •«:r Ln vr> 

CU 

fO 
•r-ł -rH 

•H Ü LO r-h o c 
C I>i r-H ovj m >1 
Q •N 2 

OD 

O 
C 

V 
a 

http://rcin.org.pl



- 48 -

Aktywność acetylocholinoesterazy 

Badania biochemiczne: 

Podczas rozwoju królików kontrolnych w mózgu następował 

stopniowy wzrost aktywności AChE. Między 6 a 15 dniem życia 

przyrost tej aktywności wynosił 64,4% /tabela 3/. W dalszym 

rozwoju mózgu tempo przyrostu aktywności było znacznie wol

niejsze. Między 15 a 30 dniem życia aktywność enzymu wzras

tała już tylko o około 30% /tabela 5/. 

Wybrane dawki dichlorfosu, które u zwierząt od 6 do 15 

dnia życia wywoływały średnie nasilenie objawów zatrucia 

/tabela 1/, podane jednorazowo w określonych dniach rozwodu 

blokowały od 65 do 73% aktywności AChE w mózgu /tabela 3/. 

Aktywność AChE u królików, poddanych działaniu dichlorfosu 

przez iO kolejnych dni życia, spadała w całym mózgu do 30% 

wartości kontrolnych /tabela 4/. Natomiast w badanych okoli

cach mózgu wahała się od 27 do 40%. Najwięcej enzymu ulegało 

zablokowaniu w pniu mózgu /73%/, najmniej w korze półkul 

mózgowych /60%/ /tabela 4/. 

vV cia.gu kolejnych 15 dni, po podaniu ostatniej dawki 

dichlorfosu obserwowano w mózgach zatrutych zwierząt stop

niową odnowę aktywności enzymu /tabela 5/. W tym czasie AChE 

wzrastała ponad trzykrotnie iw 30 dniu życia osiągała aktyw

ność równą tej jaką obserwowano w mózgach 15 dniowych zwierząt 

•^lonrrolnych. Pozostawała jednak nadal znamiennie niższa niż 

w mózgach 30 dniowych zwierząt kontrolnych /tabela 5/. 
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Tabela 3 

Aktywność acetylocholinoesterazy /AChE/ w mózgach królikc' 

po 1 godzinie od podania jednorazowej dawki dichiorfcsu 

w kolejnych dniach rozwoju 

Dni 
żvcia 

Dawka 
DD VP 

Aktywność AChE 
nmol AcThCh/mg białka/min 

Kontrola DDV? 

% kontroli 

6 4 mg/kg 50,3 -r 9,2 15,5 
+ 

2,7 !  : :  

n 
/ 49 ,7 

-f 
7,4 17,3 

-r 3,5 i _ . . r 

8 59 ,8 
+ 
9,7 18,7 + 3, ̂ i T - -

9 6 mg/kg 58,2 
-ł-
6,9 15,5 + 3,1 

i 
j 2 ć , c 

10 69 ,2 + 5,9 24,2 + 5,2 1 34 

11 
r 

61,2 
+ 

7,7 18,4 
4-
3,2 1 3" 

12 8 mg/kg 70,8 
4-
8,3 21,9 - 3 , 4 i 3 1 , r* 

ł—' U)
 

75,3 
-l- 7 , 4  22,6 

4-
2,8 !  3 :  , c  

14  ̂II _ 72,3 - 8,9 2 3,1 - 2,2 1  ̂

15 82,7 
+ 

9,9 2 7 , 3  5 , 3 1 3 3,0 

Wyniki podano w wartościach średnich x - SEM 

n = 5 

AcThCh - acetvlotiocholina, substrat 
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Tabela 4 

Aktywność acetylocholinoesterazv /AChE/ w mózgach królików 

po 1 godzinie od podania ostatniej dawki dichlorfosu /DDVP/ 

Aktywność AChE 
imol AcThCh/min/mg białka 

AChE 

Kontrola DDVP kontroli 

48,8 

69 ,4 

Kora mózgu 

rlipokamp 

Zwoje podstawy i 162,6 
i 

Sródmózgowie i 95,4 

Pień mćzau I 37,8 

Całv nr'C'Zcj ^ , o -

8,8 i 19,5 - 2,2-

12,6 I 26,4-4,3-

29,5 I 52,1-8,6-

17,3 i 28,6 - 4,7-

15,9 I 23,7 - 3,9-

15,1 I 25,1 - 4,1^^ 

40 

38 

32 

30 

27 

30 

Wyniki przedstawiono w warrościaoh średnich x - SEM 

n - 8 

p ̂  0,01 

AcThCh - acetyloniccnoiina, substran 
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Tabela. 5 

Odnowa aktywności acetylocholinoesterazy /AChE/' 

w mózgach królików w kolejnych dniach po podań:.' 

ostatniej dawki dichlorfosu /DDVP/ 

Dni 
życia 

Czas 
przeżycia 
/w dobach/! 

Aktywność AChE 
nmol AcThCh/ma białka/nii: 

/T-iwnj 

Kontrola DDV? Kontrc _i 

15 0 83,5 -r 
15,1 i 25 ,1 - 4 , 1 30 

18 3 00
 

00
 

7,1 i 43,9 -i- 9 A ~  

21 6 96,0 + 6,7 ! 62,6 + 8 , 3^- 6 5 

24 9 101 , 1 
-f 

6,3 69,2 - 6,7^'V 6 9 

27 12 .105 , 7 
-j-

6,0 1 78,7 - 8,6-'- 76 

30 15 108,3 
+ 

6,7 i 84,2 — 6,6^'^ / 0 

Wyniki przedstawiono w warrościach średnich x - Sj 

n = 8 

" p < O , O 5 - " p < O , O 1 

AcThCh - acetvlotiocholina, substrat 
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Badania histochemiczne: 

Wyniki badań histochemicznych przedstawione zostały 

na rycinach H-1 - H-13 . 

Aktywność AChE w mózgach zwierząt kontrolnych 

U królików w 15 dniu życia rozmieszczenie AChE w struktu

rach mózgu było ostatecznie ustalone. Dalszy przyrost aktyw

ności jaki obserwowano między 15 a 30 dniem życia nie zmieniał 

tej lokalizacji i wpływał jedynie na intensywność odczynu 

histochemicznego w niektórych okolicach mózgu. 

W strukturach tkankowych pobranych na poziomie pnia mózgu 

silny odczyn histochemiczny występował w obrębie istoty szarej 

środkowej, jąder nerwów przedsionkowych oraz jądra nerwu trój

dzielnego. Pozostałe okolice miały na tym przekroju nieco 

niższą aktywność enzymu, głównie w neuropilu /ryc. H-3/. 

Lokalizacja aktywności AChE w korze móżdżku była różna 

w zależności od badanej okolicy, W archicerebellum sxlną 

reakcję histochemiczną obserwowano zarówno w warstwie ziarnis

tej wewnętrznej jak i w warstwie molekularnej. W pozostałych 

okolicach AChE występowała głównie w warsrwie ziarnistej wew

nętrznej natomiast w warstwie molekularnej aktywność enzymu 

była znacznie słabsza i zajmowała zwykle dolną 1/3 część tej 

warstwy sąsiadującej z warstwą komórek Purkinjego. W tych 

ostatnich nie obserwowano aktywności AChE /ryc. H-3/. 

W śródmózgowiu, na poziomie wzgórków górnych blaszki czwo-

racze^ najwyższa aktywność AChE występowała w warstwach istoty 
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szarej tych wzgórków, w istocie czarnej, w zespole jąder 

nerwu okoruchowego oraz w jądrze międzykonarowym /ryc. H-3/. 

W okolicy jądra czerwiennego neuropil wybarwiał się słabiei, 

dzięki czemu widoczna była wysoka aktywność enzymu w pery-

karionach komórek nerwowych. 

Na wszystkich przekrojach przez półkule mózgowe bardzo 

silną reakcję histochemiczną obserwowano w jądrze ogoniastym 

i skorupie oraz w sektorach i hipokamna /rvc. H-8, 

H-11, H-13/. 

W przedniej okolicy wzgórza wzrokowego najsilniejsza 

aktywność enzymu występowała w jądrze przednim grzbietowym 

i w jądrze przednim brzusznym /ryc. H-13/. 

W środkowej okolicy wzgórza AChE lokalizowała się głównie 

w perykarionach komórek nerwowych a mniej w neuropilu 

/ryc. H-11/. 

W tylnej okolicy wzgórza wzrokowego: jadra ciał kolanko

watych bocznych, istota czarna, część centralna jądra brzusz

nego oraz jądra tylne wzgórza należały do struktur najbogat

szych w enzym^/ryc. H-8/. 

W ciele migdałowatym intensywność odczynu histochemicznego 

zmianiała się w zależności od poziomu, z którego pobrano skra 

wek tkankowy, ponieważ poszczególne jądra tej struktury zawie 

rały różną aktywność AChE. 
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Aktywność AChE w mózgach królików 

po 1 godzinie od podania ostatniej dawki dichlorfosu 

Na wszystkich badanych przekrojach mózgowych aktywność 

AChE była bardzo niska. 

W rdzeniu przedłużonym niewielki stopień aktywności zacho

wał się w obrąbie istoty szarej środkowej i w jądrach nerwów 

przedsionkowych /ryc. H-1/. 

W móżdżku obecność AChE zaznaczała się w warstwie ziarnis-

-ej wewnętrznej kory /ryc, H-1/. 

:ia przekrojach przez półkule mózgowe wyraźną aktywność 

enzymu zachowało prążkowie /ryc. H-9/ oraz struktury szare 

3rddm.ózgowia /ryc.,H-4/. 

A'-'.tv'.vnosc AChE w mózgach królików 

po j dobach od podania ostatniej dawki dichlorfosu 

Początkowo, odnowa aktywności AChE widoczna była tylko 

w nielicznych okolicach mózgu. Enzym pojawił się ponownie 

w kilku jądrach wzgórza wzrokowego. W przedniej okolicy 

wzgórza siaDą aktywność AChE obserwowano w jądrze przednim 

brzusznym i jądrze przednim grzbietowym /ryc. H-12/. W pozos

tałej części wzgórza obecność enzymu zaznaczyła się w obrębie 

jądra przyśrodkowego oraz jądra brzusznego /ryc. H-10/. 

Narastała również aktywność enzymu w prążkowiu i hipokampie 

/ryc. H-12/. 

http://rcin.org.pl



Aktywność AChE w mózgach królikóy; 

po 6 dobach od podania ostatniej dawki dichlorfosu 

Aktywność AChE pojawiła się już w większości struKtur 

mózgowych, które wykazywały jej obecność w mózgach zwierząt 

kontrolnych. Charakterystyczną cechą odnowy enzymu w tym 

okresie, była lokalizacja aktywności głównie w perykarionach 

komórek nerwowych. W neuropilu wielu okolic mózgu aktywność 

AChE była ciągle niska /ryc. H-2 i H-6/. 

Aktywność AChE w mózgach królików 

po 12 dobach od podania ostatniej dawki dichlorfosu 

Obserwowano pełny powrót aktywności AChE w komórkach 

i neuropilu wszystkich struktur mózgowych /ryc. H-T/. 

Intensywność odczynów histochemicznych była podobna do te" 

jaka występowała w mózgach zwierząt kontrolnych. Ilościowe 

różnice aktywności enzymu trudne były do obiektywnei oceny. 

Metabolizm serotoniny 

/5-hydroksytryptaminy, 5-HT/ 

Stężenie tryptofanu /TP/ 

Wyniki badań stężenia TP w mózgach królików przedstawiono 

na wykresie 1, natomiast stężenie w poszczególnych okolicach 

w tabeli 6. 

http://rcin.org.pl
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Tabela 6 

Stężenie tryptofanu 

w wybranych okolicach mózgu królików 

24 godziny po podaniu 

ostatniej dawki dichlorfosu /DDVP/ 

TrvDtofan uq/a tkanki 

Kora mózgu 

Hipokamp 

Zwoje podstaw\'' 

Śródmózgowie 

Pień mózcTU 

Kontrola 

3,63 ~ 0,27 

3,57 - 0,25 

4,73 - 0,35 

4,42 - 0,49 

5,72 - 0,43 

DD VF 

5,08 

5,17 

6,15 

5,79 

7,26 

- 0,38-^' 

- O ,37-

0 ^ ^ -j' f H "  

 ̂ p, /ł o. 
- LI , 

- n 

Wyniki przedstawiono w wartościach średnich x - SEM 

n = 8 

p 0,05 p 0,01 

http://rcin.org.pl



w mózgach królików kontrolnych w 16 dniu życia średnie 

/x - SEM/ stężenie tryptofanu wynosiło 5 ,39 - 0 ,46 ;ag/g 

tkanki. Najwyższy poziom TP występował w pniu mózgu 5,72 -

0,43 pg/g, a najniższy w hipokampie 3,57 - 0,25 }ig/g. Między 

16 a 22 dniem życia stężenie aminokwasu pozostawało na sta

łym poziomie /5,39 - 0,46 - 5,58 - 0,32/. Począwszy od 22 

dnia życia obserwowano łagodny spadek poziomu TP i w 28 dniu 

życia królików wynosił on 4,5 - 0,25 pg/g oadanej tkanki 

mózgowej. 

U królików, które otrzymywały dichlorfos, stężenie TP 

w mózgu w 16 dniu życia, czyli 24 godziny po otrzymaniu ostat

niej dawki pestycydu, było znamiennie wyższe niż u zwierząt 

kontrolnych i wynosiło 7,18 - 0,56 }ig/g tkanki. Poziom TP 

najbardziej wzrastał w hipokampie /o około 45%/, najmniej 

w pniu mózgu /o około 27%/. Znamiennie wysokie stężenie TP 

utrzymywało się do 22 dnia życia, a następnie spadało do war-

4-
tości 4,95 - 0,27 pg/g tkanki w 28 dniu życia zwierząt. 

Aktywność hydroksylazy tryptofanowej 

Aktywność hydroksylazy tryptofanowej w mózgach królików 

przedstawiono na wykresie 2, natomiast aktywność enzymu 

w poszczególnych okolicach mózgu w tabeli 7. 

W mózgach kontrolnych królików między 16 a 28 dniem życia 

następował wzrost aktywności hydroksylazy tryptofanowej, wyra

żający się przyrostem stężenia 5-hydroksytryptofanu /5-HTP/ 

o około 38%. W 16 dniu życia poziom 5-HTP /x - SEM/ w całym 

http://rcin.org.pl
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Tabela 7 

Stężenie 5-hydroksytryptofanu 

w wybranych okolicach mózgu królików 

2 4 godziny po podaniu 

ostatniej dawki dichlorfosu /DDVP/ 

5-hydrOksytryptofan 

jag/g tkanki 

Kontrola DDVP 

Kora mózgu 0,17 - 0,02 0,13 - 0,01^ 

Hipokamp 0,18 - 0,0 2 0,11 i 0.02^ 

Zwoje podstawy 0,23 - 0,02 0,15 - 0,03^^ 

Śródmózgowie 0,27 - 0,03 0,14 - 0,03>'"'^ 

Pieii mózgu 0,35 - 0,05 0,19 - 0,02-^ 

Wyniki przedstawiono w wartościach średnich x - SEM 

n = 3-10 

ol. 

p 0,05 '''' P O ,01 

1 

http://rcin.org.pl



mózgu wynosił 0,16 - 0,01 pg/g badanej tkanki. Z badanych 

struktur, najwięcej 5-HTP znajdowało się w pniu mózgu 

0,35 - 0,05 pg/g, a najmniej w korze mózgu 0,17 - 0,02 ug/c. 

W 28 dniu życia mózgi królików zawierały 5-HTP 0,22 - 0,01 

pg/g mokrej masy tkanki. U zwierząt, które otrzymywały dien-

iorfos aktywność hydroksylazy tryptofanowej była obniżona. 

Najniższy poziom 5-HTP występował 24 godziny po podaniu ostat 

niej dawki pestycydu i wynosił 0,10 - 0,02 pg/g badanej tkank 

mózgowej. W poszczególnych okolicach mózgu u 16 dniowych kró

lików stężenie 5-HTP było niższe od kontrolnego o 24-48%. 

Podczas następnych dni życia obserwowano stopniowy powrót 

poziomu 5-HTP do prawidłowych wartości. Mimo to aż do 25 dnia 

życia pozostawał on statystycznie znamiennie niższy niż 

w kontroli. 

Aktywność oksydazy monoaminowej 

Wyniki badań aktywności MAO w mózgacn królików przedsta

wiono na wykresie 3, natomiast aktywność MAO w poszczególnych 

okolicach mózgu w tabeli 8. 

W mózgach kontrolnych królików między 16 a 28 dniem życia 

aktywność MAO nie ulegała istotnym zm.ianom. W 16 dniu życia 

aktywność jej wynosiła 4,4 ̂ g 5-HT/mg białka/godz i była naj

niższa w hipokampie 3,68 pg 5-HT/mg białka/godz, a najwyższa 

w zwojach podstawy 5 , 32 - 0 , 32 p.g 5-HT/mg białka/godz. W 2 8 

dniu życia aktywność MAO wynosiła 4,49 - 0,56 pg 5-HT/mg biał

ka/godz. W mózgach królików, które otrzymywały dichlorfos. 

http://rcin.org.pl
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Tabela 8 

^ Aktywność oksydazy monoaminowej /MAO/ 

w wybranycn okolicach mózgu królików 

y 2 4 godziny po podaniu 

ostatniej dawki dichlorfosu /DDVP/ 

oksydaza monoaminowa 

pg 5-HT/ing białka/godz 

Kontrola I DDVP 
' 

Kora mózgu 4,16 
+ 

0 ,28 3 ,12 0 ,21^^^ 

Hipokamp 

00 m
 

U-
0 ,18 3 ,05 -r 0 ,15^ 

Zwoje podstawy 5 ,32 
+ 
0 ,32 4 ,36 T 0 f 2 

Śródmózgowie 5,41 - 0 ,33 4 ,43 - 0 ,2 7V-

Pień mózgu 5,03 - 0 ,34 3 ,67 — 0 ,25'-'-

Wyniki przedstawiono w wartościach średnich x - SEM 

n = 8 

i< VcVc 
p < 0,05 p"<0,01 

• 

http://rcin.org.pl
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aktywność MAO była znamiennie niższa od kontroli jedynie 

24 godziny po podaniu ostatniej dawki pestycydu. W całym 

mózgu wynosiła 3,47 pg 5-HT/mg faiałka/godz i była niższa 

od aktywności MAO w badanych okolicach mózgu zwierząt kon

trolnych o 17-27%. 

Serotonina /5-hydroksytryptamina, 5-HT/ 

Wyniki badań stężenia 5-HT w mózgach królików przedsta

wiono na wykresie 4, natomiast stężenie 5-HT w poszczegól

nych okolicach mózgu w tabeli 9. 

W mózgach zwierząt kontrolnych między 16 a 28 dniem życia 

stężenie serotoniny wzrastało o 35,5%. W 16 dniu życia poziom 

5-HT /x - SEM/ wynosił 0,31 - 0,03 }ig/g mokrej masy tkanki. 

Najwyższe stężenie tej indoloaminy występowało w pniu mózgu 

+ . • + 
0,41 - 0,04 ug/g/ a najnizsze w korze mózgu 0,15 - 0,01 pg/g. 

W 28 dniu życia mózgi zwierząt zawierały 0,42 - 0,02 /ag/g 

tkanki serotoniny. W mózgach zwierząt, które otrzymywały 

dichlorfos poziom 5-HT w 16 dniu życia wynosił 0,23 - 0,02 

p5/g tkanki. W badanych okolicach mózgu, w tym dniu życia 

był on niższy o około 22-45% od poziomu serotoniny u równieś-

ników kontrolnych. W następnych dniach obserwowano stopniowy 

wzrost stężenia serotoniny i w 28 dniu życia wynosiło ono 

0 , 42 - 0 ,02 p.g/<j tkanki, mimo to było znamiennie niżsi^e niż 

u królików kontrolnych. 

•V 

http://rcin.org.pl
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Tabela 9 

Stężenie serotoniny /5-HT/ 

w wybranych okolicach mózgu królików 

2 4 godziny po podaniu 

ostatniej dawki dichlorfosu /DDVP/ 

Serotonina /5-HT/ pg/g 

Kontrola DDVP 

Kora mózgu 0 ,15 0 ,01 0 ,11 
+ 
0 ,01>'' 

Hipokamp 0 ,17 
-t-
0 ,02 0 ,11 

+ 
0 ,01''^ 

Zwoje podstawy 0 , 2 1  
-f-
0 ,02 0 ,21 

+ 
0 ,01^ 

Sródmózgowie 0 ,38 0 ,04 0 ,21 + 0 ,0 3^" 

Pień mózgu 0 ,41 4-
0 ,04 0 ,24 

+ 
0 ,0 3^^ 

Wyniki przedstawiono w wartościach średnich x - SEM 

n = 

p-<0,05 p-<0,01 

http://rcin.org.pl
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Kwas 5-hydroksyindolooctowy /5-HIAA/ 

Wyniki badań stężenia 5-HIAA w mózgach królików przed

stawiono na wykresie 5, a stężenie 5-HIAA w poszczególnych 

okolicach mózgu w tabeli 10. 

W mózgach kontrolnych królików poziom 5-HIAA między 

16 a 28 dniem życia nie ulegał istotnym zmianom. W 16 dniu 

życia wynosił 0,33 - 0,02 pg/g mokrej masy tkanki i był 

najwyższy w pniu mózgu 0,55 - 0,07 pg/g, a najniższy w korze 

mózgu 0,19 -.0,01 pg/g tkanki. Stężenie 5-HIAA w mózgach 

zwierząt 28 dniowych wynosiło 0,36 - 0,03 pg/g tkanki. 

U zwierząt, które otrzymywały dichlorfos, najniższy poziom 

5-HIAA występował w 16 dniu życia 0,18 - 0,03-pg/g tkanki 

i był niższy od poziomu kontrolnego o 24-50% we wszystkicr. 

badanych okolicach mózgu. Do 22 dnia życia pozostawał zna

miennie niższy od stężenia 5-HIAA w mózgach królików kontrol 

nych a następnie szybko zbliżał się do wartości prawidłowych 

Obrót serotoniny /5-HT/ 

U królików, które badano 24 godziny po podaniu ostatniej 

4-

dawki dichlorfosu stężenie serotoniny w mózgu /0 ,23 - 0 ,02/ 

było znamiennie niższe /p-«C 0,05/ niż u rówieśników kontrol

nych /O,31 - 0,03/ /tabela 11/. 

Obrót 5-HT obliczano ze wzrostu stężenia tej substancji 

w mózgu po zablokowaniu przez tranylcyprominę oksydazy mono-

http://rcin.org.pl



— 6 8 — 

CU 
> Q 
Q 

5 3 
co 
o rH m 
u 

}-l o 
^ rH 

r-> 

-G Ü 
U -rH 
rrj 'a 
N -H 
K) M 
6 3 oJ 
5 nj 
O T-l 

Q) 

O 4-1 
-i-i 03 
o -P 

O d 
"3 -H 
C C 
•H fd 
>ind 
CO O 
^ a 
0 
o 

T3 Ol 
>1 
^ x: 

1 o 
in fU 
Zi c 
'J) T5 

^ -C 
^ Ü 

c 
•H -n 
a dj 
D rH 

•N O 
0/^ 
4-1 
'J)  3  

73 
1) 
S-t 

>J 
O 

H 
2 
O 

> 
Q 
Q 

04 
> 
Q 
Q 
O 
eu 

2 
Q 

. CM 
*-

• • a> 

-+-
iO 
d 

.. (O 

CO 

Ü 

-N 

00 
CM 

to 
CM 

t' 

"T 
d 

CO 
d 

CM 
d 

iHNV^i 3 / Sif VVIH -9 
Q  

CO 
)l il 

\ 
s 
w 
'J3 
+ 1 
1 X 

r~* 
U 
•H 
G 
(U 
HO 
Xl 
u 
fÖ 
"H rH 
o O 
HO 
O O -p \ ; 

M v fO 1 
5 04 

0 
c: 
rd 

in 
0 o 
04 •' 

o 
•H \ / V •H f 

04 
>i 
3 

http://rcin.org.pl



Tabela 10 

Stężenie kwasu 5-hydroksyindolooctowego /S-HIAA,/' 

w wybranych okolicach mózgu krölikov; 

24 godziny po podaniu 

ostatniej dawki dichlorfosu /DDVP/ 

kwas 5-hydroksyindolooctowy pg/g 

Kontrola I DDVF 

4- -L 
Kora mózgu 0 ,19 0 ,01 0 ,14 "" 0 ,01^'< 

Hipokamp 0 ,21 + 0 ,02 0 ,16 
+ 
0 ,01''-

Zwoje podstawy 0 ,25 -r 0 ,01 0 ,19 
-j-
0 ,01^'^ 

Śródmózgowie 0 ,42 
+ 
0 ,06 0 ,21 

-U 
0 ,05^ 

Pień mózgu 0 ,55 
+ 
0 ,07 0 ,29 — 0 ,0 4^" 

Wyniki przedstawiono w wartościach średnich x - SEM 

n = 8 

p-=^0,05 — p-<0,01 

http://rcin.org.pl
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Tabela 11 

Obrót serotoniny /5-HT/ w mózgach królików 

2 4 godziny po podaniu 

ostatniej dawki dichlorfosu /DDVP/ 

Poziom 5-HT w czasie 0 

(jLig/g/godz) x - SEM 

Kontrola 

0,31 - 0,03 

Dichlorfos 

0 ,23 - 0 ,02^^ 

1 
Współczynnik regresji | 0,344 - 0,02 

S-HT K(godz~^) x - SEM | 

0,270 - 0,02^ 

Wartość obrotu 
5-HT ng/g/godz 

i 
! 

106,64 62,10 

nmol/g/godz 0,605 0 ,352 

Czas obrotu (godz) 2,9 3,7 

http://rcin.org.pl



aminowej, ü zwierząt, które otrzymywały äichlorfos wartość' 

współczynnika regresji 5-HT wynosiła 0,270 - 0>02 i była 

znamiennie /p-*=^0,05/ niższa od współczynnika wyliczonego 

dla grupy zwierząt kontrolnych /0 , 344 - 0 ,02/. 

Wartość obrotu 5-HT wyrażona w nanomolach 5-HT na grair. 

mokrej masy tkanki na godzinę była o około 42% niższa niż 

w grupie zwierząt kontrolnych, natomiast czas obrotu 5-HT 

był o 48 min dłuższy niż w kontroli. 

Badania morfologiczne: 

Badania prowadzone w mikroskopie świetlnym nie wykazały 

obecności zmian ogniskowych w mózgach obu grup królików 

/16 i 30 dniowych/ zatrutych DDVP. Jedynie istota biała pół 

kul mózgowych wybarwiała się słabiej przy zastosowaniu 

metody Klüvera. 

W mikroskopie elektronowym natomiast obserwowano zmiany 

we wszystkich elementach badanej tkanki nerwowej. Wyniki 

badań ultrastrukturalnych przedstawiono na rycinach M-1 -

M-28 /album/. 

Neuropil 

W grupie zwierząt 16 dniowych, wypustki komórkowe zawie

rały bardzo liczne, ciemne wydłużone mitochondria /ryc. M-6 

Ułożone ciasno jedno obok drugiego wypełniały często całą 
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przestrzeń wypustki. Niektóre z nich były miejscowo posze

rzone i zawierały elektronowo-puste przestrzenie. W innych 

wypustkach spotykano liczne ciała gęste /ryc. M-7, M-8/, 

nieregularne wakuole /ryc. M-7/, uszkodzone mitochondria 

/ryc. M-9/. W wielu wypustkach widoczne były liczne złogi 

barwnika prawdopodobnie lipofuscyny, w postaci drobnoziar

nistych tworów zawierających jasne krople tłuszczu /ryc. M-9/. 

Zakończenia nerwowe: obserwowano różne stadia zwyrodnie

nia kolbek presynaptycznych. Pęcherzyki synaptyczne w tych 

kolbkach skupiały się często w pobliżu dużych elektronowo-

ciemnych tworów, z dala od błon presynaptycznych /ryc. M-lO/. 

Twory te zajmowały znaczną przestrzeń kolbki. Otoczone wyraź

ną błoną, składały się z mniejszych podjednostek. We wnętrzu 

widoczne były zarysy struktur przypominających małe, okrągłe 

pęcherzyki /ryc. M-10/. W niektórych zakończeniach nerwowych 

znajdowały się liczne ciała gęste zawierające homogenną, 

ciemną masę lub liczne blaszki /rvc. M-11/. W wielu kolbkach 

widoczne były uszkodzone mitochondria /ryc. M-12, M-13/. 

Zwyrodnienie zakończeń nerwowych /ryc. M-13/ obserwowano 

często w sąsiedztwie obumierających komórek nerwowych. Zmiany 

w postsynaptycznych częściach zakończeń nerwowych charaktery

zowały się obecnością dużych, wielokształtnych elektronowo-

pustych kanałów - wakuoli /ryc. M-14, M-15/. 

Włókna nerwowe: uszkodzenia aksonów należały do najbar

dziej charakterystycznych zmian powstających w tkance nerwo

wej OUN pod wpływem dichlorfosu. Nasilenie tycii zmian było 
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niezależne od przekroju włókna nerwowego /ryc. M-16/. Można 

było wyróżnić trzy rodzaje uszkodzeń aksonów. Jeden z nich 

polegał na stopniowym gromadzeniu się w aksoplazmie neuro-

filamentów, które wypełniały ostatecznie cały przekrój włÓK-

na /ryc. M-16, M17/. W zbitej ciemnej masie włókienek widocz

ne były uszkodzone mitochondria w postaci elektronowo-pustych 

wakuoli, czasem z resztkami rozpadających się grzebieni na 

obwodzie /ryc. M-15, M-17/. 

Inny rodzaj zmian charakteryzował się dużym zniekształce

niem aksonu i powstaniem w jego wnętrzu licznych, elektrono-

wo-pustych wakuoli, prawdopodobnie na skutek zwyrodnienia 

mitochondriów /ryc. M-18/. Resztki zachowanej aksoplazmy za

wierały liczne włókienka śródplazmatyczne. 

Stosunkowo rzadko spotykano trzeci typ uszkodzeń. W akso

plazmie widoczne były wtedy liczne ciała gęste, degenerujące 

organelle i włókienka śródplazmatyczne /ryc. M-19/. 

Osłonki mielinowe: zmiany w nich były znacznie mniej nasilo

ne niż w aksonach. Otaczając ciężko uszkodzone włókno, 

osłonki zachowywały często prawidłową strukturę blaszek 

/ryc. M-19/. Pierwszym objawem zachodzących w nich zmian 

były miejscowe rozwarstwienia i pofałdowania blaszek /ryc. 

M-16, M-17/. Zaawansowaną degenerację osłonek z tworzeniem 

się ziarnistych produktów rozpadu mieliny spotykano spora

dycznie i zwykle w grupie zwierząt 30 dniowych /ryc. M-20/. 
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Perykariony 

Nasilenie zmian w perykarionach było umiarkowane. W cyto-

plazmie większości komórek widoczne były bardzo liczne, ciem

ne mitochondria /ryc. M-21/. Niektóre z nich ulegały zwyrod

nieniu, były duże, często elektronowo-puste, z częściowo za

chowanymi grzebieniami na obwodzie, kontrastowały więc z za

gęszczoną strukturą cytoplazmy komórki /ryc. M-2 4/. W cyto-

plazmie występowały liczne wolne ribosomy /ryc. M-21, M-23, 

M-24/, poszerzone kanały siatki śródplazmatycznej /ryc. M-22, 

M-23/, lizosomy i ciała gęste /ryc. M-21, M-23, M-24/. Jądra 

wielu komórek miały kształt nieregularny /ryc. M-21, M-23/. 

Zawierały wielokształtne twory, które w postaci pofałdowanych 

gładkich błon układały się na obwodzie ogniskowych przejaśnień 

karioplazmy /ryc. M-23/ lub jako ciemne, ziemiste błony two

rzyły rozgałęzione struktury /ryc. M-24/. 

W grupie zwierząt 16 dniowych spotykano perykariony komórek 

prawdopodobnie astrocytarnych /ryc. M-25/, których cytoplazma 

zawierała pojedyncze zniekształcone organelle a struktura 

macierzy była rozrzedzona i elektronowo-pusta. Komórek tego 

typu nie spotykano u zwierząt 30 dniowych. 

Liczną grupę stanowiły komórki ciemne. Były to perykariony 

komórek nerwowych /ryc. M-26/. W bardzo ciemnej, ziarnistej 

cy.coplazmie występowały liczne, długie kanały siatki śród-

plazmatycznej, kanały dobrze rozwiniętego aparatu Golgiego, 

a w jądrze wyraźne jąderko. Na obwodzie komórki widoczne były 

liczne obrzmiałe uszkodzone zakończenia nerwowe /ryc. M-13, 
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M-26/. Jądro komórki miało kształt nieregularny a kario-

plazmę zagęszczona i ciemną. Cytoplazma komórki zawierała 

dość liczne lizosomy. Z powierzchnią jej sąsiadowały włókna 

nerwowe o prawidłowej budowie aksonu i osłonki mielinowej 

/ryc. M-26/. Spotykano ponadto komórki o bardzo zaawansowa

nych zmianach zwyrodnieniowych /ryc. M-27/. Ich ciemna, 

ziarnista cytoplazma zawierała bardzo liczne lizosomy i 

elektronowo-puste przestrzenie. Jądro o nieregularnym kształ

cie wypełniała bardzo ciemna, ziarnista karioplazma /ryc. 

M-27/. Nieliczne komórki tego typu spotykano również u 30-

dniowych królików kontrolnych. 

Naczynia krwionośne 

Ściany naczyń krwionośnych mózgu były dobrze zachowane. 

W grupie zwierząt 16 dniowych w przestrzeniach okołonaczy-

niowych występowały obrzmiałe wypustki astrocytów zawierające 

zmienione mitochondria i ciała gęste /ryc. M-28/. Zmian tych 

nie obserwowano w mózgach zwierząt 30 dniowych. 
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DYSKUSJA 

Przebieg zatrucia związkami FO zależny jest od osobniczej 

wrażliwości uwarunkowanej predyspozycją gatunkową, płcią 

i etapem rozwoju ontogenetycznego /Desi 1983, Russell i wsp. 

19 83/. Wiele uwagi poświęcono badaniom wpływu substancji FO 

na rozwijający się płód /Fish 1966, Kimbrough 1968, Khera, 

Clegg 1969, Vogin, Carson 1971, Thorpe i wsp. 1972/. Pow

szechnie stosowanym modelem doświadczalnym jest zatrucie tymi 

substancjami ciężarnych samic, a często podawanym preparatem 

- dichlorfos /Carson 1971, Thorpe i wsp. 1972, Zalewska i wsp 

19 77/. U królików efekt toksycznego działania pestycydu był 

ściśle związany z okresem ciąży. Vogin i Carson /1971/ obser

wowali dobrą tolerancję dawki 12 mg/kg masy ciała w początko

wym okresie ciąży, natomiast w jej ostatniej fazie wrażliwość 

królików wyraźnie wzrastała /Dąmbska i wsp, 1978, Maślińska, 

Zalewska 1978 a, b/, Prowadząc badania na noworodkach króli

ków stosowaliśmy począrkowo dichlorfos w dawce 9 mg/kg masy 

ciała /Dąmbska i wsp. 1981, Dąmbska, Maślińska 1982 a, Dąmbsk 

i wsp. 19 84/. Silne objawy zatrucia eliminowały jednak z dal

szych badań bardziej wrażliwe zwierzęta /około 15%/. W związ

ku z tym zastosowano dawki wywołujące łagodne objawy zatrucia 
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Zmiana wrażliwości zwierząt na dichlorfos w pierwszych 

tygodniach życia po porodzie wymagała dostosowania odpo

wiedniej dawki pestycydu do określonego wieku zwierzą-. 

Dichlorfos podobnie jak inne związki FO jest silnym inhibi

torem AChE, więc wrażliwość zwierząt na działanie tej 
\ 

substancji wiązała się ściśle z procesem narastania aktyw

ności enzymu obserwowanym w przebiegu rozwoju mózau 

/Aprison, Himwich 1954, McCaman, Aprison 1964, Silver 1974/. 

Zależność ta szczególnie' wyraźnie występuje u tych zwierząt, 

u których podobnie jak u człowieka, struktura i funkcja mózg 

dojrzewa w początkowym okresie życia po porodzie /Apison, 

Himwich 1954, Apison 1964, Altman, Das 1970, Wender, Kozik 

1970/. Ich typowym przedstawicielem jest królik a okres 

między 6 a 15 dniem życia charaKreryzuie sie u tego zv/ierze-

cia szybkim przyrostem aktywności AChE v; mózgu /McCairian, 

Apison 1964, Niemierko, Skangiel-Kramska 1976/. Uzyskanie 

pożądanego efektu toksycznego było możliwe po zastosowaniu 

w tym okresie rozwoiu trzech różnych daweK pestycydu. Podcza 

dalszych badań stwierdzono, że każda z nich blokowała w móz

gach 65-73% aktywności AChE. UzysKane wyniKi potwierdzają 

wcześniejsze obserwacje, zgodnie z którymi pierwsze objawy 

zatrucia związkami FO pojawiały się po zablokowaniu 50-60% 

aktywności AChE /Bignami i wsp. 19 75, Karczmar 19 84/. Zauwa

żono, że u różnych gatunków zwierząt spadek aktywności AChE 

o 70% można wywołać podając dichlorfos w dawkach znacznie 

mniejszych niż dawki ED^q /Caroldi, Lotti 19 81, Lotti i wsp. 
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19 84/. Biorąc pod uwagę jedynie wartość dawki LD-q można 

odnieść mylne wrażenie o zakresie toksycznego działania 

dichlorfosu na badany gatunek zwierzęcia. U kur, które 

należą do zwierząt bardzo wrażliwych na działanie związków 

FO /Spoerri, Glees 1979, Caroldi, Lotti 1981/ i reagują sil-
•i 

nyml, nieodwracalnymi objawami zatrucia przy dawce 20 mg/kg, 

dawka dichlorfosu wynosi 100 mg/kg /Caroldi, Lotti 
b U 

1981/. Natomiast dla szczura wynosi 70-80 mg/kg 

/Stecher i wsp. 1968, Fest, Schmidt 1973/ mimo, że są to 

zwierzęta bardzo odporne na uszkodzenie związkami FO i dobrze 

tolerują jeszcze dawki rzędu 40 mg/kg /Zelman 1977, Zelman, 

Maidecki 1979/. Najczęściej jednak wyboru dawki doświadczal

nej dokonuje się w oparciu o dawkę dla danego gatunku 

zwierzęcia. Zwiększona wrażliwość zwierząt podczas rozwoju 

scrawia, że wartość dawki jest dla nich niższa niż oO 

dla dorosłych. Dotyczy to również związków FO /Michałek 

i wsp. 1984/. 

Aktywność acetylocholinoesterazy 

Wybrane dawki dichlorfosu zastosowane wielokrotnie zamiast 

nasilać objawy zatrucia skracały czas ich trwania. Zjawisko 

to obserwowano u wielu zwierząt narażonych na przewlekłe 

działanie związków FO /Kussel i wsp. 1981/. W ustrojach tych 

zwierząt uruchomione zostają mechanizmy zapobiegające dzia

łaniu nadmiaru acetylocholiny, której rozkład ulega zaburze

niu na skutek niskiej aktywności AChE /Dross, Kewitz 196 8, 
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Carson» Jenden 1973, Dross 1975, Herman 1979, Uchida i wsp. 

1979/. Zatrucie nie prowadzi więc do wzmożonego pobudzenia 

układu cholinergicznego i wystąpienia charakterystycznych 

objawów patologicznych. 

Mimo dobrej tolerancji dichlorfosu u królików wystąpił 

niedobór masy ciała, uważany przez niektórych autorów za 

istotny wskaźnik toksycznego działania związków FO /Weil, 

McColister 1963/. Nie zauważono istotnego znaczenia tego 

niedożywienia dla rozwoju królików. Zwierzęta w ciągu kilku 

dni wyrównywały niedobory wagowe. Natomiast dobrym wskaźni

kiem toksycznego działania dichlorfosu był spadek /do około 

30%/ aktywności AÜhE w mózgach tych zwierząt. W badaniach 

histochemicznych mimo blokowania,najwyższą aktywność AChE 

obserwowano w tych strukturach mózgu, które również w normie 

zawierały najwięcej enzymu. Dotychczas uważano, że procen-_ 

AChE ulegającej zablokowaniu pod wpływem związków FO jest 

tym większy im bogatsza w enzym jest badana okolica mózgu 

/Kozar i wsp. 19 76, Meneguz i wsp. 19 81/. Obecne wyniki 

badań biochemicznych nie potwierdzają jednoznacznie tych 

spostrzeżeń. Wprawdzie najmniejszy stopień zahamowania AChE 

wystąpił w korze mózgu, gdzie aktywność wyjściowa jest naj

niższa, ale jednocześnie w strukturach o najwyższej aktyw

ności enzymu takich jak zwoje podstawy /Michałek, Stavinoha 

1978/ procent inaktywacji AChE nie różnił się od obserwowa

nego w innych okolicach mózgu. 
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Dichlorfos podobnie jak inne związki FO blokuje AChE 

w sposób nieodwracalny /Modak i wsp. 19 75, Michałek, 

Stavinoha 19 77/, więc odnowa aktywności wymaga syntezy no

wych cząsteczek enzymu /Blaber, Creasey 1960, Davis, 

Agranoff 1968, Welsch, Dettbarn 1972/. Znalazło to odzwier

ciedlenie w dynamice procesu odnowy enzymu po zatruciu 

dichlorfosem. Charakterystyczną cechą tej odnowy było poja

wienie s±ą aktywności enzymu początkowo w perykarionach 

komórek nerwowych a znacznie później w neuropilu. Wskazuje 

to na proces syntezy nowych cząsteczek enzymu i raczej 

wyklucza reaktywację AChE zablokowanej przez pestycyd. 

Synteza AChE odbywa się bowiem zawsze w perykarionach komó

rek a następnie enzym transportowany jest wzdłuż wypustek 

komórkowych z prądem cytoplazmy /Fonnum i wsp. 197 3, 

Chippendale i wsp. 1974, Frizell, Sjostrand 1974, Somogyi, 

Chubb 1976, Homor, Kasa 1978/. 

Tempo odnowy enzymu w mózgach zatrutych królików nie 

było równomierne. W pewnych okolicach mózgu /jądra przednie 

i przyśrodkowe wzgórza wzrokowego - badanie histochemiczne/ 

AChE pojawiała się wcześniej niż w innych. W całym mózgu 

proces ten zachodził stopniowo i znacznie wolniej niż opisy

wano to w mózgach płodów i noworodków po podaniu związków 

FO samicom cie^.arnym /Zalewska i wsp. 1977, Bisso i wsp. 

19 82/. U płodów pełną odnowę aktywności enzymu obserwowano 

bowiem już po upływie 48 godzin, podczas gdy u matek, w tym 

samym doświadczeniu, czas odnowy AChE w mózgu był znacznie 
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dłuższy /Bisso i wsp. 1982/. Bada3ąc u szczurów zjawisko 

odnowy AChE po zatruciu związkami FO stwierdzono, że u 

zwierząt 20 dniowych resynteza enzymu przebiega znacznie 

wolniej niż u płodów, szybciej jednak niż u zwierząt doros

łych /Bisso i wsp. 198''^, 1982, Michałek i wsp. 198i a, b, 

19 82/. Chociaż nie we wszystkich układach doświadczalnych 

udaje się tę zależność zaobserwować /Kewitz i wsp. 1977, 

Maślińska, Zalewska 1978, Suliński, Bicz 1979/ przy3muje 

się, że tempo resyntezy AChE w mózgu jest związane z etapem 

rozwoju organizmu. Prawidłowość ta znalazła potwierdzenie 

w badaniach własnych, w których wykazano, że króliki zatrute 

dichlorfosem syntetyzowały AChE kilkakrotnie szybciej niż 

zwierzęta kontrolne. Ze zwiększoną zatem wrażliwością na 

działanie związków FO u rozwijających się zwierząr korespon

duje wyraźnie ich zdolność do szybszej odnowy AChE co może 

stanowić również istotny mechanizm obrony przed działaniem 

środowiskowych czynników uszkadzających. 

Metabolizm^ 5-hydroksytryptaminy 

ü zwierząt, które rodzą się, jak szczur czy królik, 

z całkowicie lub w znacznym stopniu niedojrzałym układem 

nerwowym morfologiczny i biochemiczny rozwój układu seroto-

nergicznego przypada na pierwsze tygodnie życia po porodzie 

/Karki i wsp. 1960, 1962, Agrawal i wsp. 1966, Hedner, 

Lundborg 1980 a, b/. Najbardziej nasilone procesy dojrzewa

nia zachodzą w drugim tygodniu życia zwierząt /Eayrs, Good-
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head 1959, Aghajanian, Bloom 1967, Schmidt, Sanders-Buch 

1971, Degushi, Barchas 1972, Loizou 1972, Hattori, McGeer 

1973, Baker i wsp. 1973, 1974, Tissari 1975/. W tym okresie 

rozwoju króliki otrzymywały dichlorfos podczas prowadzonych 

badań. Skutki działania tego pestycydu były obserwowane 

w 3 i 4 tygodniu życia, kiedy przebieg procesów rozwojowych 

w układzie 5-HT ulega wyraźnemu zwolnieniu /McCaman, 

Aprison 1964/. 

.Tryptofan /TP/ 

Poziom tryptofanu w mózgach kontrolnych królików między 

16 a 22 dniem życia utrzymywał się na stałym poziomie. Póź

niej łagodnie ale wyraźnie obniżał się w miarę osiągania 

dojrzałości. Podobną dynamikę spadku poziomu tryptofanu wy

kazano w mózgach szczurów /Tyce i wsp. 1964, Bourgoin i wsp. 

197 4 b. Hoff i wsp. 19 74, Miller i wsp. 1977, Hamon, 

Bourgain 1979/ przy czym obserwowano pewne różnice regio

nalne /Hedner, Lundborg 19 80 a/. 

Po zatruciu dichlorfosem poziom tryptofanu w mózgach 

królików był znamiennie wyższy niż u kontrolnych równieśni-

ków. Utrzymywał się na takim poziomie przez szereg dni po 

zakończeniu podawania pestycydu. Zgodnie z obserwacjami wielu 

autorów napływ tryptofanu do mózgu jeśt związany z pewnymi 

zjawiskami, które limitują jego transport przez barierę 

krew-mózg /Gessa, Togliamonte 1974, Hamon, Głowiński 1974, 

Perez-Cruet i wsp. 1974 , Pardridge 1979 , Pratt 1979 , 
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Sourkes 1979^ Curzon 1980/. Należy do nich między innymi 

łączenie się tryptofanu z białkami-krwi /Mc Menamy 1965/ 

oraz współzawodniczenie tryptofanu z aminokwasami osocza 

o połączenie z nośnikiem barierowym transportującym ie do 

mózgu /Fernstrom, Wurtman 1972, Perez-Cruet i wsp. 1974, 

Fernstrom i wsp. 1975, Mollar i wsp. 1976/. Tryptofan jest 

jedynym aminokwasem występującym we krwi w połączeniu z al

buminami. Część nie związana z białkami tworzy pulę wolnego 

tryptofanu, który w tej postaci ma większe szanse łączenia 

się z nośnikiem barierowym /Etienne 1976, De Montis i wsp. 

1977, Korpi, Oja 1978/. Wszystkie okoliczności wpływające 

hamująco na połączenia z białkami zwiększają transport tryp 

tofanu przez barierę krew-mózg /Bourgoin i wsp. 1974, Gessa 

Togliamonte 1974, Knott i wsp. 1974, Curzon, Knott 1977/. 

Badając wcześniej przyczyny wysokiego stężenia trypto

fanu w mózgach królików zatrutych dichlorfosem stwierdzi

liśmy, że we krwi tych zwierząt znamiennie wzrasta pula wol 

nego tryptofanu /Maślińska, Rewekant 1982/, co wiązaliśmy 

z wysokim stężeniem wolnych kwasów tłuszczowych /Maślińska, 

Rewekant 1983 a, b/, które konkurują z tryptofanem o połą

czenie z albuminami krwi /Mc Menamy 1965/. Zauważono równie 

że pod wpływem pestycydu spadało istotnie stężenie amino

kwasów /Rewekant i wsp. 1983, Maślińska i wsp. 1984/ konku

rujących z tryptofanem o połączenie z nośnikiem barierowym. 

Ostatecznie wszystkie wymienione wyżej zmiany prowadziły do 

wysokiego stężenia tryptofanu w mózgach zatrutych dichlor

fosem zwierząt /Maślińska 1984/. 
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Tryptofan jako prekursor wywiera istotny wpływ na syn

tezy serotoniny w mózgu /Bourgoin i wsp. 1974, Fernstrom, 

Wurtman 1974, Wurtman, Wurtman 1977, Fernstrom 1979, Wurtman 

19 79/. U osobników dorosłych, wysokie stężenie tryptofanu 

nasilało syntezą 5-HT w OUN /Fernstrom, Wurtman 1971, 

Bourgoin i wsp. 1974 a, b, Hamon, Głowiński 1974, Hamon 

i wsp. 19 7 4/, w wyniku tylko czę.4ciowego wysycenia substra-

tem hydroksylazy tryptofanowej - enzymu limitującego tempo 

syntezy 5-HT w mózgach zwierząt /Fernstrom 1982/. Podczas 

rozwoju rola tryptofanu w regulacji syntezy 5-HT jest znacz

nie ograniczona a hydroksylaza tryptofanowa jest w tym cza

sie całkowicie wysycona substratem /Bourgoin i wsp. 1974, 

Hoff i wsp. 1976, Hoff i wsp. 1977/. Z tego prawdopodobnie 

powodu u królików zatrutych dichlorfosem wysokie stężenie 

tryptofanu nie miało istotnego wpływu na syntezę i poziom 

serotoniny w mózgu. Przemawia za tym również brak korelacji 

między poziomem tryptofanu a stężeniem serotoniny w mózgach 

królików, obserwowany w obecnych badaniach. 

Aktywność hydroksylazy tryptofanowej 

Narastanie aktywności hydroksylazy tryptofanowej podczas 

rozwoju jest uważane za wskaźnik dojrzewania układu seroto-

nergicznego w mózgu /Schmidt, Sand^rs-Buch 1971, Degushi, 

Barchas 1972, Baker i wsp. 19 73, 197 4/. Metoda pomiaru aktyw

ności hydroksylazy tryptofanowej przez blokowanie dekarbo-

ksylazy aromatycznych aminokwasów, swoistym inhibitorem NSD 
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1015 pozwoliła na prześledzenie zmian aktywności enzymu 

podczas rozwoju mózgu. Badania takie prowadzono in vitro 

/Schmidt, Sanders-Buch 1971, Degushi, Barchas 1972/ oraz 

in vivo /Hedner, Lundborg 19 80 a/ u różnych gatunków zwie

rząt. U szczura obserwowano dwufazowy wzrost aktywności 

hydroksylazy tryptofanowej: wolny w pierwszych 14 dniach 

i szybki między 14 a 28 dniem życia /Schmidt, Sanders-Buch 

19 71, Degushi, Barchas 19 72, Hedner, Lundborg 1980 a/. 

W poszczególnych okolicach mózgu wzrost aktywności hydro

ksylazy TP związany był z dojrzałością określonych struk

tur . 

W badaniach własnych u królików kontrolnych między 

16 a 25 dnim życia występował również bardzo szybki rozwój 

aktywności hydroksylazy tryptofanowej. Poziom 5-hydroKsy-

tryptofanu, będący wskaźnikiem aktywności enzymu wzrastał 

w tym czasie o około 47%. Natomiast podczas następnych 

/25-28/ dni życia aktywność enzymu pozostawała na stałym 

poziomie. Podobnie, przebiegał w mózgach królików rozwój 

aktywności innego ważnego dla metabolizmu serotoniny enzy

mu - dekarboksylazy aromatycznych aminokwasów opisany przez 

McCamon i Aprison'a /196 4/. 

U zwierząt zatrutych dichlorfosem aktywność hydroksylazy 

tryptofanowej w OUN była znamiennie niższa przez szereg dni 

po podaniu ostatniej dawki pestycydu. Mimo to, widoczna 

była postępująca odnowa enzymu, którego aktywność ostatecz

nie osiągała wartości kontrolne około 28 dnia życia królików. 
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Wyniki prowadzonych równolegle badań morfologicznych, poz- L 

walają przypuszczać, że niska aktywność hydroksylazy tryp-

tofanowej po zatruciu dichlorfosem, mogła wiązać się z usz

kodzeniami mitochondriów w wielu elementach tkanki nerwowej. 

Enzym jest bowiem zlokalizowany w tych organellach a aktyw

ność jego ściśle wiąże się z dopływem tlenu do tkanki /Green, 't 

Sawyer 1966, Davis, Carlsson 1973 a, b, Davis i wsp. 1973/. 

Aktywność oksydazy monoaminowej /MAO/ 

Oksydaza monoaminowa występuje w mózgu w dwóch formach 

A i B /Collingham, Parkinson 1979/ różniących się między sobą 

pov;inowactwem do suDstratów /Kinemuchi i wsp. 197 9 , 19 80 , 19 82 , 

Fowler, Tipton 1982/ i wrażliwością na inhibitory /Johnston ? 

196 8, Magyar 19 72, Fowler i wsp. 19 78, Fowler i wsp. 19 80, i 

Tipton i wsp. 1982/. MAO jest enzymem mitochondrialnym miesz- ; 

czącym się w błonie zewnętrznej ściany mitochondriów /Tipton \ 

1967, Greenawalt, Schnaitman 1970, Yang, Neff 1974, Roth, 

Gallis 1975 , Roth 1976 , Murphy 1978/. Podczas rozwoju mózgu 

u wielu gatunków zwierząt / Jourdikian i wsp. 1975, Blatchford 

i wsp. 1976, Mantle i wsp. 1976, Franz i wsp. 1978, Nelson 

1 wsp. 1979/ i u człowieka /Suzuki, Yagi 1978/ rozwój formy A < 

enzymu ^est szybszy niż formy B. U królika McCaman i Aprison t 

1 /196 4/ obserwowali szczyt aktywności MAO około 15 dnia życia, . 

a podczas dalszego rozwoju łagodny, niewielki spadek aktyw

ności tego enzymu. W badaniach własnych aktywność MAO w móz- v 

gacn królików kontrolnych między 16 a 28 dniem życia nie 
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Ulegała istornym zmianom. Po zatruciu dichlorfosem spadek 

aktywności enzymu występował jedynie w grupie zwierząt ba

danych 2 4 godziny po podaniu ostatniej dawki pestycydu. 

Powrót MAO do wartości kontrolnych następował zaskakunąco 

szybko w porównaniu z innym enzymem mitochondriainym -

hydroksyiazą tryptofanową. Wyjaśnienie tego ziawiska trudne 

jest na obecnym etapie badań. Należy jedynie wspomnieć, że 

Kadir i Knowles /1981/ badając bezpośredni wpływ różnych 

rodzajów pestycydów na aktywność MAO stwierdzili, że spoś

ród związków FO, dichlorfos wykazywał minimalne oddziaływa

nie na ten właśnie enzym. 

Serotonina /S-hydroksytryptamina, 5-HT/ 

Wzrosr sręzenia seroroniny w niedojrzałym mózgu lesr 

wyraźnie związany z remnem rozwodu aktywności hydroksylazy 

rryptofanowei. u szczura poziom tej indoloaminy jest niski 

po porodzie, narasta powoli przez 2 pierwsze tygodnie życia, 

natomiast szybki wzrost stezenia 5-HT następuje między 15 a 

28 dniem życia /Hedner, Lundborg 19 80 b/. Zmiany te wyraźnie 

korelowały z narastaniem aktywności hydroksylazy tryptofano-

wej w mózgach tych zwierząt. 

W mózgach królików kontrolnych wzrost stężenia serotoniny 

był również równoległy do narastania aktywności hydroksylazy 

tryptofanowej. W 25 dniu życia poziom 5-HT w mózgach królików 

był o około 32% wyższy niż w 16 dniu. Pozostawał na tym samym 

poziomie od 25 do 2 8 dnia życia. Podobnie jak aktywność 
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hydroksylazy tryptofanowej, stężenie serotoniny było różne 

w badanych okolicach mózgu. Najwyższy poziom 5-HT obecny 

był w śródmózgowiu i pniu, gdzie zlokalizowane są neurony 

serotonergiczne /Fuxe i Jonsson 1974/. Nie zauważono wyraź

nych zależności miedzy stężeniem 5-HT a poziomem tryptofanu 

w mózgu. Wpływ stężenia tryptofanu na syntezę serotoniny 

podczas rozwoju mózgu pozostaje sprawą dyskusyjną. Trypto-

fan może nasilać syntezę i metabolizm serotoniny w mózgach 

młodych szczurów /Bourgoin i wsp. 1974, Howd i wsp. 1975/ 

ale istnieją też przekonywające dowody, że hydroksylaza 

tryptofanowa jest całkowicie wysycona substratem podczas 

rozwoju i wzrost tryptofanu w mózgu nie zmienia poziomu 

5-HT /Bennett, Giarman 1965, Howd i wsp. 1975/. U królików 

zatrutycn dichlorfosem wysoki poziom tryptofanu w mózgu nie 

zapoDiegał spadkowi stężenia serotoniny. Powrót prawidłowych 

wartości 5-HT obserwowano u tych zwierząt mimo normalizacji 

poziomu tryptofanu. Należy więc przyjąć, że głównym czynni

kiem regulującym sprawność syntezy 5-HT w mózgu była aktyw

ność hydroksylazy tryptofanowej. 

Kwas 5-hydroksyindoiooGtowy /5-HIAA/ 

Głównym metabolitem serotoniny jest kwas 5-hydroksyindo-

Icoctowy. Stężenie 5-HIAA Jodczas rozwoju mózgu zależy nie 

tylko od poziomu 5-HT, ale również od aktywności MA.0 oraz 

skutecznego eliminowania metabolitu z tkanki nerwowej. 
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Vi początkowym okresie życia 5-HIAA usuwany ^est: z rriózgu 

przez splot naczyniówkowy /Bass, Lundbora 197 3, Atack i 

wsp. 1974/, następnie wykształca się jak u dorosłych zwie

rząt bezpośrednia droga eliminacji 5-HIAA do krwi /Bass, 

Lundborg 1973, Atack i wsp. 1974/. Informacje dotyczące 

stężeń 5-HIAA w mózgach noworodków są sprzeczne. Bezpoś

rednio po porodzie poziom metabolitu w mózgu szczura do

równywać może wartościom u zwierząt dorosłych /Tyce i wsp. 

1964, Tissari, Pekkarinen 1966/ bądź też dopiero po począt

kowym spadku następuje szybki wzrost poziomu 5-HIAA w mózgu 

/Bourgoin i wsp. 197 4 b/. U królików, kontrolnych między 

16 a 28 dniem życia nie występowały istotne wahania stęże

nia 5-HIAA w mózgu. W badanych okolicach OUN poziom kwasu 

naśladował stężenie 5-HT i aktywność hydroksylazy tryptofa-

nowej. Podobnie zachowywało się stężenie 5-HIAA w mózgac:'. 

królików zatrutych dichlorfosem. Przez pierwsze dni po poaa-

niu ostatniej dawki pestycydu poziom 5-HIAA w mózgu był 

niski podobnie jak stężenie 5-HT i aktywność MAO. W póź

niejszym okresie niskie stężenie metabolitu odzwierciedlało 

prawdopodobnie obniżone tempo syntezy serotoniny. 

Obrót serotoniny /5-HT/ 

Wyniki uzyskane podczas badania poziomów 5-HT i 5-HIA-?-. 

w mózgach dają jedynie częściowy wgląd w metabolizm seroto

niny. Badaniem, które pozwala na lepszą ocenę znaczenia 

biologicznego obserwowanych zmian jest określenie tempa 
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obrotu tej indoloaminy. Uważa się, że tempo obrotu neuro-

transmitera może być uznane za wskaźnik stanu dynamicznego 

okre^lonegovtoru nerwowego /Costa, Neff 1970, Grahame-Smith 

1973, Erdo i wsp. 1982/. Tempo obrotu może być określane 

dwiema metodami: opartą o oznaczanie metabolizmu egzogennych, 

znakowanych substratów oraz drugą związaną z użyciem specy

ficznego inhibitora nieodwracalnie blokującego jeden z istot

nych dla metabolizmu serotoniny enzymów /Costa, Neff 1970, 

Neff i wsp. 1971/. Obie metody obarczone są szeregiem trud

ności. Panuje jednak opinia, że lepszą przy badaniu obrotu 

serotoniny w mózgu jest metoda druga /Tozer i wsp. 1966, 

Erdo i wsp. 1982, Sarna i wsp. 1983/. Stosując ją można 

blokować aktywność oksydazy monoaminowej i określać obrót 

serotoniny mierząc tempo narastania stężenia 5-HT lub tempo 

spadku poziomu 5-HIAA w tkance. 

W obecnej pracy obrót serotoniny określano badając tempo 

gromadzenia się 5-HT po zablokowaniu MAO przez tranylcypro-

minę. Inhibitor ten obok pargyliny zalecany jest przez auto

rów metody jako substancja blokująca skutecznie całkowitą 

aktywność enzymu i pozwalająca na otrzymanie porównywalnych 

wyników /Tozer i wsp. 1966, Costa, Neff 1970/. 

3adanie przeprowadzono u zwierząt 16 dniowych. Uzyskane 

wyniki wykazały, że po zatruciu pestycydem spada wartość 

obrotu 5-HT w niedojrzałej tkance nerwowej oraz że czas tego 

obrotu wydłuża się. Można więc przypuszczać, że stymulacja 

serotonergiczna receptorów postsynaptycznych po zatruciu 
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dichlorfosem jest słabsza. Słuszność tych obserwacji wydają 

się potwierdzać wstępne wyniki badań nad wrażliwością recep

torów 5-HT w hipokampie zwierząt zatrutych tym pestycyden".. 

Stwierdzono, że u królików zatrutych dichlorfosem wzrasta 

powinowactwo tkanki nerwowej do znakowanej serotoniny 

/•^H 5-HT/ /Skangiel-Kramska, Maślińska - dane nieopublikowa-

ne/. Pełna ocena tych wyników jest w obecnej chwili bardzo 

trudna, ponieważ istnieje duża rozbieżność poglądów na roz

wój receptorów serotonergicznych w mózgu. Uzbekow i wsp. 

/1979/ badając korę wzrokową szczura stwierdzali spadek 

liczby receptorów między 4 a 10 dniem życia po urodzeniu. 

Wyniki te potwiejrdzały spostrzeżenia innych autorów, którzy 
* 

wykazali, że rozwój zakończeń nerwowych /synaptycznych,' 

w układzie serotonergicznym i noradrenergicznymi przebieaai 

niezależnie od rozwoju receptorów dla tych substancji w tkan

ce nerwowej /Harden i wsp. 19 77 a, b, Jonsson, Hallman 1976, 

Jonsson i wsp. 1980 , Jonsson, Kasamatsu 1983/. Za wczesnyir 

wykształceniem się receptorów serotonergicznych przemawia

łaby również "troficzna" rola 5-HT, jaką substancja ta speł

nia we wczesnym okresie rozwoju mózgu /Lauder, Krebs 1976, 

19 78, Lauder i wsp. 1981, 1982, Lauder 19 83/. 

Jednak zdaniem Bennett'a, Snyder'a /1976/, üphose'a, 

Bondy'a /19 81/ rozwój receptorów 5-HT jest równoległy dc 

rozwoju mózgu. Autorzy ci obserwowali u noworodków szczura 
o 

30-40% zdolność wiązania H 5-HT i narastanie tych wartości 

do końca trzeciego tygodnia życia, kiedy rozwój receptorów 
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5-HT osiągał, w ich opinii, poziom charakterystyczny dla 

mózgu dorosłych zwierząt. Sprawę dodatkowo komplikuje fakt, 

że zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, w mózgu występuje 

kilka typów receptorów 5-HT o odmiennej lokalizacji komór

kowej, funkcji oraz prawdopodobnie różnym tempie rozwoju 

/Jacobs 1976, Aghajanian 1981, Peroutka i wsp. 1981, Snyder 

1981, Van Neuten i wsp. 1981, Colpaert, Janssen 1983, Yap, 

Taylor 19 83, Łucki i wsp. 19 84/. W tej sytuacji śledzenie 

wpływu dichlorfosu na rozwój receptorów serotonergicznych 

wymaga osobnych wnikliv/ych badań. 

Całość przedstawionych wyników ujawnia głębokie i długo

trwałe zaburzenia metiaDoiizmu serotoniny powstające w nie

dojrzałym mózgu po wielokrotnym podaniu pestycydu. 

Wcześniejsze badania prowadzone na zwierzętach dorosłych 

sugerują, że reakcja 5-HT na zatrucie związkami FO zmienia 

się w zależności od typu zatrucia. 

W zatruciach ostrych Prioux-Guyanneau i wsp. /1982/ 

obserwowali podwyższony poziom 5-HT i 5-HIAA w mózgu i suge

rowali, że towarzyszy temu wzrost obrot.u serotoniny. Po 

przewlekłym zatruciu Ali i wsp. /1979/ stwierdzili istotny 

spadek poziomu 5-HT oraz innych monoamin /dopaminy i nor

adrenaliny/. Podobne wyniki dotyczące dopaminy uzyskali 

Freed i wsp. /1976/, Sivam i wsp. /1983/ oraz Fernando i wsp. 

/1984/. Zaburzenia te probowano tłumaczyć /Sivam i wsp. 

1983, Fernando i wsp. 1984, Karczmar 1984/ reakcją kompen

sacyjną różnych układów neurotransmisyinych w odpowiedzi 
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na dysfunkcję układu eholinergicznego powstaiącą pod w p ł y 

wem działania związków FO. Taka interpretacja zmian wydane 

się jednak mało prawdopodobna szczególnie w odniesieniu dc 

przewlekłych zatruć, w których zaburzenia cholinergiczne są 

zbyt słabo wyrażone /Chippendale i wsp. 1972, Russel i wsp. 

1981, Sivam i wsp. 1983/ i nie mogą bezpośrednio odpowiadać 

za głębokie i długotrwałe zmiany w metabolizm.ie monoamin. 

Stężenia zarówno serotoniny jak i dopaminy w mózgu wzras

tają w zatruciach ostrych /Glisson i wsp. 1974 , Pricu>:-

Guyonneau i wsp. 1982/ i spadają przy zatruciach przewlek

łych /Freed i wsp. 1976, Ali i wsp. 1979/. Zaskakująca jest 

ta jednorodność reakcji niezależnie od funkcji jaką spełnia 

w OUN układ neurotransmisyjny reprezentowany przez daną mono 

aminę. 

Wyniki badań prowadzonych na królikach pozwalają przy

puszczać, że podłożem powyższych zaburzeń mogą być rozsiane 

uszkodzenia ultrastrukturalne tkanki nerwowej poprzedzone 

wieloma zmianami metabolicznymi, do których można zaliczyć 

wpływ związków FO na skład fosfolipidowy i białkowy błon 

biologicznych /Hokin, Hokin 1960, Michell 1975, Domenecn 

i wsp. 1977 , Hokin-lSieaverson 1977 , Michell i wsp. 1977, 

Antunes-Madeira, Madeira 1979, de Domenech i wsp. 1980, 

Maślińska i wsp. 19 84/. Aktywność wielu enzymów związanych 

między innymi z metabolizmem monoamin zależy od prawidłowego 

składu fosfolipidowego tych błon /Huang, Faulkner 19 81, 

Navarro-Welch, McCanley 19 82/. 
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Wielokrotna penetracja pestycydów FO do ustroju wywołuje 

powtarzające się epizody pobudzenia układu cholinergicznego, 

wyrażające się między innymi zaburzeniami krążeniowo-odde-

chowymi o różnym stopniu nasilenia. Powstaje więc koniecz

ność zastanowienia się nad ewentualnym wpływem niedotlenie

nia na obserwowane w zatruciu dichlorfosem zaburzenia meta

bolizmu serotoniny. Wpływ hypoksji i asfiksji na metabolizm 

monoamin w mózgu podczas rozwoju był przedmiotem szeregu 

publikacji /Hedner, Lundborg 1977, Hedner i wsp. 1977, 1978, 

Hedner 1978/. Zamieszczone tam wyniki były wyraźnie zbieżne 

z tymi jakie otrzymano badając króliki zatrute dichlorfosem. 

Również w niedotlenieniu główne zmiany dotyczyły aktywności 

hydroksylazy tryptofanowej /Hedner, Lundberg 19 80 a, b/. 

Ostra hypoksja wywołała u szczurów spadek aktywności enzymu 

niezależnie od wieku /Davis, Carlsson 1973 a, b, Davis 1975, 

Hedner, Lundborg 1977, Hedner i wsp. 1977, 1978/. Prawidłowa 

funkcja hydroksylazy tryptofanowej związana ściśle z dostawą 

tlenu cząsteczkowego /Davis i wsp. 1973/ ulegała zaburzeniu 

w warunkach narastającego niedotlenienia /Hedner 1978/. 

Dotyczyło to również aktywności oksydazy monoaminowej /Davis, 

Carlsson 1973 b/. Wzrastało stężenie tryptofanu w mózgu 

/Davis, Carlsson 1973 a, Hedner i wsp. 1977/ ale stężenie 

serotoniny nie ulegało zmianie. Długotrwałe niedotlenienia 

prowadziły ponadto do uszkodzenia tkanki nerwowej /Myers 

1972/ i niedożywienia organizmu /Simon, Volicer 1976, 

Vannuci, Duffy 1976/. Przedstawione obserwacje pozwalają 
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przypuszczać, ze nieao-ci.enienie może miec istorne znaczenie 

dla patomechanizmu zmian powstających podczas przewlekłych 

zatruć pestycydami FO. 

Do zaburzeń, które mogą wpływać na metabolizm serorcniny 

w mózgu należą również niedobory pokarmowe i związane z nimi 

niedożywienie organizmu, które spotykano u zwierząt zatru

tych pestycydami /Weil, McColister 1963/. / 

W niedożywieniu wywołanym jedynie niedostateczną podażą 

białka stwierdzono co prawda wzrost steżenia tryptofanu 

w mózgu /Miller i wsp. 1977/ ale towarzyszył mu również 

wzrost poziomu 5-HT i 5-HIAA /Stern i wsp. 1975, Hisatoni, 

Nijyama 1980, Resnick, Morgane 1984/. Wydaje się więc, że 

niedożywienie królików po zatruciu dichlorfosem nie mdalc 

istotnego wpływu na obserwowane V7 obecnei pracy zmiany meta

bolizmu serotoniny. 

Badania morfologiczne 

Otrzymane wyniki wskazują, że dichlorfos uszkadza tkankę 

nerwową podobnie jak inne substancje należące do grupy neurc-

toksycznych związków FO. Wszystkie one wykazują wspólną cechę 

budowy chemicznej. Zawierają w pozycji i R2 g^^py alkilowe, 

które uwalniane są do środowiska po zablokowaniu centrurri 

aktywnego enzymu. Istnieją przypuszczenia, że reakcja dealki-

lacji uruchamia w ustroju cykl przemian, które prowadzą do 

uszkodzenia tkanki /Caroldi, Lotti 1982, Johnson 1982/. 
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Dichlorfos posiada w swej cząsteczce grupy metylowe, speł

nia więc warunki stawiane substancji neurotoksycznej. 

Badanie morfologiczne mózgów po podaniu dichlorfosu 

/Zelman, 1977, Zelman, Majdecki 1979/ jak i innych substancji 

FO /Barnes, Danz 1953, Prineas 1969, Johnson 1975, 1982, 

Bouldin, Cavanagh 1979 a, b, Vasilescu 1979, Abou-Donia 1981/ 

podkreślają istnienie różnic wrażliwości zależnych od gatun

ku zwierząt i okresu rozwoju OUN. W obecnej pracy dichlorfos 

podany młodym królikom wywoływał szeroką gamę zmian uitra-

strukturalnych w mózgu. Podobnie jak przy zatruciach innymi 

związkami FO największe nasilenie uszkodzeń obserwowano 

w obwodowych częściach neuronu. Zmiany w aKsonacn polegały, 

zgodnie z obserwacjami innych autorów /Le Vay i wsp. 1971/, 

na gromadzeniu się znacznych ilości włókienek sródDlazma-

tycznych /neurofilamentów/ w aksoplazmie włókna. Nasilenie 

tych zmian było u królików tak duże, że przekształcało akson 

w ciemną, zbitą masę. Drugi rodzaj uszkodzeń włókna nerwo

wego polegał na powstawaniu w aksoplazmie dużych, elektro-

nowo-pustych wakuoli. Częśó z nich pochodziła prawdopodob

nie z uszkodzonych mitochondriów. Akson ulegał wybitnemu 

zniekształceniu. Ten typ zmian nie był dotychczas opisywany. 

Na udział wakuoli w uszkodzeniu aksonów zwróciła wcześniej 

uwagę Veronesi /19 84/. Jej zdaniem patomechanizm zmian miał 

polegać na ucisku aksonu przez wakuolę tworzącą się między 

nim a osłonką mielinową. 
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Jeżeli przyjąć, że gromadzenie się neurofilamentów jesx 

wynikiem zaburzenia przepływu aksoplazmy /Le Vay i wsp. 

1971/ to dwa rodzaje uszkodzeń aksonów występujące u króli

ków, można uznać za obraz zmian na różnych'poziomach tecc 

samego włókna nerwowego. 

Struktura osłonek mielinowych, otaczających często bardzo 

uszkodzone aksony, była dobrze zachowana, wskazując, że pro

ces chorobowy- dotyczył pierwotnie włókna osiowego. 

Nasilenie zmian w zakończeniach nerwowych u królików pc 

zatruciu dichlorfosem było zdecydowanie większe niż opisywa

ne wcześniej u dorosłych zwierząt w zatruciu TOCP /Ahmed 

1970/. Ciemne, duże konglomeraty degenerujących prawdopodob

nie pęcherzyków synaptycznych oraz liczne ciała gęste wypeł

niające znaczne przestrzenie zakończeń nerivowych spotykane 

często w badanych okolicach mózgu /okolica szwu w śródmczgc-

wiu i pniu/. Uzupełnieniem obrazu zmian były uszkodzone miro 

chondria i wielokształtne kanały - wakuole w postsynaptyczne 

części zakończenia nerwowego. Poszczególne elementy wyże^ 

podanych zmian nie są charakterystyczne wyłącznie dla zatruć 

związkami FO i spotykano je również w synapsach podczas róż

nych stanów patologicznych /Glees, Miller 1964, Blackspad 

i wsp. 1965, Roizin, Schade 1968/. 

Zmiany wywołane przez dichlorfos w perykarionach komórek 

nerwowych były umiarkowane. Znacznie większe opisywano 

wcześniej u dorosłych zwierząt po zatruciu różnymi związkami 

FO /Ahmed, Glees 1977, Spoerri, Glees 1979, 1980/. Sądzono 

http://rcin.org.pl



- 98 -

wówczas, że zmiany w perykarionach miały u tych zwierząt 

charakter objawowy i były wyrazem reakcji komórki na uszko

dzenie jej aksonu /Le Vay i wsp. 1971, Aldskogius 197 8, 

Spoerri, Glees 1979, 1980/. 

W obecnej pracy zaawansowane zmiany w aksonach kontras

towały z niewielkimi zmianami w perykarionach. Biora,c pod 

uwagę obecność w tkance licznych ciemnych prawdopoaobnie 

nieodwracalnie zmienionych komórek można przyjąć, że część 

z nich to perykariony ciężko uszkodzonych aksonów. Niedoj

rzałe, młode komórki nerwowe odpowiadają słąbą reakcją rege

neracyjną na uszkodzenie aksonu /Hess 1956, 1957, La Velle, 

La Velle 1958 a, b/. Ciężkie uszkodzenia włókna nerwowego 

w pobliżu perykarionu kończą się częściej śmiercią niż rege

neracją neuronu /Cragg 1970, Lieberman 1974, Henry 1975 a, b, 

Banlae, Meininger 19 83/. Obserwacje te mogą tłumaczyć obec

ność licznych ciemnych neuronów w mózgach 16 dniowych króli

ków. Oprócz komórek ciemnych spotykano w tkance również 

obumarłe komórki. Sporadycznie, tego typu komórki występo

wały również w grupie 30 dniowych zwierząt kontrolnych. 

3yły to prawdopodobnie komórki, które po okresie intensyw

nego rozwoju danej okolicy mózgu ulegały z różnych przyczyn 

fizjologicznej eliminacji /Jacobson 1970, Aguayo i wsp. 

1973, Ronnevi) Conradi 19 74, Weiss, Pysh 19 78/. Umiarkowane 

zmiany w perykarionach odpowiadałyby aksonom nieznacznie 

dotkniętym przez dichlorfos. Nie można też wykluczyć, że 

zmiany te są bezpośrednią reakcją organelli subkomórkowych 
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na toksyczne działanie pestycydu. Gromadzenie się dużej 

ilości ciemnych, wydłużonych mitochondriów uważano za naj-

wcześniejszą reakcję komórki na trujące działanie związku 

FO /Ahmed, Glees 1968, Ahmed 1970, 1971, 1973 a, b, Spoerr^, 

Glees 19 79/. Sugerowano, że tak zm.ienione mitochondria pod

legały dalszemu zwyrodnieniu przekształcając się ostatecznie 

w duże, elektronowo-puste wakuole. W badaniach własnych 

obserwowano w mitochondriach wszystkie formy opisywanycr. 

zmian. Były one najbardziej widoczne w uszkodzonych aKsonach. 

W wielu miejscach badanej tkanki obiektywna ocena stopnia 

uszkodzenia tych mitochondriów była trudna, ponieważ ulegają 

one łatwo zmianom artefaktycznym /np. w procesie utrwalania/ 

i czynnościowym nie związanym z procesem patologicznym. 

Wielokrotnie podkreślano, że istnieje ścisły związek 

między zaburzonym metabolizmem mitochondrialnym a tworzenie" 

się lipofuscyny w tkance /Colcolough i wsp. 1972, Hasan, 

Glees 1972, Glees i wsp. 1974, Gopinath, Glees 1974, Glees 

1975, Prentice, Roberts 19 83/. Lipofuscyna jest substancią 

występującą w tkance nerwowej zdrowych zwierząt a ilość lej 

wzrasta wraz z wiekiem /Gopinath, Glees 1974, Glees 1975, . 

W młodej, rozwijającej się tkance nerwowej lipofuscyna poja

wia się sporadycznie. Gromadzenie się tej substancji po poda

niu dichlorfosu królikom w okresie rozwoju mózgu można uznać 

za objaw zaburzonego metabolizmu komórki. Podobne znaczenie 

miały prawdopodobnie zmiany występujące w jądrach komórkowych. 

Ogniskowe przejaśnienia karioplazmy, błoniaste i rozgałęzione 
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twory występujące w obrębie jądra były opisywane w wielu 

stanach patologicznych /Field 1968, Tani i wsp. 1971, 

Bartel i wsp. 1981, Kroh, Cervos-Navarro 1983, Kroh 1984/ 

oraz u zwierząt zdrowych w okresach pobudzenia lub przestro

jenia metabolizmu jądra /Field, Peat 1971, Seite i wsp. 

1977, David, Nathaniel 1978/. Zmiany w jądrach mogły być 

wywołane również przez bezpośrednie alkilujące działanie 

dichlorfosu na strukturę cząsteczki DNA /Lofroth 1970, 

Lawley i wsp. 19 7 4/. 

Z przeprowadzonych badań wynika, że zaawansowany obraz 

zmian w mózgach po zatruciu związkiem FO może występować 

niezależnie od uszkodzeń w nerwach obwodowych. Wielodniowe 

podawanie dichlorfosu nie uszkadzało bowiem obwodowego układu 

nerwowego. Wypływa stąd wniosek, że lokalizacja zmian w 

tkance może zależeć od rodzaju zatrucia /ostre lub przew

lekłe/ rozwijającego się w organizmie narażonym na działa

nie toksycznej substancji. 

Charakterystyczną cechą encefalopatii toksycznych wydaje 

się być występowanie największego nasilenia zmian w dolnych 

piętrach ośrodkowego układu nerwowego. Taką lokalizację 

uszkodzeń obserwowano po zatiruciu dichlorfosem /Dąmbska 

i wsp. 1981, Dąmbska, Maślińska 1982 a, wyniki obecnej pracy/, 

kolchicyną /Klatzo i wsp. 1965 , Wiśniewski, Terry 1967,^, 
Si 

aluminium /Wiśniewski i wsp. 1966, 1967/ a nawet po podaniu 

winkrysryny /Maślińska, Tubylewicz 19 86, Tubylewicz, 

Maślińska 1986/. Zmiany w rdzeniu kręgowym, pniu mózgu 
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i śródmózgowiu spotyka się w -uakicn przypadKacn zarówno 

podczas rozwoju mózgu "jak i po jego zakończeniu. Wysrępowa-

nie uszkodzeń w tych miejscach OUN jest wiec niezależne cd 

sropnia dojrzałości tkanki nerwowej. 

l 
P o d s u m o w a n i e  

Dotychczasowy brak informacji o skutkach przewlekłego 

działania pestycydów na mózg w okresie intensywnego doirze-

wania, wiąże się prawdopodobnie z uciążliwością i pracochłon

nością badań prowadzonych w dynamicznym układzie zmian roz

wojowych. Wszystkie wyniki uzyskiwane w tym modelu doświad

czalnym wymagają analizowania zmian wywołanych przez pestycyd 

w odniesieniu do postępujących w mózgu zmian rozwoiowych. 

W obecnej pracy, przy użyciu kompleksov;ych badan przedsta

wiono nie tylko bezpośrednie skutki działania dichlcrfos-

na rozwijający się mózg ale również dynamiKę procesu normali

zacji powstałych zaburzeń. Pozwoliło to na stwierdzenie, ze 

szereg obserwowanych zmian ma charakter odwracalny. Pewna 

rozbieżność wystąpiła między wynikami oznaczeń ilościowych 

a obrazem uszkodzeń tkankowych. Normalizujące się wskaźniki 

biochemiczne nie szły bowiem w parze z postępującymi zmianam.i 

degeneracyjnymi w mózgu. Ustępowanie niewielkich zmian obrzę

kowych obecnych w tkance trudno uznać za dostateczną podstawę 

do cofania się zmian ilościowych. 
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Ustalenie związków przyczynowych między niską aktywnoś

cią acetylocholinoesterazy, zaburzeniami metabolizmu sero-

toniny i uszkodzeniami ultrastruktury tkanki nerwowej nie 

jest możliwe na obecnym etapie badań. Nie można jednak wy

kluczyć, że zmiany metaboliczne inicjują proces uszkodzeń 

strukturalnych, które rozwijają się dalej niezależnie od 

normalizacji wskaźników biochemicznych. 

W dotychczasowej literaturze patomechanizm zmian powsta

jących w mózgu pod wpływem związków FO budził wiele kontro

wersji. Pogląd, że związki FO wywołują przede wszystkim za

burzenia w układzie cholinergicznym a wszystkie pozostałe 

z.Tiiany są reaKcją kompensacyjną lub konsekwencją dysfunkcji 

-ago uKładu /Sivam i wsp. 19 83, Fernando i wsp. 1984, 

:'arc2rr;ar 19 84/ wymaga weryfikacji. 

Pr.-:2Dieg przewlekłych zatruć, w których brak zaburzeń 

cholinergicznych /Chippendale i wsp. 1972, Russel i wsp. 

1981/ a na plan pierwszy wysuwają się zaburzenia innych ukła

dów neurorransmisyjnych nasunął przypuszczenie, że związki 

FO działają wieloogniskowo i zaburzają równocześnie metabo

lizm wielu neurotransmiterów w mózgu /Dun, Karczmar 1984, 

Karczmar 1984/. Te dwa pozornie sprzeczne poglądy zbliża 

cykl badań prowadzonych w ostatnich latach z za

kresu neuroanatomii /Albanese, Butcher 1979, Bolam i wsp. 

1984/, biochemii /Hollunger, Nicklasson 1973, Silver 1974, 

Yaksh i wsp. 1975, Chubb i wsp. 1980, Massoulie, Bon 1982, 

Greenfield i wsp, 1983 a, Rotundo 1984/, farmakologii 
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/Graybiel i wsp. 1981, Greenfield i wsp. 1983 b, Greenfield, 

Weston 1984/, neurofizjologii /Greenfield i wsp. 1981/ i za

chowania się zwierząt /Greenfield i wsp. 1984/ nad lokali

zacją i funkcją AChE w mózgu. Wynika z nich, że udział ACiiZ 

w hydrolizie acetylocholiny jest jedną ale wbrew dotychcza

sowej opinii nie jedyną rolą jaką enzym ten odgrywa w mózgu. 

Związki FO blokując aktywność AChE mogą zaburzyć jedno

cześnie wszystkie szlaki metaboliczne, w których enz\TTi ten 

bierze udział, a więc działać wieloogniskowo. 

Również rozległy charakter zmian biochemiczno-morfologicz-

nych obserwowany w obecnych badaniach trudno jest wytłumaczyć 

znanymi mechanizmami działania związków FO. Można sądzić, że 

w miarę dalszego doskonalenia metod badawczych możliwe będzie 

pełniejsze poznanie wszystkich zjawisk zachodzących w ustroiu 

pod wpływem substancji FO a szczególnie ustalić ich sekv;Gncią 

Jest to tym bardziej istotne, że jak wynika z obecne" 

pracy pozorna dobra tolerancja tych substancji nie chroni 

organizmu przed poważnymi i długotrwałymi zaburzeniami, które 

mogą rzutować na jego rozwói osoDniczy. 
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WNIOSKI 

1. Wielokrotne dawki pestycydu FO są pozornie dobrze 

tolerowane przez króliki. 

2. W mózgu występuje głęboki spadek aktywności 

acetylocholinoesterazy. 

3. Metabolizm serotoniny w mózgu ulega zaburzeniu. 

4. W tkance OUN powstają rozsiane zmiany ultrastrukturalne 

dotyczące zarówno komórek nerwowych jak i glejowych. 

5. Największe uszkodzenia powstają w obwodowych częściach 

neuronu /aksony, zakończenia nerwowe/. 

6. Większość obserwowanych zaburzeń metabolicznych ma 

charakter odwracalny a proces normalizacji jest 

stopniowy i powolny. 

. W obrazie morfologicznym jedynie zmiany obrzękowe mają 

charakter odwracalny. 

3. Przewlekłe działanie związków FO na mózg podczas 

intensywnego dojrzewania jego struktury i funkcji może 

zaburzyć rozwój osobniczy organizmu. 
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STRESZCZENIE 

Związki fosforoorganiczne /FO/ są silnymi truciznair:i 

biologicznymi. Jako pestycydy wykorzystywane są do zwalcza

nia szkodników roślinnych i zwierzęcych. Konieczność ich 

stosowania w różnych dziedzinach codziennego życia prowadzi 

do narastaiącego skażenia środowiska i zagraża zdrowiu ludzi. 

Kontakty z tym.i substancjami mogą wywołać zatrucia osrre 

i przewlekłe. Między obu typami zatruć istnieje wiele istot

nych różnic o charakterze nie tylko ilościowym. 

Związki FO są silnymi inhibitorami cholinoesteraz. Najbar

dziej gorźne dia organizmu lest nieodwracalne blokowanie 

przez te suDstancie aKtywnosci acetylocholinoesterazy /AChE 

- enzymu biorącego udział w Katabolizmie acetylocholiny. 

Zatrucia ostre pov;staia na skutek przedostania do organizm 

dużej dawki związku FO, który blokuje około 90% aktwności 

AChE. Pojawia3ą się wówczas typowe objawy silnego pobudzenia 

układu cholinergicznego a ciężkie zaburzenia oddechowo-krąże

niowe mogą być bezpośrednią przyczyną śmierci. 

Obraz kliniczny przewleKłych zatruć nie posiada cech 

charakterystycznych. Systematyczne przenikanie do organizmu 

niewielkich dawek pestycydów FO prowadzi do różnego rodzaju 

dysfunkcji ośrodkowego układu nerwowego, których etiologia 

jest trudna do ustalenia. 
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Wśród związków FO istnieje grupa substancji o silnych 

właściwościach neurotoksycznych. Zatrucia nimi wywołują 

uszkodzenie tkanki nerwowej. 

W mózgu, związki FO zaburzają funkcję nie tylko układu 

cholinergicznego ale również metabolizm innych neurotransmi-

terów, głównie serotoniny. 

Badania ostatnich lat wykazują, że serotonina ma istotny 

wpływ na rozwój układu nerwowego. Związki FO ze względu na 

swoje właściwości neurotoksyczne, zdolności blokowania AChE 

i zaburzanie poziomu serotoniny mogą stanowić duże zagroże

nie dla rozwijającej się tkanki nerwowej. Tkanka ta podczas 

intensywnego rozwoju mózgu jest bardzo wrażliwa na działanie 

szkodliwych czynników środowiskowych. 

U człowieka i niektórych gatunków zwierząt /królik/ inten

sywny rozwój mózgu przypada na początkowy okres życia po 

porodzie. 

Celem obecnej pracy była próba kompleksowej /biochemicznej, 

histochemicznej i morfologicznej/ oceny wpływu jednego z pow

szechnie stosowanych pestycydów FO - dichlorfosu na mózg 

królika w tym okresie rozwoju. 

3adania prowadzono na królikach rasy Nowozelandzkiej, 

które przez cały okres trwania doświadczenia pozostawały pod 

opieką matek. W badaniach wstępnych ustalono wartość dawek 

dichlorfosu, które wywoływały średnie nasilenie objawów 

zatrucia /wg arbitralnej skali ocen/. Następnie dawki te po

dawano królikom przez 10 kolejnych /od 6 do 15/ dni życia. 
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Dichlorfos /4-& mg/kg/ stosowano w roztworze oieiowyr. 

/I ml/kg/ per os. 

Materiał do badań biochemicznych i histochemicznych pobie

rano po 1 i 24 godzinach oraz po 3, 6^ 9, 12 i 15 dobach cć 

podani^ ostatniej dawki pestycydu. 

Zwierzęta dekapitowano a mózgi zamrażano w suchym lodzie 

w całości lub po wyizolowaniu określonych jego części /kora 

mózgu, hipokamp, zwoje podstawy, śródmózgowie, pień mózgu . 

Do badań morfologicznych mózgi pobierano w 16 i 30 dniu 

życia. Utrwalano je przez zanurzenie w 4% roztworze formaliny 

lub perfundowano zbuforowanym roztworem 2,5% paraformaldehydu 

z 1,5% aldehydem glutarowym. Do badań w mikroskopie świetlnym 

utrwaloną tkankę zatapiano w parafinie natomiast tkankę przez

naczoną do badań ultrastrukturalnych zatapiano w eponie. 

W pobranej tkance oznaczano: 1/ aktywność acetylochclir.c'-

esterazy /AChE/ metodą Ellmana i wsp. /1961/ oraz metodą 

Karnovsky'ego i Roots'a /1964/, 2/ steżenie tryptofanu -

metodą Escande /1978/, 3/ stężerhie serotoniny /5-hydroksy-

tryptaminy, 5-HT/ - metodą Curzona i wsp. /1981/, 4/ stęże

nie kwasu 5-hydroksyindolooctowego /5-HIAA/ - metodą Curzona 

i wsp. /1981/, 5/ aktywność hydroksylazy tryptofanowej -

metodą Carlsson'a i wsp. /1972/, 6/ aktywność oksydazy mono-

aminowej - metodą Bogdańskiego i wsp. /1957/ w modyfikacji 

Krami'a /1965/, Suzuki i wsp. /1978/, 7/ obrót serotoniny 

- metodą Cost'a i Neff'a /1970/, 8/ zawartość białka w tkance 

metodą Lowry i wsp. /19 51/. 
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Otrzymane wyniki opracowywano statystycznie posługując 

się testem t-Studenta. 

Zwierzęta pozornie dobrze tolerowały podawany pestycyd, 

obserwowano u nich jednak około 20% niedobór masy ciała. 

W mózgach dichlorfos blokował około 70% aktywności AChE. 

W badanych okolicach mózgu aktywność enzymu wynosiła 27-40% 

wartości kontrolnych. W badaniach histochemicznych najwyższą 

aktywność AChE wykazywały te struktury, które w normie były 

również najbogatsze w enzym. Po zakończeniu podawania 

dichlorfosu obserwowano odnowę AChE w mózgu. Mimo to przez 

cały okres prowadzonych badań aktywność enzymu pozostawała 

znamiennie niższa niż w kontroli. W niektórych ugrupowaniach 

komórkowych tempo odnowy enzymu było wyższe niż w pozostałych 

okolicach mózgu. Charakterystyczną cechą tego procesu było 

pojawienie się aktywności AChE początkowo w perykarionach 

komórek nerwowych a znacznie później w neuropilu. Mimo długo 

utrzymującej się w mózgu niskiej aktywności enzymu/AChE/nie 

obserwowano u królików objawów pobudzenia układu choliner-

gicznego. 

Wpływ dichlorfosu na metabolizm serotoniny wyrażał się 

spadkiem stężenia tej indoloaminy oraz jej głównego metabo

litu kwasu 5-hydroksyindolooctowego mimo znamiennego wzrostu 

poziomu substratu /tryptofan/ w OUN. Aktywność enzymów zwią-

zanych z metabolizn'em serotoniny /oksydazy monoaminowej 

i hydroksylazy tryptofanowej/ była obniżona, 

V^artość obrotu serotoniny spadała i wydłużał się czas 

trwania rego obrotu. 
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Wyniki badan prowadzonych podczas następnych dni życia 

zwierząt wskazywały na stopniową normalizacje obserwowanych 

zaburzeń. Po 6 dobach od podania ostatniej dawki dichlorfosu 

stężenie tryptofanii i kwasu 5-HIAA zbliżało sie do wartości 

prawidłowych,, po 9 dobach podobnie zachowywało się stężenie 

5-hydroksytryptofanu /aktywność hydroksylazy tryptofanowej/. 

Poziom serotoniny pozostawał znamiennie niższy od kontroli 

przez cały czas prowadzonych badań, natomiast aktywmość oKsy-

dazy monoaminowej tylko w pierwszej dobie po zakończeniu 

podawania dichlorfosu. 

Całość uzyskanych wyników wskazywała na złożony, wielo-

ogniskowy charakter zaburzeń metabolizmu serotoniny wywoła

nych podawaniem pestycydu. 

Podczas prowadzonych badań morfologicznych nie znalezione 

ogniskowych uszkodzeń tkanki nerwowej. Zmiany ultrastrukru-

ralne miały charakter zmian rozsianych i dotyczyły zarówno 

komórek nerwowych jak i glejowych. Największe nasilenie zmian 

obserwowano w obwodowych częściach neuronu /aksony, zakończe

nia nerwowe/. W aksonach gromadziły się bardzo liczne włó-

kienka śródplazmatyczne /neurofilamenty/, które stopniowo 

Drzekształcały aksoplazmę w zbitą, elektronowo-ciemną, włók

nistą masę. Inny typ zmian w aksonach polegał na tworzeniu 

się w aksoplazmie dużych elektronowo-pustych wakuoli. Uszko

dzony akson ulegał bardzo znacznym zniekształceniom. Osłonki 

mielinowe były zwykle dobrze zachowane. Wokół niektórych 

uszkodzonych aksonów pojawiały się jedynie miejscowe roz
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warstwienia blaszek osłonki. W zakończeniach nerwowych spo

tykano różne stadia zwyrodnienia kolbek presynaptycznych. 

Występowały w nich liczne ciała gęste. Pęcherzyki tworzyły 

skupiska i przekształcały się w elektronowo-ciemne konglo

meraty. W postsynaptycznych częściach . zakończeń nerwowych 

powstawały wielokształtne, elektronowo-puste kanały - wakuole 

W wielu wypustkach komórkowych gromadziły się złogi barw

nika /lipofuscyny/ i liczne ciała gęste. 

W perykarionach komórek nerwowych zmiany były niewielkie 

lub minimalne. Spotykano w nich opisywane wcześniej po zatru

ciach związkami FO, zmiany w mitochondriach, poszerzone 

kanały siatki śródplazmatycznej, ciała gęste i bardzo liczne 

wolne ribosomy. Jądra komórkowe miały często nieregularny 

kształt i zawierały wielokształtne twory zbudowane z gładkich 

lub ziarnistych błon. 

Dość liczną grupę stanowiły komórki nerwowe o ciemnej, 

ziarnistej cytoplazmie i nieregularnym jądrze. Liczne 

organelle tych komórek wtopione były w ciemną masę cytoplazmy 

Spotykano również komórki o daleko posuniętych zmianach 

zwyrodnieniowych, których przynależność do komórek glejowych 

lub nerwowych trudno było ocenić. Ściany naczyń krwionośnych 

nie ulegały zmianie. W grupie zwierząt 16 dniowych obserwo-

- v/ano obrzmienie wypustek naczyniowych astrocytów. Zmian tych 

nie spotykano w starszej grupie zwierząt /30 dniowych/. 

http://rcin.org.pl



-  I l l  

Przeprowadzone badania wykazały, że „łagodne zatrucie 

dichlorfosem prowadzi do spadku aktywności kilku waznycr. 

enzymów,, zaburzenia metabolizmu serotoniny i uszkoazenia 

ultrastruktury tkanki nerwowej. Tolerancja wielokrcrnych 

dawek dichlorfosu jest więc jedynie pozorna i wydaie się, 

że przewlekłe działanie związków FO na mózg podczas inten

sywnego dojrzewania jego struktury i funkcji może zaburzyć 

rozwój osobniczy organizmu. 

I 
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