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METMILHOTO (TOKCOTOHMH) Ha KyJAbTypy noukm o6espanni (Cercopithecus aethiops)

Cytotoxic Action of Diisopropyl Fluorophosphate (DFP) and
Bis-4-Hydroximino-Methyl-Pyridine-1-Methyl-(Toxogonin) on Kidney Cultures
of a Monkey (Cercopithecus aethiops)

Podstawowy patomechanizm toksycznego dzialania zwigzkoéw fosfo-
roorganicznych (ZF) na organizm zwierzecy polega na blokowaniu esteraz
a przede*wszystkim acetylocholinesterazy. Na skutek zablokowania ace-
tylocholinesterazy dochodzi do nagromadzenia endogennej acetylocholiny,
co daje zespél objawdw nikotynowych, muskarynowych oraz objawoéow ze
strony osrodkowego ukladu nerwowego.

Stosujac nowoczesne metody leczenia przy pomocy reaktywatoréw ace-
tylocholinesterazy, zwiazkoéw cholinolitycznych oraz ostaniajgcych osrod-
kowy uklad nerwowy mozemy zwiekszy¢ LD;, niektérych ZF ponad 50 ra-
zy. Powstaje wiec zagadnienie, czy uboczné dzialanie ZF nie stanie sie
problemem podstawowym w dalszym postepowaniu z zatrutymi, po zwal-
czeniu ostrej fazy wywolanej zatruciem endogenng acetylocholing. Przy
uzyciu hodowli komoérkowej jako modelu do$wiadczalnego mozemy nie
bra¢ pod uwage dzialania nagromadzonej acetylocholiny na uklad choli-
nergiczny, lecz mozemy bada¢ bezposrednie cytotoksyczne dzialanie ZF
oraz dzialanie reaktywatoré6w acetylocholinesterazy na metabolizm komor-
ki. Postanowiono zatem zbada¢, jaki wplyw wywiera DFP oraz tokso-
gonina na hodowle komoérkowe. :
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MATERIAL I METODY

Do doswiadczen uzyto komérkowej hodowli nerki malpy (Cercopithecus ae-
thiops). Hodowle prowadzono na szkielkach podstawowych w naczyniach Legroux.
Jako medium hodowlane stosowano piyn Parkera z 2% dodatkiem inaktywowanej
surowicy cielecej. Przeprowadzono 6 serii doSwiadczeh na 144 hodowlach, stosujgc
rézne dawki DFP i toksogoniny. Zastosowane dawki DFP i toksogoniny w poszcze-
gbélnych seriach do§wiadczen zestawiono w tab. 1. Po zatruciu hodowli obserwowano
dalszy ich rozwéj poréwnujac z rozwojem hodowli kontrolnych. R6wnocze$nie wy-
konano:

1) barwienie przyzyciowe przy pomocy czerwieni obojetnej oraz biekitu trypanu;

2) barwienie przy pomocy hematoksyliny oraz eozyny (H+E);

3) odczyn na esteraze nieswoista (octanu naftolu AS);

4) odczyn na fosfataze kwa$ng wg metody precypitacyjnej Gomoriego.

W 5 dniu po zatruciu zmieniono ptyn hodowlany.

Tab. 1. Cytotoksyczne dzialanie DFP oraz toksogoniny na komérkowg hodowle nerki

maipy
The cytotoxic action of DFP and toxogonin on the cellular culture of a monkey
kidney
Tokso- Doba od momentu zatrucia .
hoduwli u‘éﬁﬁl gonina Uwagi
ug/ml 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1— 36 — — OO00000O0O0O0 %

37— 40 0,3 — OO0 00000O0O0

47— 44 3,0 — OO0 000000O0C*

45— 48 10,0 — 00000 &+ £ % %

49— 56 30,0 — Oo0oO0Ox++ £+ + + +

57— 60 100,0 — + + 2z X
61— 64 300,0 —_ tT zz

65— 68 —_ 3,0 OO0 000000 %

69— 72 —_ 10,0 00000+ 1+ £

73— 76 — 30,0 OO0 + + £ 4+ + + . X
77— 80 — 100,0 + zz

81— 84 — 300,0 + zz

85— 88 0,3 3,0 OO0 000000+ %

89— 92 3,0 3,0 OO0 0000O0O0 + %

93— 96 10,0 3,0 O0000 % + + £+ %
97—104 30,0 3,0 0O0O0 £+ £+ + + + X
105—112 0,3 30,0 OO0+ 4+ ++ + + X
113—120 3,0 30,0 OO0 +x+ 4+ + + + + X
121—128 10,0 30,0 O+ x4+ + 4+ 4+ 4+ + + X
129—136 30,0 30,0 ++t++ 4+ 4+ 4+ 4+ + X
137—144 100,0 30,0 + zz

Objaénienie znakéw: O — wzrost prawidlowy, £ — nieznaczne zmiany degene-
racyjne, + — wyraZne zmiany degeneracyjne, zz — zupelne zniszczenie hodowli,
X — tylko nieliczne komérki w hodowli sa zywe.

Oznaczono §redni czas pojawienia si¢ zmian w poszczegblnych grupach hodowli.

Explanation to symbols: O — normal development, + — slight degenerative
changes, + — distinct degenerative changes, zz — complete destruction of culture,
X — only a few cells in the culture are alive.

The mean time of the appearance of changes in the individual culture groups
has been denoted.
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WYNIKI BADAN

Do do$wiadczen uzywano 5-dniowych komérkowych hodowli nerki mal-
py. Hodowle takie tworzyly na szkietkach podstawowych bardzo delikat-
ny bialy nalot. W 6 i 7 dniu prawie cala powierzchnia szkielek podstawo-
wych byla pokryta ‘przez komérki.

W obrazie mikroskopowym widoczne byly liczne komoérki o wrzecio-
nowatych ksztaltach (fibroblastopodobne) oraz komorki nablonkowe, wiréd
ktérych wystepowaly pojedyncze komorki olbrzymie o dwu lub kilku ja-
drach. Pomiedzy tymi komérkami widoczne byly nieliczne, mate komoérki
o ciemnym, pyknotycznym jadrze i ziarnistej, kwasochlonnej cytoplazmie
(ryc. 1 i 2). Dawaly one silne odczyny na fosfataze kwasna, zwlaszcza gdy
skupialy sie w wieksze konglomeraty. Byly to obumierajace komérki, nie-
zdolne do dalszego mnozenia sie.

Z biegiem dni malala liczba mnozgcych sie komorek, a przybywato ko-
moérek obumierajgcych. Widaé bylo réwniez coraz wyrazniejsze zmiany de-
generacyjne w komérkach zwigzanych z podtozem.

Podobnie przedstawial sie wzrost i wyglad hodowli zatrutych, do kto-
rych dodano 0,3 i 3,0 pg DFP/ml oraz 3,0 ug toks./ml. W preparatach bar-
wionych H+E nie widaé bylo uchwytnych réznic w stosunku do hodowli
kontrolnych. Réwniez nie bylo réznic w intensywnosci odezynow na fosfa-
taze kwasng. Natomiast odczyny na esteraze nieswoista byly zahamowane
nawet przy dawce 0,3 ug DFP/ml. W hodowlach, do ktérych dodawano
10,0 pg DFP/ml lub 10,0 ug toks./m], zmiany degeneracyjne pojawialy sie
nieco wczesniej niz w hodowlach kontrolnych, to jest miedzy 5 a 7 dniem
po zatruciu. W hodowlach z dodatkiem 30,0 pg DFP/ml nieznaczne zmiany
widoczne byly juz w czasie 4 doby, a wyrazne zmiany pojawily sie w cza-
sie 6 doby po zatruciu. W hodowlach z dodatkiem 30,0 pg toks./ml oraz
w hodowlach z dodatkiem 10,0 png DFP/ml+30 pg toks./ml nieznaczne
zmiany wystapily w czasie 3, a wyrazne w czasie 4 i 5 doby po zatruciu
(ryc. 3 i 4). W hodowlach z dodatkiem 30,0 ug DFP/ml+ 30,0 pg toks./m!
nieznaczne zmiany pojawily sie w czasie 1, a wyrazne w czasie 3 doby po
zatruciu.

We wszystkich pozostalych hodowlach, do ktérych podano wieksze daw-
ki badanych zwigzkéw (100,0 i 300,0 pg DFP lub toks./ml) wyrazne uszko-
dzenie komérek widoczne bylo w obrazie mikroskopowym juz w czasie 1
doby (ryc. 5), a bardzo znaczne uszkodzenie lub calkowite zniszczenie —
odklejenie hodowli od podioza w czasie 2 doby po zatruciu (ryc. 6). Zmia-
ny degeneracy jne polegaly na pojawianiu sie w cytoplazmie znacznej ilosci
wodniczek, wystgpowaniu w cytoplazmie komoérek silnie kwasochtonnych
ziarnistosci oraz rozpadzie tych komorek. Spostrzegano zmiany pyknotycz-
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ne lub tez kariorektyczny rozpad jader. W koncu dochodzilo do odkleja-
nia sie martwych komoérek od podloza.

Odczyny na fosfataze kwasng nasilaly sie w uszkodzonych komprkach.
W niektérych komérkach widoczne byly duze cytolisomy obejmujace
znaczne pola cytoplazmy. Przy badaniu przyzyciowym przy pomocy czer-
wieni obojetnej i blekitu trypanu znajdowano w hodowlach kontrolnych
ok. 60% komoérek, w ktorych byly widoczne czerwone ziarnistosci, a ktore
nie barwily sie blekitem trypanu. Okolo 20% komoérek zawieralo czerwo-
ne ziarnistoSci i réwnocze$nie barwilo sie blekitem trypanu oraz ponad
20% komorek barwilo sie intensywnie blekitem trypanu i nie zawieralo
czerwonych ziarnistosci. Po malych dwkach DFP oraz toksogoniny nie
bylo uchwytnych zmian ilo$ciowych w wystepowaniu poszczegélnych ro-
dzajow komérek. Po 10,0 ug DFP/ml oraz takiej samej dawce toksogoniny
zwiekszyla sie nieco ilo$é¢ komodrek barwigcych sie biekitem trypanu i za-
wierajacych czerwone ziarnistosci. Po 30,0 pg DFP/ml oraz toksogoniny po
1 dobie zwiekszyla sie ilo§¢ komoérek barwigcych sie oboma barwnikami,
w nastepnych dobach za$ prawie wszystkie komérki barwily sie blekitem
trypanu, a po 10 dobach tylko pojedyncze komdrki zawieraly zabarwione
na czerwono ziarnistosci (komoérki, ktére przezyly zatrucie). Po zatruciu
duzymi dawkami DFP lub toksogoniny, tj. 100,0 i 300,0 pg/ml juz w czasie
1 doby prawie wszystkie komoérki barwity sie blekitem trypanu, a w czasie
nastepnej doby nie znaleziono komérek (zywych) zawierajagcych czerwone
ziarnistoéci.

DYSKUSJA

Dawki DFP, ktére byly uzyte w do$wiadczeniu, z wyjatkiem dawki
0,3 ng/ml po przeliczeniu na 1 kg c.c. przekraczajg nieraz wielokrotnie
dawki $miertelne dla ludzi i zwierzat. Jak wynika z obserwacji catego sze-
regu zatrutych hodowli nerki malpy, objawy uszkodzenia komérek poja-
wily sie przy stezeniu DFP powyzej 30,0 ug/ml, a zawsze dochodzilo do
zniszczenia hodowli przy stezeniu DFP wiekszym niz 100,0 ng/ml.

Nalezaloby zastanowi¢ sie, czy jest celowe przeprowadzanie do§wiad-
czen, w ktorych uzywa sie¢ dawek zawsze doprowadzajacych do $mierci
organizmu i to tak szybko, ze nie zdaig wytworzy¢ sie zmiany w narzg-
dach przed $miercig organizmu, a tym samym nie moze byé¢ mowy o cy-
totoksycznym dzialaniu badanej trucizny. Nowoczesne metody leczenia
za pomocy zwigzkow cholinolitycznych oraz bardzo skutecznych reakty-
watoréw esteraz cholinowych, a takze lekéw dzialajacych na osrodkowy
ukiad nerwowy pozwalajg jednak na utrzymanie przy zyciu zatrutych
dawkami przekraczajagcymi wielokrotnie dawki émiertelne. Badania wigc
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prowadzone nad dzialaniem tak wysokich dawek zwigzkéw ZF sg uzasad-
nione. W tej sytuacji nalezy postawié¢ pytania: jakie dzialanie cytotoksycz-
ne wywierajg na organizm ZF w tak wysokim stezeniu oraz czy Srodki
uzywane przy leczeniu zatru¢ nie wykazg rowniez dzialania cytotoksycz-
nego.

Wyniki przprowadzonych badan w znacznym stopniu odpowiadaja na
te pytania. Z tym jednak zastrzezeniem, Ze nie wszystkie zjawiska ob-
serwowane in vitro mozna przenie§¢ do patologii zatrutego zwierzecia.
Badania wielu autoréw nad cytotoksycznym dzialaniem ZF wykazaly, ze
zwiazki te powodujg uszkodzenie miesnia sercowego oraz osrodkowego
ukladu nerwowego, przy czym reaktywatory acetylocholinesterazy zwiek-
szajg stopien uszkodzenia tych narzadéw (2). Obserwowano réwniez zmia-
ny iloSciowe elementéw morfotycznych krwi u pséw po ostrym zatruciu
ZF (8). Poprzez blokowanie wielu enzymdw poza esterazami cholinowy-
mi (miedzy innymi enzyméw oddechowych, lipazy trojglicerydowej, aldo-
lazy i innych) uszkadzajg metabolizm komérkowy (1, 3, 7, 6, 9, 10).
ZF wplywajg takze na zuzycie tlenu przez tkanki szczura in vitro (11),
a takze uszkadzajg hodowle embrionu ludzkiego (4). Opisano immunogen-
ne oraz teratogenne dzialanie ZF (12).

Jezeli pominiemy dzialanie DFP jako inhibitora acetylocholinesterazy,
to dzialanie cytotoksyczne tego zwigzku, zresztg jak i cytotoksyczne dzia-
tanie toksogoniny, jest tylko nieznacznie wigksze od cytotoksycznego dzia-
lania np. siarczanu miedzi (CuSO,), ktérego dawka $miertelna dla czlowie-
ka wynosi ok. 10,0 g, jest wiec wielokrotnie wigksza od dawki $miertelnej
DFP. A jak wykazaly badania Mauersberger i Zorna, dawka
CuSO,, ktéra powoduje zupelne zniszczenie hodowli komérkowej embrio-
nalnego pluca ludzkiego lub watroby przy dzialaniu przez 24 godz., wy-
nosi 100,0—140,0 pg/ml (5). Nalezaloby wiec w stosunku do toksycznego
dzialania DFP i calego szeregu innych zwigzkéw ZF stosowaé¢ dwa kry-
teria. Jedno kryterium — odnoszace si¢ do dzialania poprzez blokowanie
acetylocholinesterazy i zatrucie organizmu acetylocholing. Drugie kry-
terium — odnoszace sie do dzialania cytotoksycznego ZF (po zwalczeniu
zatrucia acetylocholing). W miare udoskonalania metod leczenia ten drugi
aspekt zagadnienia moze staé¢ sie¢ podstawowym.

Wnioski

1. DFP w stezeniu 30,0 pg/ml powoduje uszkodzenie hodowli nerki
malpy, a w stezeniu 100,0 pg/ml zawsze jej zniszczenie.

2. Toksogonina nie dziala ochronnie na hodowle nerki malpy, przy
zatruciu DFP,
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3. Dzialanie cytotoksyczne toksogoniny na hodowle nerki malpy jest
podobne, a nawet silniejsze od cytotoksycznego dzialania DFP.

4. Dlugoé¢ okresu od chwili zatrucia do momentu wystapienia zmian
w komérkach hodowli zalezy od wielkosci zastosowanej dawki i jest w
stosunku do niej odwrotnie proporcjonalna.
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OBJASNIENIA RYCIN

Rye. 1. Hodowla kontrolna nr 1. Barwienie H+E, powiekszenie ok. 200X. Gesto
ulozone komérki wrzecionowate (fibroblastopodobne) oraz komoérki nablonkowe, po-
jedyncze mate komoérki o pyknotycznych jadrach.

Rye. 2. Hodowla kontrolna nr 1. Barwienie H+E, powigkszenie ok. 400X, Wie-
kszo§¢é komébrek o wyraZnie zarysowanych granicach, owalnych, duzych jadrach,
pojedyncze komoérki mate o pyknotycznych, ciemnych jgdrach.

Ryc. 3. Hodowla nr 73. Barwienie H+E, powiekszenie ok. 400 X. W cytoplazmie
pcjawiajg sie wodniczki, niektére jadra ulegajg kariolizie.

Ryc. 4. Hodowla nr 121. Barwienie H+E, powiekszenie ok. 400X. Cze§é komoérek
o zachowanych ksztaltach, grupa komoérek w stanie martwicy cze§ciowo odklejonych
od podloza.

Ryc. 5. Hodowla nr 60. Barwienie H+E, powiekszenie ok. 400 X. W cytoplazmie
komoérek bardzo liczne wodniczki, wiele jader pyknotycznych, niektére komoérki
odklejaja sie od podtoza.

Ryc. 6. Hodowla nr 140. Barwienie H+E, powiekszenie ok. 400X. Hodowla pra-
wie calkowicie zniszczona, wiekszo§é komoérek martwych, odklejonych od podloza.
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PE3IOME

Ha 144 xyabTypax Mouku obe3psAHBI mccinegoBaHo Bamauue JPII u TOKCOroHmMHa
Ha KaeTky in vitro., Kouuenrpauusa JPII uuxe 10,0 ur/Ma1 He NpOABIAJTA 3aMETHOTO
UMTOTOKCHUUECKOTO HAEMCTBMA, Mpy KOHNeHTpauum 30,0 ur/Ma BBICTyIIAeT INOBpexAe-
HMe, a Tpu KOHueHTpaumyu 100,0 pur/Ma HacTynano NHOJHOE YHUYTOXKEHME KYJBTYPHL
TOKCOrOHMH He ABJIAETCA NPEAOXPAHUTEJBHbIM CPENCTBOM XJA KYyJbTYpP OTpaBJeH-
ubix JPII, a ero LMUTOTOKCHMMECKOE JelMCTBME CUIbHEE IUTOTOKCUYECKOrQ0 JeliCTBUA
Jif)u

SUMMARY

The influence of DFP and toxogonin on 144 kidney cultures of a monkey was
examined. The concentrations of DFP below 10,0 pg/ml do not show any marked
cytotoxic action; at a concentration of 30,0 pg/ml the culture is partially destroyed,
whereas at a concentration of 100, ug/ml the culture is completely destroyed. Toxo-
gonin does not protect the cultures poisoned by DFP; its cytotoxic action is slightly
stronger than the cytotoxic action of DFP.

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Control culture No. 1. H+E staining, magn. ca 200X. Densely placed
fusiform cells (fibroblast like) and epithelial cells, single small cells with pyknotic
nuclei.

Fig. 2. Control culture No. 1. H+E staining, magn. ca 400X. Most of the cells
have distinctly outlined boarders, oval, large nuclei, single small cells with pyknotic
dark nuclei.

Fig. 3. Culture No. 73. H+E staining, magn. ca 400X. Vacuoles appear in the
cytoplasm some of the nuclei undergo karyolysis.

Fig. 4. Culture No. 121. H+E staining, magn. 400X. Part of the cells have pre-
served shapes, a group of cells in the state of necrosis partly ablated from the base.

Fig. 5. Culture No. 60. H+E staining, magn. 400X. In the cytoplasm there are
numerous vacuoles, many pyknotic nuclei, some of the cells are becoming ablated
from the base.

Fig. 6. Culture No. 140. H+E staining, magn. ca 400X. The culture is nearly
completely destroyed, most of the dead cells are ablated from the base.
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