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ABSTRACT. Neuroimmunomodulatory effect of highly toxic organophosphorus compound on
the development of Trichinella spiralis infection. The highly toxic organophosphorus compound
(isopropylmethylphosphonofluoridate — IMPF) belonging to the group of the so called toxic of war-
fare agents can impair immune effector mechanisms determining the development of parasitic infec-
tion. Preliminary studies have demonstrated that IMPF delays elimination of adults Trichinella spiralis
forms from the intestine of C57B1/6 mice and B6C3F1 hybrids. Besides, the studied compound mod-
ifies the proliferative activity of T-cells in the above mentioned mice and reduces the production of
anti-SRBC antibodies in C57B1/6 strain. The mechanisms are discussed of the organophosphorus com-
pound effect on neuroimmunological processes connected with antiparasitic immunity, paying atten-
tion also to the function of these processes by the parasitic infection itself, in host-parasite relation-
ship. The probability is also considered of increased sensitivity to Leishmania infection in humans poi-
soned with IMPF and/or other organophosphorus compounds.

Key words: isopropylmethylphosphonofluoridate, Leishmania Spp. neuroimmunomodulation,
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Zwigzki fosforoorganiczne s szeroko rozpowszechnionymi substancjami, WYy-
stepujacymi w otoczeniu czlowieka (Descates 1988, Brzeziriski 1994). Sg one sze-
roko stosowane nie tylko w rolnictwie (insektycydy, herbicydy), ale réwniez
W przemysle, weterynarii i medycynie. Grupa zwigzkéw fosforoorganicznych jest
bardzo zréznicowana pod wzgledem toksycznosci i obejmuje réwniez jedne z naj-
silniejszych trucizn zaliczanych do tzw. Bojowych srodkéw trujacych (BST), np.:
sarin, soman, tabun i VX. Mechanizm ich dziatania polega na unieczynnianiu cho-
linoesteraz. Juz bardzo mate dawki tych zwigzkéw wywotuja ciezkie zatrucia kli-
niczne z zespolem objawéw muskaryno-i nikotyno-podobnych oraz z objawami ze
strony osrodkowego uktadu nerwowego (Kowalczyk 2002). W przeciwieristwie do
dos¢ obszernej wiedzy na temat neurotoksycznego dziatania tych zw13zkOw, znajo-
mos¢ ich wiasciwosci immunotoksycznych jest nadal bardzo skapa.

Ostatnio ukazalo si¢ kilka prac, dotyczacych zaburzen odpornosciowych, WYWO-
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tywanych przez ester izopropylowy kwasu metylofluorofosfonowego (isopropyl-
methylphosphonofluoridate — IMPF; sarin) (Kassa i wsp. 2001, 2003; Kalra 1 wsp.
2002). Wyniki badar przedstawione w tych pracach wskazuja, ze IMPF dziata za-
réwno na niektore parametry odpornosci nieswoistej jak 1 swoistej.

OdpowiedZ immunologiczna jest regulowana nie tylko przez antygeny, ale zZnaj-
duje sie takze pod wptywem uktadu endokrynnego i nerwowego. Uktady odporno-
Sciowy i neuroendokrynowy sg elementami skomplikowanej siec regulacyjnej,
w ktorej wystepuje dwukierunkowa komunikacja poprzez wspolne neuroprzekazni-
ki, cytokiny i receptory (Lutz i wsp. 2001). W zwiagzku z tym substancje dziatajace
toksycznie na uktad nerwowy moga réwniez modulowac odpowiedz immunolo-
giczng. Jednoczesnie wiadomo, ze funkcjg uktadu immunologicznego jest obrona
przeciw patogenom zewnetrznym (wirusy, bakterie, pasozyty) oraz przeciwdziala-
nie powstawaniu nOWOtworow.

W ostatnich latach ukazaly sie opracowania sugerujace m.in. wystgpowanie za-
leznosci miedzy wzrostem wrazliwosci na infekcje a zatruciem IMPF vlub Innymi
zwigzkami fosforoorganicznymi u ludzi. Dotyczy to gléwnie tzw. Syndromu Woj-
ny w Zatoce (Gulf War Syndrom) oraz skutkow ataku terrorystycznego w Japonii
(1994 r.) (IOM 1995, Kamimura i wsp. 1998, Nakajima i wsp. 1999, Conn 1 wsp.
2002, Henderson i wsp. 2002, Kalra i wsp. 2002). W dostepne;j literaturze Swiato-
wej nie znaleziono prac dotyczgcych badan rozwoju infekcji pasozytniczej u ZWie-
rzat doswiadczalnych po ostrym zatruciu IMPF.

Wstepne badania przeprowadzone na myszach C57BL/6, C3H 1 mieszancach
B6C3F1 po ostrym zatruciu IMPF wykazuja wzrost wrazliwosci na rozwoj infekcji
Trichinella spiralis. Ogélnie stwierdzono, ze szybkos¢ eliminacji dojrzatych wiosni
z jelita myszy jest wolniejsza po uprzednim podaniu IMPF (Bany 1 wsp. 2002).
Zwiazek ten powodowat jednoczesnie zahamowanie aktywnosci acetylocholinoe-
sterazy, wieksze u myszy C57BL/6, niz u mieszaricow B6C3F . Stopien zahamo-
wania aktywnosci tego enzymu jest jednoczesnie wskaznikiem biologicznego dzia-
tania badanego zwigzku fosforoorganicznego i moze wigzac si¢ z wrazliwoscig da-
nego szczepu myszy. Wrazliwos¢ ta zalezy m. in. od enzymu paraoksonazy
(PON1), neutralizujacego zwiazki fosforoorganiczne, ktorego aktywnos¢ uwarun-
kowana jest genetycznie (Akgur i wsp. 1999, Haley i wsp. 1999, Costa 1 wsp. 2003).

Nastepnie zaobserwowano zmiany w odpowiedzi humoralnej 1 komoérkowe;
u myszy po ostrym zatruciu IMPE. Stwierdzono obnizenie wytwarzania przeciwcial
anty-SRBC u myszy C57BL/6, ale nie u mieszaficow B6C3F1. Wystapity zmiany
w ekspresji markeréw powierzchniowych limfocytow T, CD3*, CD4*, CD8" w za-
leznosci od czasu intoksykacji. Obserwowano takze zaburzenia aktywnosci prolife-
racyjnej limfocytéw T u myszy po podaniu badanego zwigzku (dane niepublikowa-
ne). Jednoczesnie wiadomo, ze komérki T odgrywajq istotng role w eliminacji ni-
cieni jelitowych (Garside 1 wsp. 2000).

Wydaje sie, ze wigkszej ,,wrazliwosci” myszy C57Bl/6 na IMPF w porOwnaniu
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z mieszancami B6C3F| (ogdlnie wigksze zahamowanie aktywnosci acetylocholi-
noesterazy, obnizenie wytwarzania przeciwcial) towarzyszy wzrost nasilenia roz-
woju wlosnicy u tego szczepu. Na zaleznos$¢ migdzy szybkoscia ekspulsji postaci
dojrzatych T. spiralis z jelita a szczepem myszy i powigzaniem tych procesow ze
zjawiskami neuroimmunologicznymi zwrdcili uwage m. in. Vallance i wsp. (1997)
1 Khan 1 wsp. (2001).

Nie wiadomo jednak jaki jest mechanizm oddzialywania IMPF powodujacy za-
rowno zmiany aktywnosci proliferacyjnej limfocytéw T jak i wytwarzania przeciw-
ciat przez komorki B. Wydaje sig, ze zaangazowany jest tutaj szlak autonomiczne-
go uktadu nerwowego taczacy osrodkowy uktad nerwowy bezposrednio z docelo-
wg tkankg w przewodzie pokarmowym — przez nerwy wspétczulne i przywspot-
czulne (Felten 1 Felten 1994). By¢ moze, IMPF dziata réwniez na wydzielanie no-
repinefryny i ekspresj¢ B,-adrenergicznych receptoréw na komérkach T CD4*
1 imfocytach B. Wykazano, ze norepinefryna moze takze regulowacd funkcje odpor-
nosciowych komorek w kierunku odpornosci przeciwinfekcyjnej. Rozwaza sie tak-
ze, ze receptory By-adrenergiczne wplywajg na poziom cytokin i przeciwcial wy-
twarzanych przez te komoérki zaréwno in vivo jak i in vitro (Kohm i Sanders 2001).
[nni autorzy sugerujg, ze supresja odpowiedzi immunologicznej in vivo przez Inny
zwigzek fosforoorganiczny — paration, jest przynajmniej czesciowo zwiazana z bez-
posrednim oddziatywaniem na uktad odpornosciowy (Pruett i wsp. 1992).

Analizujgc mozliwe mechanizmy oddziatywania badanego zwiazku na uklad
neuroimmunologiczny nalezy réwniez zwrdci¢ uwage na tzw. o podwzgorzowo-
przysadkowo-nadnerczowg (HPA). Komunikuje sie ona z ,,obwodem” przez uwal-
nianie hormonoéw z przysadki, co prowadzi do produkcji glikokortykosteroidow
w nadnerczach, ktére nastgpnie hamujg odpowiedZ immunologiczna (Turnbull i Ri-
vier 1999). W pracy Kalry i wsp. (2002) starano sie wykazaé, ze subkliniczne daw-
K1 sarinu u szczur6w hamujg aktywnos¢ proliferacyjng w odpowiedzi na ConA nie-
zaleznie od os1 HPA. Wykazano, ze poziom kortykosteroidéw w surowicy szczuréw
poddanych dziataniu sarinu byt znaczaco nizszy niz u zwierzat kontrolnych. Wska-
zuje to, ze indukowana przez ten zwigzek immunosupresja jest wynikiem aktywa-
¢j1 osi HPA. Wykazano roéwniez, ze chlorizondamina, ktéra blokuje transmisje¢ au-
tonomicznego uktadu nerwowego, znosi efekt dzialania sarinu prowadzacy do
zmian aktywnosci proliferacyjnej komérek T. Te wyniki sugeruja, ze w oddziatywa-
niu sarinu na odpowiedz limfocytéw T posredniczy autonomiczny uktad Nerwowy,
niezaleznie od osi HPA. W innych badaniach stwierdzono ponadto, ze chemiczne
przerwanie nerwu wspolczulnego wptywa na zalezng od limfocytéw T odpowiedz
przeciwcial, produkcje IL-2, aktywnos¢ cytotoksyczng limfocytéw T oraz na nad-
wrazliwos¢ typu p6znego (Madden i wsp. 1989, Kruszewska i wsp. 1998).

Rozpatrujgc mechanizmy oddzialywania badanego zwigzku fosforoorganiczne-
g0 na rozwo) wlosnicy nalezy takze zwrdci¢ uwage na procesy neuroimmunolo-
giczne modyfikowane przez samg infekcje pasozytnicza w uktadzie zywiciel-paso-
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zyt. Tym bardziej, ze zmiany w aktywacji jelitowej osi neuroimmunologiczne, od-
grywaja gléwna role w ksztaltowaniu dynamiki integracji migdzy pasozytem a Zy-
wicielem (Palmer and Greenwood-van Meerneld 2001).

Wywotany przez wlosnia stan zapalny jelita wptywa znaczgco na pobudzenie
elektryczne i synaptyczne zachowania neuronow jelitowych podczas infekcy 7. spi-
ralis u $winek morskich. Wzmocnienie pobudzenia jest kluczowym elementem dla
pewnej subpopulacji nerwéw jelitowych, zaangazowanych w detekcje, opoZnienie
i analize bodZca sensorycznego w jelitowym ukladzie nerwowym (Palmer 1991,
Palmer 1 wsp. 1998).

Wydaje sie, ze oddziatywanie wlosni na funkcj¢ nerwéw cholinergicznych (mu-
skarynowych i nikotynowych), adrenergicznych oraz nerwow typu NANC (nona-
drenergic, noncholinergic) zwigzane jest glownie ze zmianami w wydzielaniu klu-
czowych neuroprzekaznikow jelitowych oraz moze by¢ niezalezne lub zalezne od
limfocytéw T. Ilos¢ acetylocholiny (ACh) uwalnianej z zakonczen nerwowych
w jelicie czczym szczura zarazonego T. spiralis jest znaczgco obnizona. Indukowa-
ne przez pasozyta zahamowanie uwalniania ACh jest niezalezne od komérek T po-
niewaz zmniejszenie aktywnosci tego neuroprzekaznika wystgpuje takze u zarazo-
nych szczuréw z defektem grasicy (Collins 1 wsp. 1989, 1992).

Wystepuja takze zaburzenia syntezy neuroprzekaznikow adrenergicznych wy-
wolanych infekcja wlosnicowg. Obserwowano ostabienie wydzielania norepinefry-
ny z zakoriczeri nerwéw podsluzéwkowych szczuréw zarazonych wiosniami. Zmia-
ny te nie pojawiajg si¢ u zwierzat z defektem grasicy, co sugeruje, ze zaburzenia
w funkcjonowaniu nerwéw adrenergicznych zalezne sg od limfocytow T (Swain
i wsp. 1991). Infekcja T. spiralis wywiera réwniez istotny wplyw na neuroprzeka-
7niki peptydowe zwiazane z funkcjg nerwéw NANC. Ilos¢ substancji P jest znaczg-
co zwiekszona w jelitach myszy i szczuréw zarazonych (Swain 1 wsp. 19925 Agro
i Stanisz 1993). Substancja P stuzy nie tylko jako wazny jelitowy neuroprzekaznik,
ale takze dziata immunomodulujaco, sprzyja zapaleniu, wzmaga aktywnos¢ limfo-
cytéw i makrofagéw (Ottaway 1996; Fiocchi 1997). Zaburzenia funkcji nerwow
NANC sg zalezne od limfocytéw T. Wskazujg na to doswiadczenia przeprowadzo-
ne na zwierzetach z defektem grasicy oraz badania zwigzane z immunoneutraliza-
cja przeciwciat anty-SP u zarazonych myszy T. spiralis (Swain 1 wsp. 1992, Agro
1 Stanisz 1993).

Otrzymane dane z doswiadczeri na zwierzgtach wskazujg na mozliwosci zaist-
nienia podobnych zaburzen neuroimmunologicznych u ludzi poddanych dziataniu
IMPF i/lub innych zwiazk6w fosforoorganicznych, ktére mogg prowadzi¢ do zmian
w rozwoju infekcji pasozytniczej np. leishmaniozy.

Jak juz wspomniano, po wojnie w Zatoce Perskiej pomigdzy sierpniem 1990
i czerweem 1991 u zotnierzy armii USA pojawily si¢ objawy nazwane Syndromem
Woijny w Zatoce. Manifestowaty si¢ one m.in. bélami stawow, ostabieniem, zme-
czeniem, bélami glowy, utratag pamieci, a takze wzrostem wrazliwosci na infekcje
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(IOM 1995, Conn i wsp. 2002). Etiologia tego syndromu jest obecnie nieznana.
Przedstawiono w zwigzku z tym hipoteze, ze ekspozycja na sarin moze powodowaé
anomalie neuroimmunologiczne manifestujgce sie klinicznymi objawami charakte-
rystycznymi dla tego syndromu (Kalra i wsp. 2002). Podobne kliniczne objawy za-
obserwowano w Matsuboto w Japonii w nastepstwie ostrego zatrucia sarinem
W czerweu 1994 (Kamimura i wsp. 1998, Nakajima i wsp. 1999). Odnosnie infek-
¢Ji, ktora zaistniata u zotnierzy przebywajacych w Zatoce Perskiej sugeruje sie, ze
byta ona gtéwnie powodowana przez Leishmania spp. Ocenia s1¢ nawet, ze ok. 5-
6% weteran6w wojny w Zatoce byto zarazonych tymi pasozytami (IOM 1995).

Rozwaza si¢ takze inne mozliwosci wyjasnienia pojawienia si¢ niektorych obja-
WOwW w tym neurologicznych u weteranéw wojny w Zatoce Perskiej. Sugeruje sie,
ze zwigzki fosforoorganiczne (insektycydy, repelenty) wystepujace w otoczeniu
czlowieka, a takze bromek piridostygminy (stosowany profilaktycznie przy zatru-
ciach sarinem) mogg przyczyniac si¢ do ich wystepowania (Abou-Donia i wWSp.
1996). Nasilenie tych objawéw u ludzi, powodowane m.in. przez te zwigzki wyste-
pujgce w sSrodowisku, zalezne jest od polimorfizmu genowego paraoksonazy/arylo-
esterazy (PONI) 1 butyrylocholinoesterazy warunkujacego poziom i aktywnos¢
tych enzymow (Shih i wsp. 1998, Haley i wsp. 1999). Zwraca si¢ takze uwage na
zmiany niektérych parametréw immunologicznych wystepujgcych u weteranow
wojny w Zatoce (Zhang i wsp. 1999). Wydaje sie, ze zmiany te mogg prowadzi¢ do
zaburzen proceséw odpornosciowych.

Przedstawione niektére aspekty oddziatywania IMPF na procesy neuroimmuno-
logiczne, warunkujace odpowiedZ na infekcje wywolywane przez pasozyty sa nie-
zmiernie skomplikowane i w dalszym ciggu stabo poznane. Zwigzki fosforoorga-
niczne w polgczeniu z innymi czynnikami np. stresem, wysokg temperaturg, szcze-
pieniami, lekami itp. moga prowadzi¢ u ludzi i zwierzat do dysregulacji niektérych
funkcji uktadu immunologicznego waznych dla zachowania homeostazy ustroju.
Nastgpstwem tych zmian moze by¢ zwiekszona podatnos¢ organizmu na infekcje -
1 inne choroby zwigzane z zaburzeniami proceséw odpornosciowych.

Praca finansowana przez KBN, projekt badawczy nr 0 TOOC 001 23.
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