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Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Com-
pounds in the Work Area has evaluated the inhibition of the neuropathy target esterase
(NTE). A biological tolerance value (BAT value) could not be derived due to insufficient
data.

It has been proposed that the inhibition of NTE by organophosphorylation prevents
the maintenance of axonal integrity leading to a central-peripheral distal axonopathy
of long sensorimotor axons in peripheral nerves and spinal cord. Neuropathic organo-
phosphates are known to produce this disease, called organophosphate-induced
delayed neuropathy (OPIDN). The few available studies on the relationship between
external and internal exposure to neuropathic organophosphates and inhibition of
NTE are described and a compilation of literature data on the degree of NTE inhibition
and the occurrence of OPIDN is presented. In addition, the available literature on NTE
activity at background exposure is summarized.
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BAT-Wert (2020) nicht festgelegt

1 Biochemische Grundlagen/Pathomechanismus

Eine einmalige oder wiederholte Exposition gegen Organophosphate mit spezifischen, chemischen Eigenschaften
(neuropathische Organophosphate) kann zu einer peripheren Neuropathie fithren, deren morphologisches Korrelat
eine axonale Degeneration sensorischer und motorischer Neurone in Riickenmark und peripherem Nervensystem
ist (Glynn 1999). Diese verzogerte Neurotoxizitét, die ein bis vier Wochen nach der Exposition eintritt und Sympto-
me einer Ataxie und Spastik zeigt, wird als Organophosphat-induzierte verzogerte Neuropathie (organophosphate-
induced delayed neuropathy, OPIDN) bezeichnet (Abou-Donia 2003; Lotti und Moretto 2005; Richardson et al. 2013).
Als mogliche Ursache wird die Inhibierung der Neurotoxischen Esterase (neuropathy target esterase, NTE), einer
Serinhydrolase, durch Phosphorylierung des Serins im aktiven Zentrum diskutiert (Glynn 1999; Johnson 1969). Nach
der gegenwirtigen Hypothese binden neuropathische Organophosphate an das Serin unter Bildung eines Serylesters.
Von diesem kann sich eine Alkylgruppe abspalten, so dass im aktiven Zentrum der Esterase ein negativ geladener
Phosphorylrest verbleibt. Dieser irreversible Schritt wird als ,Ageing® bezeichnet und scheint eine ursichliche Rolle
in der Entstehung der OPIDN zu spielen (Richardson et al. 2013). Mechanistische Studien zeigten, dass die Inhibierung
anderer Esterasen, wie die der Acetylcholinesterase oder Butyrylcholinesterase, nicht kausal an der Entstehung der
OPIDN beteiligt ist (Abou-Donia 2003).

OPIDN wird nur von Organophosphaten induziert, die den ,Ageing“-Prozess auslésen (= neuropathische Organo-
phosphate), wihrend nicht-neuropathische Organophosphate zwar NTE inhibieren, aber weder ,Ageing® noch Neuro-
pathie verursachen. Im Tierversuch schiitzen diese nicht-neuropathischen Organophosphate vor OPIDN, wenn die
Tiere mit ihnen vorbehandelt und anschlieend gegen neuropathische Organophosphate exponiert werden (Johnson
et al. 1988; Johnson und Read 1993).

Struktur-Wirkungs-Beziehungen weisen auf strukturelle Unterschiede dieser beiden Gruppen hin (Johnson 1988;
Richardson et al. 2013).

Eine ausreichende Inhibierung der NTE in den ersten ein bis zwei Tagen nach Exposition kann spater zu einer OPIDN
fuhren. Das Enzym selbst hat eine Regenerationshalbwertszeit von fiinf bis sieben Tagen und seine Aktivitat hat sich
bereits wieder normalisiert, wenn die klinischen Symptome auftreten (Richardson et al. 2013).

2 Kiritische Toxizitat

OPIDN ist eine relativ seltene neurodegenerative Erkrankung. Erste neurologische Symptome sind meist krampfartige
Schmerzen in den Waden, Kribbeln in den Fiiflen, gefolgt von distaler Taubheit und Parasthesien (Lotti et al. 1984). Im
Weiteren entwickelt sich eine zunehmende Muskelschwéche mit abgeschwéchten Eigenreflexen und Ataxie. Schmer-
zen und Muskelschwiche breiten sich schnell aus und betreffen vorwiegend die unteren Gliedmaf3en. Im Verlauf der
Erkrankung verstdrkt sich der Muskeltonus und in schweren Fallen tritt eine Spastizitdt in den unteren Extremitaten
auf (Jokanovic et al. 2011).

Urséchlich wird eine Fehlfunktion des NTE-Proteins angenommen, das von dem patatin-like phospholipase domain con-
taining 6 (PNPLA6)-Gen (NCBI GenelD 10908; aliases NTE, SPG39) kodiert wird. Die NTE ist v. a. in Nervenmembranen
und Lymphozyten vorhanden und spielt eine Rolle in der Phospholipid-Homdostase des Endoplasmatischen Retiku-
lums (ER) (Dudek und Richardson 1982; Richardson et al. 2013). Eine Stérung des ER inhibiert den axonalen Transport
und beeintrachtigt die Interaktion zwischen Axon und Gliazellen (Glynn 2007). Eine Deletion der NTE in adulten
Miusehirnen fithrt zur Dysfunktion des ER und zu morphologischen Veridnderungen der Neurone (Akassoglou et al.
2004). Auch Mutationen im NTE-Gen gehen mit Erkrankungen der Motoneurone einher (Rainier et al. 2008). Diese
Beobachtungen scheinen die Hypothese zu stiitzen, dass genetisch oder chemisch modifizierte NTE zur axonalen
Degeneration fiihrt.
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Es wird postuliert, dass es bei den sog. ,Fume events® (Rauchereignisse in Flugzeugen, bei denen potentiell kontami-
nierte Zapfluft in die Kabine gelangt) zu einer Beeintrachtigung der NTE kommt (Heutelbeck et al. 2016).

3 Belastung und Beanspruchung

Studien uiber die Beziehung zwischen duflerer und innerer Belastung mit neuropathischen Organophosphaten sowie
der Beanspruchung in Form der Inhibierung der NTE liegen kaum vor (siehe Tabelle 1). In Tierversuchen wurde der
zu einer OPIDN fithrende Abfall der Aktivitat der NTE untersucht. In zwei Fallbeispielen wurde nach humaner Ex-
position die Aktivitat der NTE in Beziehung zu den neurologischen Symptomen und zu den inneren Konzentrationen
an neuropathischen Organophosphaten gesetzt (Lotti et al. 1986; Osterloh et al. 1983). Auch tiber die Untersuchung von
Mitgliedern einer Flugzeugbesatzung nach einem konstatierten ,fume event” wurde berichtet (Heutelbeck et al. 2016).

3.1 Tierversuche

Ausgewachsene Hennen wurden zunichst als optimales Modell zur Untersuchung neuropathischer Organophosphate
und ihrer Wirkung auf die NTE angesehen.

In zwei Studien wurden Hennen einmalig (1 mg/kg KG) und an finf Tagen pro Woche (jeweils 125 pg/kg KG; insge-
samt 40 Dosen) oral per Schlundsonde gegen Diisopropylfluorphosphat exponiert (Johnson und Lotti 1980; Olajos et
al. 1978). Die Aktivitat der NTE wurde im Gehirn der Tiere 24 Stunden und 48 Stunden nach Exposition untersucht.
Wihrend in der Studie von Olajos et al. (1978) bereits ein Aktivitatsabfall von 12% mit dem Auftreten einer Ataxie
verbunden war, beobachteten Johnson und Lotti (1980) bei dem gleichen Studienprotokoll bei einem Aktivitatsabfall
von bis zu 60 % keine Symptome.

In einer weiteren Studie wurden Hennen téglich bis zu zehn Wochen gegen 2,5 mg Diphenylkresylphosphat/kg KG
oral exponiert. Die Aktivitat der NTE im Gehirn und Riickenmark fiel auf 40 bis 55 %, ohne dass histologische Ver-
anderungen oder neurologische Symptome auftraten. Eine héhere tégliche Dosis von 5 mg/kg KG oder eine Einzel-
gabe von 50 mg/kg KG fithrte zu einem Abfall der Aktivitit der NTE von >80 % und dem Auftreten neurologischer
Symptome (Lotti und Johnson 1980).

Miuse und Ratten zeigen keine Ataxie oder Paralyse, weswegen sie zunichst als Modell ungeeignet erschienen. Da
sie aber axonale Lisionen nach Exposition gegen neuropathische Organophosphate entwickeln, wurden auch sie fir
In-vivo-Versuche verwendet.

Ratten wurden oral einmalig gegen 145-3480 mg Tri-o-kresylphosphat/kg KG exponiert (Padilla und Veronesi 1985),
wobei die Aktivitat der NTE im Gehirn und Riickenmark 20 Stunden und 44 Stunden nach Exposition gemessen wur-
de. Axonale Veranderungen im Riickenmark wurden histologisch 14 Tage nach der Exposition untersucht. Bei einem
Abfall der Aktivitidt der NTE um 40 % (Spinalkanal) bzw. 36 % (Gehirn) traten schwere neuronale Lisionen auf. Bei
welchen Aktivitdten der NTE erste Veranderungen in den Axonen auftraten, wurde nicht berichtet.

Die Gruppe von Winrow generierte ein NTE*~-Mausmodell mit einer NTE-Inhibierung von ca. 40 % im Gehirn
(Winrow et al. 2003). Die Tiere zeigten gegeniiber dem Wildtyp keine Unterschiede beziiglich Lernfdhigkeit und Er-
innerung. Die NTE*~-Miuse verhielten sich allerdings gegeniiber dem Wildtyp motorisch aktiver. Es wurden keine
deutlichen Unterschiede in den histologischen Verinderungen im Gehirn und Riickenmark zwischen NTE*"- und
Wildtypmausen gefunden.

3.2 Humanstudien

In der Literatur werden zwei Fallbeispiele humaner Exposition berichtet:

Ein 26-jahriger Mann nahm 360 ml Dexol® (enthélt u.a. 6,7% Chlorpyrifos) und 360 ml Ortho Weed-B-Gone M (ent-
halt u.a. 10,8 % Dimethylammonium-2,4-dichlorphenoxyacetat, 1,6 % 2-(2-Methyl-4-chlorphenoxy)propionséure;
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77,6 % inerte wissrige Bestandteile) sowie einige Kérnchen D-Con-Konzentrat (0,025 % Warfarin) zu sich. Nach an-
fanglicher Hyperagitiertheit wurde er zunehmend unansprechbar, tachykard (HF 150/min), hyperton (170/110 mmHg),
zeigte Myoklonien und eine Miosis. Die Reflexe waren normal. Im EKG traten Verlangerungen des QT-Intervalls
und spitze T-Wellen sowie eine Sinustachykardie auf. Im weiteren Verlauf traten Diarrhoe, weitere Herzrhythmus-
storungen, Hypotonie und Azidose auf. Der Patient verstarb nach 30 Stunden. An toxikologischen Parametern wurden
u.a. die Konzentrationen an Dichlorphenoxyessigsiure, 2-(2-Methyl-4-chlorphenoxy)propionsaure und Chlorpyrifos
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Ingestion in Blut und 16 Stunden post mortem in verschiedenen Geweben be-
stimmt. Aktivitdten der Acetylcholinesterase, Butyrylcholinesterase (beide gemessen in Erythrozyten, Plasma und
post mortem Gewebe) und der NTE (in Gehirn, Riickenmark und Lymphozyten) wurden unmittelbar nach Ingestion
und 13, 19, 26 und 30 Stunden sowie post mortem gemessen. Aktivitaten der Acetyl- und Butyrylcholinesterase in
Erythrozyten waren unmittelbar nach Ingestion normal bzw. leicht beeintrachtigt und fielen wéhrend des weiteren
Beobachtungszeitraumes ab bzw. waren nicht mehr messbar. Die lymphozytire NTE-Aktivitat war zunachst normal,
fiel dann auf 50 % nach 14 Stunden und normalisierte sich wieder. Der Patient zeigte minimale cholinerge Symptome
bzw. minimale Symptome einer Intoxikation mit neuropathischen Organophosphaten. Ataxie oder Paralysen an den
unteren Extremitdten wurden nicht beobachtet (Osterloh et al. 1983).

In einem zweiten Fallbericht trank ein 42-jahriger Mann in suizidaler Absicht ca. 30 mg Chlorpyrifos/kg KG. Der Mann
war zundchst asymptomatisch und wurde 18 Stunden nach Ingestion komatds und ateminsuffizient ins Krankenhaus
eingeliefert. Er zeigte klassische muskarinerge und nikotinerge Symptome (Tranenfluss, Speichelfluss, Schwitzen,
bronchiale Hypersekretion, Miosis und Faszikulationen), die sich bis zum 24. Tag nach Ingestion zuriickbildeten.
Ab dem 43. Tag traten OPIDN-Symptome auf (Schwiche und Paristhesien in den Beinen mit verlangsamten Eigen-
reflexen). Die Symptome entwickelten sich progressiv. Biopsien zeigten degenerative Veranderungen an den Axonen
am 63. Tag. Im Gegensatz zu den Tierversuchen traten die Polyneuropathien erst nach sechs Wochen auf, was die Au-
toren durch die langsame Elimination der hohen Chlorpyrifosdosis erkldrten, was auch die ausgepragte Inhibierung
der Esterasen vier Wochen nach Ingestion begriinden kann. Die lymphozytdre NTE-Inhibierung vier Wochen nach
Ingestion betrug 60 %, frithere Messungen waren nicht méglich (Lotti et al. 1986).

Tab.1 Beziehung zwischen NTE-Aktivitat und OPIDN

Spezies NTE-Inhibierung NTE-AKtivitit Symptome/Histologie Literatur
[%] [nmol/min/mg Protein]
Hennen 12 (Gehirn) Kontrolle: 13,78 +0,66 pg/ml Ataxie Olajos et al.
Bei 12 % Abfall: 12,2+0,28 pg/ml 1978
Hennen 63 (Gehirn) - - Lotti und
Johnson 1980
Ratten 36 (Gehirn) Kontrolle: 7,83+ 0,17 “wider and more lateral band of Padilla und
degeneration noted along the Veronesi 1985
fasciculus”
NTE*~-Méuse 40 (Gehirn) - Hyperreaktivitit; keine deutlichen Winrow et al.
histologischen Verdnderungen 2003
Mensch (n=1) 50 (Lymphozyten) (Kontroll)wert (direkt nach Miosis, keine Ataxie, keine Osterloh et al.
14 h nach Ingestion Ingestion): ca. 11,59 Paralyse, T 1983
mit Chlorpyrifos, 14 h nach Ingestion: ca. 6,2

Dichlorphenoxyessigsaure und
2-(2-Methyl-4-chlorphenoxy)-

propionsaure

Mensch (n=1) 60 (Lymphozyten) (Kontroll)wert (90 Tage nach Ataxie, Paralyse, degenerative Lotti et al. 1986
28 Tage nach Ingestion mit Ingestion): ca. 13,59 axonale Veranderungen
Chlorpyrifos 28 Tage nach Ingestion: ca. 6%

% abgelesen aus Abbildung

In einer weiteren Studie wurden elf Besatzungsmitglieder eines Flugzeugs fiinf Tage nach einem berichteten ,fume
event” untersucht. Eine Exposition gegeniitber NTE-Hemmern konnte nicht verifiziert werden. Die klinische Unter-
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suchung zeigte Symptome einer cholinergen Intoxikation sowie Zeichen einer peripheren und zentralnervésen Sto-
rung. Bei zehn Patienten lag die NTE-Aktivitat zwischen 3,14 und 6,3 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein) und
bei einem Patienten bei 1,4 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein). Die Inhibierung der NTE-Aktivitat wurde nicht
bestimmt (Heutelbeck et al. 2016).

4 Auswahl der Indikatoren

Die Bestimmung der NTE-Inhibierung erfasst nach derzeitigem Wissensstand den fiir die Schadigung biologisch
relevanten Beanspruchungsparameter, unabhiangig von der chemischen Struktur des NTE-Inhibitors. Dabei zeigte
sich, dass insbesondere die Bestimmung der Reduktion der Aktivitat der NTE in Lymphozyten fiir quantitative Aus-
sagen im Sinne des Biomonitorings geeignet ist (Bertoncin et al. 1985; Dudek und Richardson 1982; Lotti et al. 1986;
siehe auch Lewalter et al. 2008).

5 Untersuchungsmethoden

In den meisten der vorliegenden Publikationen wird fiir die Bestimmung der Aktivitdt der Neurotoxischen Esterase
eine Methode verwendet, die im Wesentlichen von Johnson beschrieben wurde (Johnson 1977). Diese Methode liegt
auch der von der Arbeitsgruppe ,Biomonitoring” validierten und publizierten Untersuchungsmethode zugrunde
(Lewalter et al. 2008), mit der sich die Aktivitit der NTE in isolierten Leukozyten bestimmen lasst. Die Bestimmung
beruht dabei auf der enzymatischen Spaltung des Substrats Phenylvalerat zu Phenol, welches mittels einer Farbe-
reaktion photometrisch bei 492 nm bestimmt werden kann. In den Arbeiten der Arbeitsgruppe von Sigolaeva et al.
(2001, 2013) wurde dagegen ein biosensorisches Verfahren verwendet.

6 Hintergrundbelastung

Werte fiir die Aktivitat der NTE ohne Exposition gegeniiber neuropathischen Organophosphaten wurden nur in we-
nigen Studien bestimmt (siehe Tabelle 2 und Abbildung 1). So wurde in Lymphozyten von 108 Médnnern und Frauen
die NTE-Aktivitat bestimmt. Der Mittelwert dieser Messungen lag bei 11,5 + 2,5 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein),
wobei keine geschlechts- oder altersabhéngigen Unterschiede gefunden wurden. Die intraindividuelle Variation der
NTE-Aktivitit in den Lymphozyten wurde bei sieben Probanden iiber einen Zeitraum von 0 bis zu mehr als 210 Tagen
untersucht. Der gemittelte intraindividuelle Variationskoeffizient betrug 10,1% (Bertoncin et al. 1985).

Die NTE-Aktivitat in Lymphozyten von 68 nicht exponierten Probanden betrug 13,34 + 2,42 nmol Phenylvalerat/
(min x mg Protein), wobei das Rauchverhalten keinen Einfluss auf die NTE-Aktivitat hatte (Maroni und Bleecker 1986).

Die NTE-Aktivitat wurde auch in Lymphozyten aus Blutproben von 137 gesunden Mitarbeitern eines Unternehmens
untersucht. Hier lagen die NTE-Aktivitaten zwischen 3,7 und 21,8 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein). Der arith-
metische Mittelwert betrug 8,1+3,0 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein). Erste Bestimmungen in Blutproben von
funf gesunden, nicht exponierten Probanden ergaben NTE-Aktivitdten von 3,8 bis 7,7 nmol Phenylvalerat/(min x mg
Protein) (Ruhnau et al. 2001).

In einer japanischen Arbeit wurde die NTE-Aktivitat in 52 gesunden, nicht exponierten Menschen untersucht. Der
Mittelwert lag bei 0,54 0,22 nmol/min/10° Lymphozyten. Da die Umrechnung auf den Proteingehalt problematisch
ist, wurde diese Arbeit nicht in Tabelle 2 aufgenommen (Matsuzaka et al. 2014).

Mit einem biosensorischen Verfahren wurde in Lymphozyten von drei gesunden Personen eine NTE-Aktivi-
tat von 14 + 3 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein) bestimmt. Im Vollblut von vier Personen wurde ein Wert von
15,3+ 2,32 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein) gemessen (Sigolaeva et al. 2013). Da fiir die letztere Arbeit Vollblut
als biologisches Material verwendet wurde, wurden diese Ergebnisse nicht in Tabelle 2 aufgenommen.
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Wie bereits beschrieben, gibt es zusitzlich zwei Fallbeispiele zur Chlorpyrifos-Intoxikation. In beiden Féllen wurden
NTE-Aktivitiaten bestimmt, die als Kontrollwerte von den Autoren angesehen wurden. Sie betrugen 11,5 bzw. 13,5 nmol
Phenylvalerat/(min x mg Protein) und liegen damit im Bereich der bereits beschriebenen Werte (Lotti et al. 1986;
Osterloh et al. 1983).

Tab.2 Ubersicht liber die NTE-Aktivitét in Lymphozyten von nicht gegeniiber neuropathischen Organophosphaten
exponierten Personen

Kollektiv, n, NTE-Aktivitit Literatur

(Kaukasier, n=108) Bertoncin et al. 1985
Mittelwert: 11,5+ 2,5 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein)?
mittlerer intraindividueller Variationskoeffizient: 10,1 %, keine Geschlechts-/Altersunterschiede

(n=68) Maroni und Bleecker 1986
Mittelwert: 13,34 + 2,42 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein)®

(Mitarbeiter Labor, n=5) Ruhnau et al. 2001
Bereich: 3,8-7,7 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein)a)

Mittelwert: 5,8 + 1,3 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein)?

(n=137)

Bereich: 3,7-21,8 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein)"‘>

Mittelwert: 8,1+ 3,0 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein)

Median: 7,8 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein)?

(n=3) Sigolaeva et al. 2001
Mittelwert: 14 = 3 nmol Phenylvalerat/(min x mg Protein)®

4 Messung basierend auf Johnson (1977) und umfassend validiert in Lewalter et al. (2008); » biosensorische Messmethode (Sigolaeva et al. 2001)

Ruhnau et al. 2001; n=5
Ruhnau et al. 2001; n=137
Osterloh et al. 1983; n=1
Bertoncin et al. 1985; n=108

Lotti et al. 1986; n=1

I
L
|
I

Maroni and Bleecker 1986; n=63 [ ———
|
e

Sigolaeva et al. 2001; n=3*

o
N
I

6 8 10 12 14 16 18
NTE-Aktivitit [nmol/min/mg Protein]

* biosensorische Messmethode (Sigolaeva et al. 2001)

Abb.1 Mittelwerte und Standardabweichungen der NTE-Aktivitét in Lymphozyten

7 Evaluierung eines BAT-Wertes

Fasst man die vorliegenden Untersuchungen hinsichtlich der Moglichkeit der Ableitung eines Biologischen Arbeits-
stoff-Toleranzwertes (BAT-Wertes) zusammen, scheinen Menschen und Saugetiere empfindlicher gegeniiber einer In-
hibierung der NTE durch neuropathische Organophosphate als Hennen zu sein. Ein 40%iger Aktivitdtsabfall fithrte
bei Ratten und Mausen zu neurologischen Symptomen und histologischen Veranderungen. Beim Menschen fithrte bei
einem Vergiftungsfall mit einem neuropathischen Organophosphat eine Hemmung der Aktivitat der Neurotoxischen
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Esterase um 60 % zu ersten neurologischen Symptomen, bei einem anderen Vergiftungsfall ging eine Hemmung der
Aktivitat der Neurotoxischen Esterase um 50 % mit Letalitit einher. Insgesamt ist die Datenlage nicht ausreichend, da
nur wenige Publikationen verfiigbar sind.

Die Ableitung eines BAT-Wertes aufgrund der Reduktion der Aktivitit der Neurotoxischen Esterase
in Lymphozyten ist daher nicht moglich.

8 Interpretation

Aufgrund der intraindividuellen Schwankungsbreite der NTE-Aktivitat lasst nur die Differenz zum Ausgangsbefund
mogliche Schlussfolgerungen zu (d.h. die Hemmung der Aktivitit der NTE). Im Rahmen der arbeitsmedizinischen
Vorsorge sind daher Vor-Expositionswerte bei exponierten Arbeitern zu bestimmen. Die Probenahme nach Exposition
ist am Expositionsende bzw. Schichtende, bei Langzeitexposition: am Schichtende nach mehreren vorangegangenen
Schichten vorzunehmen.

Die NTE wird nur durch einige (neuropathische) Organophosphate gehemmt. Zur Bewertung eines Umgangs mit
Organophosphaten insgesamt muss daher in jedem Fall die Aktivitit der Acetylcholinesterase mitbestimmt werden.
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