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STEFAN I(oSS,ĄKolMsKI

Mechonizm dzlołonio pestycydów fosforoorgonicznych
no orgonizm zwierzęcy.

ll. Reoktywocjo cholinesteroz w zqlrucioch
pestycydomi f osf or oorgqnicznymi

ośrodek Naukolvo-Badawczy Słttżby lveteryna.rJ,jnej \r Puławach

Badania prowadzone nad zatruciami zwierztlt
pestycydanri fosforoorganicznymi (trO) nasunę-
ły przypuszczenie, ze w organizmie zatrutym
zachodzą procesy detoksykacyjne, że w krrł,i
,,v5,stępuje bliżej nieokreśIony enzym ograni-
czający działanie toksyczne związków FO. Od-
powiednie prace prowadzone w tym kierunku
potwierdziły powyższą hipotezę. Augustinsson
i l{eimburger (11) u,ykryli ,"v surowicy kru,i
enzym, którv nazlrrali ,,tabunazą", gdyż okazał
się szczególnie czynny w stosunku do tabunu.
Nieco później Adie (2) wyodrębnił substancję
podobną lv działaniu, którą nazrvał sarinaza,
Enzymy tego rodza ju określono następni<l
rvspólną nazwą fosforylofosfataz (13) Prz:,-
pl]szcza się, że mechanizm ich działania przed-
stawia się następująco (ryc. 1), Enzym łączv

Fosforylofosfatrłzy nie mają nic lr.,spólnego z frlsfa-
tazą kwaśną ani alkaliczną, nie posiadn,ią tcż bltclorvy
podobrrej do esterazy cholilnorvej. W naj,"viększ.,"clr ilo-
ściaclr wyslqpujc fosloryloloslataza w surowicy kr."ł,i.
W narządach zawartość enzymlr iest 5-ti razy m,nicj-
sza aniżeli rv suror,vicy. Jeśli idzie tl narządy to w
największych ilościach występuje lv śledzionie i nad-
nelczach, a najmniej zaś w rdzeniu kręgowym, kt,lvin-
l<ach czerwonych, mózgu, mięśniach i sercu. Poziom
losforylofosfatazy jest różny u człowic"]ia i poszczegól-
nl,ch gatunkótv zwierząt Su,rorvica l<L,rvJ kL,ólika po-
siada np. okolo 10-klotnie więlrszą łrktyrvność ani-
źeli su,rowica człowiel<tr. najniższą aktyrvnrlść w),ka-
zuje sul,owica świnek morskich. Obecnclść frnfor,1,lo-
losfatazy w surowicy klwi wyjaśnia z.jzrrvisko hamo-
lvania, przez ,lviększość związków FO przede rvszyst-
kim cz),nności AChE znajdującej się głównie w el,y-
|roc_vtach. Dorł,odem tego :iest fakt, że nie st.ł,iel,clzrlno
r,óżnicy rv działaniu związku FO na AChE i PChE
ieżeli podłoże, w którym znaj,dowały się te enzym1,
trie zarvierało tosforylofosfatazy. Stwierdzono 1akże, że
fosforl,iofos[ataz:r obniża nieco (około 1096) al<tl,wność
PChE, r,vzmacnia natomiast aktyrvność AChE. Nił
czyntlości fosforylofosfatazy wpłl,wają w znaci:nei
mierzc zawarte w środorvisku jony metali - najsilniej
Cu i Pd, nicco słabiej Au, a bardzo słabo Ni, Co, Zn.
Przypuszcza się. że jony metali sprzl,jają trł,olzeniu
się komplelisu enzy,m - substlat plzez miejscrlrve
zwigkszenie stężenia jonórv OI{ przyspicszających hy-
clrolizę (12).

odnośnie detoksykacyinych właściwości ol,-
ganizmu nie nrożna pomiiać bezpośredrliego
chemicznego współdziałania związku FO z biał-
kami. Fakt ten wykazano str,vierdzając u za-
truwanych zwierząt zanikanie drobin trucizny,
utratq jej właściwości toksycznych i uwalnia-
nie grup kwasowych. Ziawisko to ma miejsce
niezależnie od tego jaka grupa czynna drobiny
FO bierze udział w bezpośredniej reakcji z biał-
kiem. Zdolność związku FO do szybkiego łą-
czenia się z białkami wpływa na rozmieszcze-
nie się związku w organizmie. Związki FO gro-
madzą się przede wszyst'kim w tkankach tej
okolicy organizmu gdzie nastąpiło ich wnik-
nięcie. Wykazał to White (55), któly -qtwier-
dził, że po wstrzyknięciu 0,16 mg DFP do pra-
wego jądra ogoniastego mózgu (ltucleus catt-
datultt, cerebri), związek FO nie przechodził
poza obrę,b tej części mózgu. Z kolei Aprison
i wsp. (7) wstrzykiwali DFP króIikom do pra-
wej tętnicy słonecznej i wvkazywali, że aktyw-
ność cholinesterazy była bardziej unieczynnio-
na w prawej części mózgu aniżeli w lewej,
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Ryc. 1, Zapobieganie przez FE
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przez wiązanie estrowe aktywnej grupy fosfo-
rowej. Wtedy grupa kwaśna X inhibitora lea-
guje z atomem wo,doru cząsteczki enzymu wy-
twarzając odpowiedni kwas. Reakcja defosfcl*
r;rlacji zablokowanego enzymu jak już po-
przednio podkreślano, jest dla większości
związków FO bardzo wolna w porórł,naniu z
reakcją defosforylacji (fazy I, 2, 3) i dlatego
enzym pozostaje przez długi czas unieczynnio-
ny. W oparciu o uzyskane wyniki pTzypuszcza
się, że fosforylofosfataza (e) zapobiega Iazie 2
i 3 reakcji fosforylacji.
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I\[echanizm plzerniany związków FC) w orga-
niznrie można schematycznie przedstawic na-
stcipująco (rvc. 2).

Plocesy autodetoksykacyjnc uwidaczniają'
się głównie przy zatruciach przewlekłych i nie
maią większego praktycznego znaczenia przy
zatruciach ostrych. Z tego też względu prowa-
dzono intensywne badania nad odtrutkami
przyczvnowymi. Czynnikiem ułatwiającynr tc
badania były ,łyniki prac wyjaśniające me-
chanizm unieczynniania cholinesteraz. Uwzglę-

Zwtązak F0

l

Ryc. 2. Przemiana z:,viązków !'O rv organizmie

dniaiąc powyższe wyniki zakładano, że jeśli
zadziałamy na fosforylor,vany enzym iakimś
silniejszym nukleofilnym reagentem to wóu,-
czas uda się oderwać od enzymu truciznę, a
tym samym leaktywować enzym. Doświadczc-
nia Wilsona i Meislicha (57) w pełni potr,vier*
dziły te przypuszczenia. Okazało się, że już
pod wpływem H2O następuje powolna reakty-
rvac.ja cholinesteraz unieczynnionych przez
TEPP. Dodanie zaś do rł,ody hydroksylanrinv
i związków do nicj zblizonych przyśpiesza ten
ploces. Reakciq zac.hodzącą wówczas lllozna
przedstawić schematycznie następująco.

(E . . J)-IR+H2O -+ EH i JOH i I)
fosforyl. alityw. nietclk- produkt
el]zym cnzym sycz. pl.zemia-

prod. ny reakty-
hydrolizv watora

W ciągu krótkiego czasu zna]*:ziono wielc
t,eaktywatclrów cholinesteraz, z których na
uwagę zasługiwały kwasy hydroksamowe. Oka-
zało się, że te znacznie obniza ją czas półtrwa-
nia zwlązków FO, Czas półtrwania np. DFP
skraca się z 3000 min. do g,5 min., a saliiru
z 300 min. do 0,6 inin. po poCaniu kw,astl p-me-
toksybenzohydroksamowego. Szczególnie efek-
tywne w tej grupie reaktywatorów okazały się
wodzian chloralu kw,-pikolinohydroksamowe-
go i rnetvlojodek krv.-nikotynohydroksamowe-
go.

I)oczilwszv od 1955 r. głównie dzięki praconl
Wilsona i Ginsberga (28, 50) otaz Daviesa
i Greena (19) stwierdzolo, że znaczną reaktyw-
nością odznaczają się niektóre oksym;r, zwłasz-
cza stosowane dziś powszechnie w klinice
ostrych zatruc zwiąkami FO, oksvmy z jednym
pierścieniem pirydynowym 

- Z-PAM, Con-
trathion P-2S oraz z dwoma pierścieniami pi-
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rydynowynli TMB-4, toxogonina. Mechanizm
clziałania reaktywatorów na przykładzie 2-PAM
plzedstawiono na ryc. 3. Zastosowany Z-PAM
,,atakuje" kompleks enzym - inhibitor (II) co
prowadzi do przerwania połączenia pomiędzy
z,"r.iązkarni iO a cnzymem i łączenia się oksy-
mu ze związkiem FO (III). Nowy ten związek
ma iuż znacznte mniejsze właściwości toksycz-
ne. W dalszej kolejności dochodzi do powsta-
nia nitrylu oraz odłączenia zmienionego juz
zasadntczo związl<u FO (IV).

Obecnie prowadzone są w dalszym ciągu in-
tensywtle badania nad efektywnością reakty-
wacvjną cholinesteraz przy użyciu różnych in-
nych związ]<ów chemicznych (16, 25, 46).

Efektywność leczenia leaktywatorów choli-
nesterazy w dużej mierze zależy od szybkości
ich zastosowania po zatruciu. Wykazano bo-
lviem, że pełna reaktywacja przy różnych
związkach FO wvstępuje po ich zastosowaniu
w ciągu 20 min (iedynie przy somanie w ciągu
2 min), następnie słabnie przy podaniu ich w
ciągu 4 godzin, a stosowane po 24 godz. nie
dają absolutnie żadnego efektu.

Stopniowa utrata zdoIności unieczynnionego
enzymu do reaktywacji była powodem wysu-
nięcia teorii, że inhibicja cholinestetaz pTzez
zwlązki FO przebiega w dwóch fazach.

-- pierwsza faza: fosforylowa reszta związ-
ku FO łączv się z takim fragmentem po-
rł,ierzchni aktywnej enzymu (być może imida-
zoletn histydyny), z którego lekko rrroźe być
rvyparta przv działaniu nukleofilnych rcakty-
rvatorÓ,ur,,

- druga faza: Ioslorylowa reszta związl<ll
FO zostaje przeniesiona na drugi odcinek (se-
ryna), z którym wiąże się trwale.

Powyższa hipoteza nie została wprawdzie po-
trł,ierdzona doświadczalnie lecz jest szeroko
rozpowszechniona w piśmiennictwie.

I C?-|lH-CH-C0 

-: 

c0_1łH_cH-c1
Clll

I
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R,yc. 3. Mechanizm działania oksymów (PAM)

objaśilienia: I : u,iąZanie Fo Z clrE; II
rviąZania (PAM); III : wiąZanie PAM z Fo;
Ienie znienione8o Fo.

Inaczej natomiast jest interpretowalre to zjalvisko
pL,zez Cohena i Osterbahna (17), którzy dziala]i na
Śurowicę końslrą DFP znaczonym radiofosforem (Pgz),

a następnie badali zdolność reaktywacyjną enzymu
przy podawaniu 2-PAM-u. Okazało się, że przy dzia-
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enzym
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j ed no izopropyIotosfororvv

łaniu DFP na cholinesterazę wiąże się rv pierwszei
Iazie glupa dwuizopropylofosforowa, z któt,ej następ-
nie odszczepia się jedna grupa izopropylowa i two-
lzy się enzym jednoizopropylofoslorowy. W tej teź
fazie zanil<a zclo1ność r,eaktywacyjna enzyITIu.
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Z danycll tych wynika więc, że zlc]o]ność rcaktyr,r,a-

cyjna onzymu za|eży nie od szybliości hipotetycznegcl
przeniesienia reszty fosforylowej z .jednego odcirrk:r
powiet,zchni enzymu na drugi, a od buc'lowv reszty
l'osforvlowei z.wiązanej z białkiem enzymlr.

Istnieją również dane wskazujące, że współ-
działanie reaktywatora z fosforyzowanym enzy-
mem nie iest iedyne. Reaktywatory cholineste-
Taz mogą współdziałać również bezpośrednio zc
związkiem FO i rv wyniku tworzą się nieto-
ksyczne produktv hydrolizy. MożIiwe tez iest
bezpośrednie współdziałanie Ieaktywatora z
cholinesterazamt powodujące }rrótkotrwałe u-
nieczynnienie enzymu co może stanowić zabez,
pieczenie cholines ter az przd, inhibicyj nym dzia-
łaniem związku FO. Możliwe jest również
współdziałanie reaktywatora z ACh, w wyniku
którego następuje bardziej l,ub lnniej wyraźna
hydroliza suhstratu (Holmstedt- za 29). Ostatnio
zaś wysunięto hipotezę, ze oksymy cechui4 siQ
również zdolnością hamowania syntez5r ACh
(27).

Poszczególne reaktywatory cholinesteraz cha-
rakteryzują się na ogół dobrymi efektami lecz-
niczymi przy ostrych zatruciach związkami
FO (z wvjątkiem somanu), przy czym różne
reaktywatory odznaczają się różną skutecznoś-
cią przy różnych związkach Fo. ogólnvm zaś
ich mankamentem jest to, że zbyt szybko są
wydalane z organizmu (37).

|, Abasllkiną l
l, 15, 1968.

piśmiennictlvo
L. Rosengdrt w, I.i zd|avookhr. Tulnl

J. Tlopcins Press, 195,1.
i7. wilson L B, Meislicll E.: JouT, Am. chem. Soc. 7i, 4623,

1953,
58. wilson I. B., Ginsbu,,g s,: Biochinl. BioPhys. Acta 18,

168, 1955.
59. wirtll W.: Dsch. Med. woch. 79, 1205, 1954.
60. Michelson M. .I0,, zejInuL E. w.: Acetjlcholin. L,eDLlls),ad

Nallka 19?0.

Adres autora : dr hab. Stefan Kossako\^,ski, ul, wojska
Polskiego 5 m. 4, 21-100 Priławy.

BĘowN A. L., MERRY D. L., BEOI{ENHAUER w.
Il.: Szczepionka przeciwko wściekliźnie oparta o ży-
wy zmodyfikowany wirus, HEP, szczep Flury na-
nrnożony na uslalonej tinii komórkolvej nerki psa.
Badanie ttzy lata trwającej otlporności u psólv.
(Modifiełl live-virus rabies vaccine produced from
F'lury, high-passaB,e virus grolvn on an established
canine-kidney cell-Iine: three year duration of im-
munity study in dogs). Am. J. vet. Res. 34, 1427-
l432,19?3 (11).

Psy w sześciu grup iono
) trb podsl<órn ic pelną, 1/ l 0 d
nri 1/100 dawki żywej przec
znowej. Szczepionka zawierała atenuowany szczep
Flury, I{EP, namnożony na ustalonej linii komórko-
wcj nerki psa. Próbki do badań w odczynie sero-
neutralizacji pieniem
1,2,3,4i ,24i3
cach po szc ach po
nilr szczepio domięśn
po 38 miesiącach podskórnie żywym pełnozjadli-
wym szczepem ulicznym wirusa wścieklizny. Dalvka
wirusa wynosiła 10-5,03 MICLD50/0,03 mI. Wszystkie
psy szczepione domięśniowo, za wy jątkiem psa za-
szczepionego 1/100 dawki szczepionki, były w pełni
odporne na zakażenie wirusem ulicznym. Spośród
20 psów zaszczepionych podskórnie 17 było odpor-
nych na zakażenie. Wyniki odczynu scroneutraliza-
cji wykazały, że najlepszą odporność uzyskujc się
po szczepieniach domięśniowych. Wzrost wysokości
miana po zakażeniu u sztuk szczepionych przema-
wia za rcal<cją atramnestyczną na antygcn wirusa
ttli cznego.

R.

4E.
ą7.
48.

49.
50,

l'r1,

53.
54.
55.
56.

2,

4.
5.
6,
,l.

9.
10,
1l.

14.
I5.
LU.

17.

19.
20.
2I-

24.

Adże P. A,: canad. .Tour. Biocl]. 34, 654, 1956.Adridn E, D., Feldberg W., Kilby B. A.: Brit, JOul.
Phannacol. 2, 56, 7947.
Atdridge W.: Bioch. Jouf. 53, 62, 1953.
Aldriclge w., DtlDison A.: Bioch. ,]our. 55, 763, 1953.
Aniczkol,,J s, W.: Farmak. Toks. 23, 194, 1960.
Aprison M. II., Natllan P., Ilimuicll Il. E.: scjeDce 119,
15B.1954.
Arbużow A,, Arbuzou -B.: Jour. Proc. cllem. 23B, 103. 1931.
Augustżn$on K, B.: Acta chem. scanal. ]3, 5?1, 1959.
Augustinsson l<, B,: Acta chem. scand. 13, 1105. 1959.
Augustlngson K. B,, Heimburger G.: Acta ctlenl. scand.
B, 7,53, 1954 oraz 8. 9l5. 1954.

72. !\ugustin$on K. B., Heimburger G.: Actja chaln. scand, 9,
983.1955,

13. Augustinsson K, B,, Iteimburger G.: Acta chem. Scand,
9,310,1955.
Bajgar J,: Toxicol. Pharmacoł,
Bircs R., Mc Intosh .tr'. c.: Brit.
Binenlellt z,, BosA,oDic B.,
JugoSlav. 21, 113, 1971.
cohen J. A, osterbahn R. A.:
54, 2&1, 1939.

|8, Dauie| D., Ilolland P,, Rumens J.: Brit, Jouf. PhalfTitc.
r5,2?ł,1960,
Deuie9 D, R., Green A. Ł.; Biochem. Jour. 63, 529,
Daui.gon A,: Bioch. Jour. 54, 19. 1953.
Digate w. M., Gage J. c.: Natttre 168, 99B, 1951.
Dutharn w, F., IIaae| W. J.: Arch. Envir. Heelth
1962.
DU Bożs K. P,, Doutl J., coon J, M.: Jour. Pharmacol.
Exp. Ther. 99. 376. 1950.
Eccles J, c.: Fizjologia synaps nerwowych. PZWL, 1968,
Eldnlann W. D.: Arch. Pharmacol, Exp. Pathol. 263, 61,
1969.

22, 93, 1972,
Med. Buu. 13, 1,57, 1957.

Ralęin D.: Acta Pharn].

Jour. cell. colnp. Physi,,l.

l95l;.

5, Bl,

543


