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STEFAN KOSSAKOWSKI

Mechanizm dziatania pestycydow fosforoorganicznych
na organizm zwierzecy.

Il. Reaktywacja cholinesteraz w zatruciach
pestycydami fosforoorganicznymi

0Osrodek Naukowo-Badawcezy Stuzby Weterynaryjnej w Putawach

Badania prowadzone nad zatruciami zwierzat
pestycydami fosforoorganicznymi (I'O) nasune-
ly przypuszczenie, ze w organizmie zatrutym
zachodzg procesy detoksykacyjne, ze w krwi
wystepuje blizej nieokreslony enzym ograni-
czajgcy dziatanie toksyczne zwiazkow FO. Od-
powiednie prace prowadzone w tym kierunku
potwierdzily powyzszg hipoteze. Augustinsson
i Heimburger (11) wykryli w surowicy krwi
enzym, ktéry nazwali ,tabunazg”, gdyz okaza}l
sie szczegdlnie czynny w stosunku do tabunu.
Nieco po6zniej Adie (2) wyodrebnil substancje
podobng w dziataniu, ktorg nazwal sarinaza.
Enzymy tego rodzaju okreslono nastepnie
wspblng nazwg fosforylofosfataz (13). Przy-
puszcza sie, ze mechanizm ich dzialania przed-
stawia sie nastepujaco (ryc. 1). Enzym laczy
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zwigzek FO

si¢ w sposéb odwracalny ze zwigzkiem FO po-
przez wigzanie estrowe aktywnej grupy fosfo-
rowej. Wtedy grupa kwasna X inhibitora rea-
guje z atomem wodoru czasteczki enzymu wy-
twarzajac odpowiedni kwas. Reakcja defosfo-
rylacji zablokowanego enzymu jak juz po-
przednio podkreslano, jest dla wiekszosci
zwigzkéw FO bardzo wolna w pordéwnaniu z
reakcja defosforylacji (fazy 1, 2, 3) i dlatego
enzym pozostaje przez dlugi czas unieczynnio-
ny. W oparciu o uzyskane wyniki przypuszcza
sie, ze fosforylofosfataza (€) zapobiega fazie 2
i 3 reakeji fosforylacji.

Fosforylofosfatazy nie majg nic wspolnego z fosfa-
tazqg kwasng ani alkaliczna, nie posiadajg tez budowy
podobnej do esterazy cholinowej. W najwiekszyvch ilo-
Sclach wystepuje fosforylofostataza w surowicy krwi.
W narzadach zawartosé enzymu jest 5—6 razy mnicj-
sza anizeli w surowicy. Jesli idzie o narzady lo w
najwiekszych iloSciach wystepuje w $ledzionie i nad-
nerczach, a najmniej zas w rdzeniu kregowym, krwin-
kach czerwonych, mozgu, mieSniach i sercu. Poziom
fosforylofosfatazy jest rozny u czlowicka i poszczegol-
nych gatunkow zwierzat. Surowica krwi krolika po-
siada np. okolo 10-krotnie wiekszg aktywnosé ani-
zeli surowica czlowieka, najniZsza aktywnosé¢ wyka-
zuje surowica $winek morskich. Obecnosé fosforyvio-
fosfatazy w surowicy krwi wyjasnia zjawisko hamo-
wania, przez wiekszo§é¢ zwigzkéw FO przede wszyst-
kim czynnos$ci AChE znajdujgcej sie gtdwnie w ery-
trocytach. Dowodem tego jest fakt, ze nie stwierdzono
réznicy w dziataniu zwigzku FO na AChE i PChE
jezeli podloze, w ktérym znajdowaly sie te enzymy
nie zawieralo fosforylofosfatazy. Stwierdzono {akze, Ze
fosforylofosfataza obniza nieco (okolo 10%) aktvwnosé
PChE, wzmacnia natomiast aktywnosé¢ AChE. Na
czynnoSci  fosforylofosfatazy wplywaja w znuacznej
mierze zawarte w srodowisku jony metali — najsilniej
Cu i Pd, nieco stabiej Au, a bardzo stabo Ni, Co, Zn.
Przypuszcza sie, ze jony metali sprzyjajg tworzeniu
sie kompleksu enzym — subsirat przez miejscowe
zwickszenie stezenia jonow OM przyspieszajgcych hy-
drolize (12).

Odno$nie detoksykacyjnych wlasciwosdci or-
ganizmu nie mozna pomija¢ bezposredniego
chemicznego wspoldziatania zwigzku FO z bial-
kami. Fakt ten wykazano stwierdzajgc u za-
truwanych zwierzat zanikanie drobin trucizny,
utrate jej wlasciwosci toksyeznych i uwalnia-
nie grup kwasowych. Zjawisko to ma miejsce
niezaleznie od tego jaka grupa czynna drobiny
FO bierze udzial w bezposredniej reakcji z bial-
kiem. Zdolno$¢ zwigzku FO do szybkiego 1g-
czenia sie z biatkami wplywa na rozmieszcze-
nie sie zwigzku w organizmie. Zwigzki FO gro-
madza sie przede wszystkim w tkankach tej
okolicy organizmu gdzie nastgpilo ich wnik-
nigcie. Wykazal to White (55), ktory stwier-
dzil, ze po wstrzyknieciu 0,16 mg DFP do pra-
wego jadra ogoniastego mozgu (nucleus cau-
datum cerebri), zwiazek FO nie przechodzil
poza obreb tej czesci moézgu. Z kolei Aprison
i wsp. (7) wstrzykiwali DFP krélikom do pra-
wej tetnicy stonecznej i wykazywali, ze aktyw-
nos¢ cholinesterazy byla bardziej unieczynnio-
na w prawej czesci mézgu anizeli w lewej.
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Mechanizm przemiany zwigzkow FO w orga-
nizmie mozna schematycznie przedstawi¢ na-
st¢pujaco (ryc. 2).

Procesy autodetoksykacyjne
sig glownie przy zatruciach przewleklych i nie
maja wiekszego praktycznego znaczenia przy
zatruciach ostrych. Z tego tez wzgledu prowa-
dzono intensywne badania nad odirutkami
przyczynowymi. Czynnikiem ulatwiajgcym te
badania byly wyniki prac wyjasniajagce me-
chanizm unieczynniania cholinesteraz. Uwzgle-

Zwigzek FO
B
M'a:m Zwigzek Wigzanie
z ChE 1 FFL meroaéoZony z biatkami
Rozpad Produkly Rozpad
rozpadu
Wydalanie Pozostatosc
Ryec. 2. Przemiana zwigzkéw FO w organizmie

dniajgc powyzsze wyniki zakladano, ze jesli
zadziatamy na fosforylowany enzym jakims$
silniejszym nukleofilnym reagentem to wow-
czas uda sie oderwa¢ od enzymu trucizne, a
tym samym reaktywowac¢ enzym. Doswiadcze-
nia Wilsona i Meislicha (57) w pelni potwier-
dzilty te przypuszczenia. Okazalo sig, Ze juz
pod wplywem H,O nastepuje powolna reakty-
wacja cholinesteraz unieczynnionych przez
TEPP. Dodanie za$§ do wody hydroksylaminy
i zwigzkdéw do niej zblizonych przyspiesza ten
proces. Reakcje zachodzgeca wodwezas mozna
przedstawi¢ schematycznie nastepujaco.

(BE...)+R+H,0-+-EH + JOH - R

fosforyl. nietok- produkt

enzym Sycz. przemia-
prod. ny reakty-
hydrolizy  watora

aktyw.
enzym

W ciagu krotkiego czasu znaleziono wiele
reaktywatorow cholinesteraz, z ktérych na
uwage zastugiwaly kwasy hydroksamowe. Oka-
zalo sie, ze te znacznie obnizaja czas péltrwa-
nia zwigzkow FO. Czas poltrwania np. DFP
skraca si¢ z 3000 min. do 9,5 min., a sarinu
z 300 min. do 0,6 min. po podaniu kwasu p-me-
toksybenzohydroksamowego. Szczegélnie efek-
tywne w tej grupie reaktywatoréow okazaly sie
wodzian chloralu kw.-pikolinohydroksamowe-
go 1 metylojodek kw.-nikotynohydroksamowe-
go.

Poczgwszy od 1955 r. glownie dzieki pracom
Wilsona i1 Ginsberga (28, 50) oraz Daviesa
i Greena (19) stwierdzono, ze znaczng reaktyw-
noscig odznaczaja sie niektore oksymy, zwlasz-
cza stosowane dzi§ powszechnie w klinice
ostrych zatrué¢ zwigkami FO, oksymy z jednym
pierScieniem pirydynowym — 2-PAM, Con-
trathion P-2S oraz z dwoma pierécieniami pi-
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rydynowymi TMB-4, toxogonina. Mechanizm
dzialania reaktywatorow na przykladzie 2-PAM
przedstawiono na ryc. 3. Zastosowany 2-PAM
natakuje” kompleks enzym — inhibitor (II) co
prowadzi do przerwania polgczenia pomiedzy
zwigzkami I'O a cnzymem i lgczenia sie oksy-
mu ze zwigzkiem FO (III). Nowy ten zwigzek
ma juz znacznie mniejsze wilasciwosci toksycz-
ne. W dalszej kolejno$ci dochodzi do powsta-
nia nitrylu oraz odlgczenia zmienionego juz
zasadniczo zwigzku FO (IV).

Obecnie prowadzone sg w dalszym ciggu in-
tensywne badania nad efektywnoscig reakty-
wacyjng cholinesteraz przy uzyciu réznych in-
nych zwigzkdéw chemicznych (16, 25, 46).

Efektywno$¢ leczenia reaktywatoréw choli-
nesterazy w duzej mierze zalezy od szybkosci
ich zastosowania po zatruciu. Wykazano bo-
wiem, ze pelna reaktywacja przy réznych
zwigzkach FO wystepuje po ich zastosowaniu
w ciggu 20 min (jedynie przy somanie w ciggu
2 min), nastepnie stabnie przy podaniu ich w
ciggu 4 godzin, a stosowane po 24 godz. nie
dajg absolutnie zadnego efektu.

Stopniowa utrata zdolnosci unieczynnionego
enzymu do reaktywacji byla powodem wysu-
niecia teorii, ze inhibicja cholinesteraz przez
zwiazki FO przebiega w dwéch fazach.

— pierwsza faza: fosforylowa reszta zwigz-
ku FO t1gczy sie z takim fragmentem po-
wierzchni aktywnej enzymu (byé moze imida-
zolem histydyny), z ktérego lekko moze by¢
wyparta przy dziataniu nukleofilnych reakty-
watorow,

— druga faza: fosforylowa reszta zwigzku
FO zostaje przeniesiona na drugi odcinek (se-
ryna), z ktorym wigze sie trwale.

Powyzsza hipoteza nie zostala wprawdzie po-
twierdzona do$wiadczalnie lecz jest szeroko
rozpowszechniona w pismiennictwie.
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Ryc. 3. Mechanizm dzialania oksymoéw (PAM)

Objasnienia: I = wiazanie FO z ChE; II = przerwanie
wigzania (PAM); III = wiazanie PAM z FO; IV = oddzie-
lenie zmienionego FO.

Inaczej natomiast jest interpretowane to zjawisko
przez Cohena i Osterbahna (17), ktérzy dziatali na
surowice konskg DFP znaczonym radiofosforem (P?%),
a nastepnie badali zdolno$¢ reaktywacyjng enzymu
przy podawaniu 2-PAM-u. Okazalo sie, Ze przy dzia-
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laniu DFP na cholinesteraze wiaze sie w pierwszej
fazie grupa dwuizopropylofostorowa, z ktérej nastep-
nie odszczepia sie jedna grupa izopropylowa i two-
rzy sie enzym jednoizopropylofosforowy. W tej tez
fazie zanika zdolno$¢ reakiywacyjna enzymu.

(@]
enzym I
dwuizopropylofosforowy E—P< 8(}3131‘17
O
I oc.H enzym
TP 3y jednoizopropylofosforowy
E—P < OC,H, J propy C y

Z danych tych wynika wiec, ze zdolnosé recaktywa-
cyjna enzymu zalezy nie od szybkoéci hipotetycznego
przeniesienia reszty fosforylowej z jednego odcinka
powierzchni enzymu na drugi, a od budowy reszty
fosforylowej zwigzanej z bialkiem enzymu.

Istniejg rowniez dane wskazujgce, ze wspol-
dziatanie reaktywatora z fosforyzowanym enzy-
mem nie jest jedyne. Reaktywatory cholineste-
raz moga wspoétdziata¢ réwniez bezposrednio ze
zwigzkiem FO i w wyniku tworzg sie nieto-
ksyczne produkty hydrolizy. Mozliwe tez jest
bezposrednie wspoldzialanie reaktywatora =z
cholinesterazami powodujace krétkotrwale u-
nieczynnienie enzymu co moze stanowié¢ zabez-
pieczenie cholinesteraz przed inhibicyjnym dzia-
laniem zwigzku FO. Mozliwe jest réwniez
wspoldzialanie reaktywatora z ACh, w wyniku
ktérego nastepuje bardziej lub mniej wyrazna
hydroliza substratu (Holmstedt- za 29). Ostatnio
zas wysunieto hipoteze, ze oksymy cechujg sie
réwniez zdolno$cia hamowania syntezy ACh
(27).

Poszczegolne reaktywatory cholinesteraz cha-
rakteryzuja sie na ogét dobrymi efektami lecz-
niczymi przy ostrych zatruciach zwigzkami
FO (z wyjatkiem somanu), przy czym rodzne
reaktywatory odznaczajg sie rdézng skuteczno$-
cig przy réznych zwigzkach FO. Ogélnym zas
ich mankamentem jest to, ze zbyt szybko sa
wydalane z organizmu (37).
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Wojska

BROWN A. L., MERRY D. L.. BECKENHAUER W.
H.: Szczepionka przeciwko wéciekliznie oparta o zy-
wy zmodyfikowany wirus, HEP, szczep Flury na-
mnozony na ustalonej linii komodrkowej nerki psa.
Badanie trzy lata trwajacej odpornoSci u psow.
(Modified live-virus rabies vaccine produced from
Flury, high-passage virus grown on an established
canine-kidney cell-line: three year duration of im-
munity study in dogs). Am. J. vet. Res. 34, 1427—
1432, 1973 (11).

Psy w szeSciu grupach szezepiono domigsniowo
lub podskérnie petng, wzglednie 1/10 dawki, czasa-
mi 1/100 dawki zywej szczepionki przeciw wéciekli-
znowej. Szczepionka zawierala atenuowany szczep
Flury, HEP, namnozony na ustalonej linii komérko-
wej nerki psa. Préobki do badan w odczynie sero-
neutralizacji pobierano przed szczepieniem oraz po
1, 2, 3, 4 i 8 tyvgodniach oraz 6, 12, 24 i 36 miesia-
cach po szczepieniu. Po 41 miesigcach po szczepie-
niu szczepione zwierzeta zakazono domieé$niowo, za$
po 38 miesigcach podskérnie zZywym pelnozjadli-
wym szcezepem ulicznym wirusa wécieklizny. Dawka
wirusa wynosita 10—588 MICLD50/0,03 ml. Wszystkie
psy szczepione domie$niowo, za wyjatkiem psa za-
szczepionego 1/100 dawki szczepionki, byly w pelni
odporne na zakazenie wirusem ulicznym. SpoSrod
20 psow zaszczepionych podskérnie 17 bylo odpor-
nych na zakaZenie. Wyniki odczynu scroneutraliza-
c¢ji wykazaly, ze najlepsza odpornosé uzyskuje sig
po szczepieniach domie$niowych. Wzrost wysokosci
miana po zakazeniu u sztuk szczepionych przema-
wia za reakejg anamnestyczng na antygen wirusa
ulicznego.
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