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MEHANIZAMD]JELOVANJA NERVNIH
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{Primljeno 11. IV 1964)

Istrazivan je utjecaj koncentracije luminola na ovisnost jakosti kema-
luminescencije o reakcionom vremecnu, a u prisutnosti sarina u reakcionoj
smjesi. Ustanovljeno je katalatitko djelovanie DFP-a, tabuna i sarina na
otopine perborata. Dobiveni rezultati kori$¢eni su za interpretaciju meha-
‘nizma djelovanja nervnih otrova na luminolsku reakeiju.

UvoD

Organofosforni otrovi, narodito nervni otrovi, ali i neki pesticidi, dje-
luju kao efektori na kemiluminescenciju luminola (3-aminoftaldrazida)
u tom smislu, da u odredenim pokusnim uvjetima u razmjerno malenim
koncentracijama znatno poveavaju intenzitet luminescencije (1). Iz-
medu intenziteta luminescencije koja je izazvana takvim efektorskim
djelovanjem i koncentracije upotrebljenog organofosfornog otrova po-
stoji, redovito, jednostavni funkcionalni odnos, &esto linearni odnos, pa
se zbog toga mjerenjima intenziteta luminescencije mogu vrsiti kvanti-
tativna odredivanja tih otrova na temelju odgovarajuée bazdarne kri-
vulje.

Mehanizam navedenog efektorskog djelovanja poznat je samo u
glavnim crtama, a narolito nije poSlo za rukom teoretski interpretirati
eksperimentalnu ¢injenicu da u kvantitativnom pogledu postoje veoma
velike razlike u djelovanju pojedinih otrova. Neki otrovi djeluju na
luminescenciju luminola intenzivno, a drugi veoma slabo ili nikako.

Uzimajuéi u obzir ove &injenice, bilo je od interesa raditi, izvodeci
specijalne pokuse, na otkrivanju kinetitkog mehanizma djelovanja orga-
nofosfornih otrova na kemiluminescenciju luminola. Odgovarajuée po-
kuse izveli smo primjenom veoma osjetljive fotoelektri¢tne mjerne apa-
rature te sistematskim mijenjanjem koncentracionih odnosa reakcionih
komponenata. Dobivene rezultate ¢emo ovdje ukratko prikazati,
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REZULTATI

Za otkrivanje kinetitkog mehanizma kemiluminescencije bilo je naj-
vafnije ustanoviti utjecaj koncentracije supstrata (luminola) na brzinu
reakcije. Kad se smatra da je luminoliska reakcija modelna reakcija za
enzimatsko djelovanje, pri éemu organofosforni spoj igra ulogu »enzi-
mac, ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata treba da se ravna
po Michaelis-Mentenovoj “teoriji (2). Po toj teoriji (poletna) brzina
reakcije (v) raste s porastom koncentracije supstrata [S], pa kod velike
koncentracije supstrata postizava maksimalnu (konstantnu) vrijednost
(Vm) prema poznatoj jednadbi:

Vi (5]
Ks + [S] [
(Ks = Michaelisova konstanta)

Kad se kao mjera za brzinu reakcije uzima pri luminolskoj reakciji
maksimalna jakost luminescencije (®n) unutar jednog pokusa (maksi-
mum vremenske reakcione krivulje za odredenu koncentraciju supstrata
i drugih komponenata reakcije):

v = Qmn za odredenu [S],

pa kad se radi s razmjerno velikim koncentracijama otrova (»enzima),
za izopestoks, DFP i tabun zaista je potvrdena Michaelis-Mentenova
teorija (3). Vremenske krivulje luminescencije pokazuju u ovim slula-
jevima po jedan maksimum ((w), a ovisnost toga maksimuma o kon-
centraciji supstrata odgovara jednadibi [1].

Kad se, medutim, ispita utjecaj koncentracije supstrata u prisutnosti
sarina (izopropoksimetil fosforil fluorida) kao »enzima«, moZze se pri
izvedbi precizn’h mjerenja ustanoviti da vremenske krivulje imaju po
dva maksimuma. To znadi, dvije maksimalne brzine ili dvije vrijednosti
v u jednadzbi [1] za jednu odredenu koncentraciju supstrata. Visina tih
maksimuma i njihov medusobni odnos ovisan je pretezno o upotreblje-
noj koncentraciji supstrata. Niz takvih vremenskih krivulja luminescen-
cije prikazuje slika 1. Ove krivulje se odnose na koncentraciju sarina
od 7,18 - 10—*M, perborata od 8,910 M i na slijedeée koncentracije
luminola:

E18: 102 Krivulja 1
6,77 2
11,29 3
22,58 4
56,44 3
112,88 6
169,32 7
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SL 1. Krivulje kemiluminescencije za razlitite koncentracije luminola (supstrata)

Uputno je razlikovati na tim krivuljama I ili »brzi« maksimum od
IT ili »sporog« maksimuma. Prvi se javlja na poletku reakcije i brzo
nestaje, a drugi se javlja kasnije i njegova vrijednost se znatno sporije
smanjuje. Kod najmanje koncentracije supstrata (Kriv. 1) postoji samo
drugi (spori) maksimum. Porastom koncentracije supstrata (Kriv. 2) taj
maksimum postaje vidi i izrazitiji. Brzina reakcije kojoj pripada taj
maksimum se povetava. Kad se koncentracija supstrata jof vise pove-
¢ava (Kriv. 3), drugi maksimum se jo§ malo povisuje, ali istovremeno
javlja i slabi prvi (brzi) maksimum (Kriv. 8). Daljim porastom koncen-
tracije supstrata dolazi do smanjenja visine drugog maksimuma i povi-
Senja prvog (Kriv. 4, 5 i 6), a kod najveée upotrebljene koncentracije
supstrata (Kriv. 7) vremenskoj krivulji luminescencije pripada veoma
visoki i izraziti prvi maksimum i veoma smanjeni drugi maksimum. Kad
se prikaZu ove maksimalne vrijednosti intenziteta luminiscencje u ovi-
snosti 0 upotrebljenim koncentracijama supstrata [S], dobiju se kri-
vulje slike 2. Prva od tih krivulja se odnosi na prvi (brzi) maksimum,
a druga krivulja na drugi (spori). '

Budu¢i da maksimalnu vrijednost luminescencije ((hm) uzimamo kao
mjeru za brzinu odredene luminolske reakcije, mo¥emo smatrati da se
zapravo u ovim slutajevima — kad krivulja pokazuje dva maksimuma
- zbivaju dvije razlitite reakcije. Jedna brza i jedna spora. Brza re-
akcija je izrazita u prisutnosti $to veée koncentracije luminola, a nje-
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zina brzina, a time i intenzitet luminescencije, vanredno se poveéava
porastom koncentracije sarina. I kod najveéih koncentracija luminola
i sarina, koje smo mogli upotrebljavati, ova reakcija ne pokazuje ni-
kakvu inhibiciju suviSkom supstrata ili »enzima«. Krivulje 1 i 3 na
slici 3 prikazuju ovisnost brzine ove reakcije (Pm = v) o koncentra-
ciji sarina (c¢) za dvije razli¢ite koncentracije luminola (3,4-10—°M i
169,3 - 10—° M). Iz poloZaja ovih krivulja u koordinatnom sustavu jasno
se moZe razabrati i utjecaj koncentracije luminola na brzinu reakeije.

Spora reakcija, koja je izrazita pri manjim koncentracijama supstrata,
daje prema krivulji 2 na slici 2 veoma jasnu pojavu inhibicije suviskom
supstrata. To znadi, porastom koncentracije luminola brzina se naj-
prije poveava, postizava maksimalnu vrijednost, pa se daljim porastom
supstratne koncentracije brzina opet pravilno i1 zakonito smanjuje.
Sli¢ni rezultati su dobiveni i pri ispitivaniu utjecaja koncentracije sarina
na brzinu reakcije. Krivulje 2 i 4 na slici 8 prikazuju ovisnost brzine
spore reakcije o koncentraciji sarina za dvije razli¢ite naprijed nave-
dene koncentracije luminola.

50 100 5 150X 105 M

Sl. 2. Ovisnost maksimalne jakosti luminescencije (Q,,) o koncentraciji supstrata [S];
1 brzi maksimum, 2 spori maksimum
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Sl. 3. Ovisnost maksimalne jakosti luminescencije ((p,,) o koncentraciji sarina (c) za
dvije razlitite koncentracije luminola. Krivulje 1 i 8 se odnose na brzu reakciju, a
krivulje 2 i 4 na sporu reakciju

Ove dvije reakcije, brza i spora, imaju otito razlitite mehanizme.
MozZemo smatrati da je brza reakcija, zapravo, izravna kemijska reak-
cija sarina s luminolom i vodikovim peroksidom. Sarin prenosi kisik
vodikova peroksida (perborata) na luminol. Dehidrira luminol i sam
hidrolizira. Uslijed dehidracije (oksidacije) luminola, stvaraju se po
zamrenom reakcionom mehanizmu ekscitirani ioni luminola, koji svoju
energiju ekscitacije (reakcionu energiju dehidracije) emitiraju kao
svjetlo luminescencije. To je po mehanizmu modelna reakcija peroksi-
dativnog djelovanja. Ova reakcija se moZe lijepo formulirati na natin
kako se opéenito kineti¢ki formuliraju enzimatske reakcije. Ako se sarin
(enzim) oznali sa EX, peroksid sarina sa EO(O)H, luminol (supstrat)
sa S, dehidrirani luminol sa SO i hidrolizirani sarin sa EOH, imat éemo
ovaj mehanizam reakcije:

EX + H,0, —~ EO(O)H + HX

i
1. S + EO(O)H > SEO(O)H
k,
9. SEO(O)H — SO + EOH k*

Jasno je da ¢e brzina ove reakcije biti to veéa $to je veéa koncen-
tracija sarina i luminola, a i inate ée se brzina ravnati po Michaelis-
Mentenovoj teoriji.
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. Na proces stvaranja peroksida sarina mo’e se, medutim nadovezati
i{ {zakcqa toga peroksida s daljom molekulom (ionom) vodikova pero-
sida:
3. EO(OH + H,0, -~ EOH + O, + H,0

Ova reakcija odgovara oslobadanju elementarnog kisika iz molekule
vodikova peroksida. To je, zapravo, katalati‘ko djelovanje sarina na
perborat. Ova reakcija 3. predstavlja konkurentnu reakciju prema re-
akcijama 1. 1 2., a na reakciju 3. moZe se nadovezati izravna oksidacija
luminola elementarnim kisikom.

4. 28 + 0, 280

Ova reakcija 4. je dehidracija luminola utjecajem elementarnog. ki-
sika, pa takoder moze dati kemiluminescenciju.

Smatramo da je reakcija 3. i 4. daju naprijed opisanu sporu reakciju
luminola s II maksimumom na vremenskim krivuljama luminescencije,
dok reakcije 1. 1 2. odgovaraju brzoj reakciji i I maksimumu. Jasno
je da ¢e se reakcije 1.1 2. zbivati pri velikim koncentracijama luminola,
a ta velika koncentracija supstrata inhibirat ¢e reakcije 3. 1 4., kako je
i eksperimentalno ustanovljeno. Reakcije 1. i 2., naprotiv, ne mogu
dati inhibiciju suvi$kom supstrata (vidi sliku 2. kriv. 1.).

Navedene pretpostavke o reakcionom mehanizmu luminolske reakcije
u prisutnosti sarina potvrdili smo jo$ i ispitivanjem utjecaja suviSka
vodikova peroksida na ovu reakciju. Ustanovili smo, naime, da suviSak
vodikova peroksida inhibira brzu reakciju, smanjuje vrijednost prvog
maksimuma, a povetava vrijednost drugog maksimuma. To znadi da
povetava brzinu spore reakcije. Jasno je da je brzina parcijalne re-
akcije 3. to veda $to je veéa koncentracija vodikova peroksida. S druge
strane, $to je vefa brzina reakcije 3. to ée biti ravnoteza 1. vise po-
maknuta na lijevu stranu, i to ée biti manja brzina reakcije 2. Dobiveni
rezultati o utjecanju suviska vodikova peroksida na luminolsku reakciju
se, dakle, dobro slazu s prikazanim reakcionim mehanizmom.

Taj reakcioni mehanizam, nadalje, pretpostavlja da sarin, odnosno
peroksid sarina, a moZda 1 hidrolizni produkti sarina, djeluju katalaticki
na perborat, odnosno na H,0,. Zbog toga smo ispitali izravni utjecaj
DFP-a (diizopropil fluorofosfonata), tabuna (dimetil-amido-etoksifosfo-
ril cijanida) 1 sarina na perborat (NaBO, - H,0, - 3H,0), koji u otopini,
zapravo, predstavlja alkali¢nu otopinu vodikova peroksida. Uzeli smo
18 - 10— M otopine perborata u vodi i dodali toliko otrova da je kon-
centracija bila 1-10—% M. Titracijama sa 0,05 N otopinom KMnO, pra-
tili smo vremenski tok smanjenja koncentracija H,0, u tim otopinama.
Reakciona temperatura bila je 25° C. Dobivene rezultate prikazuju gra-
fitki krivulje na slici 4. Na toj slici a %o oznatuje relativnu koncen-
traciju perborata (pofetna koncentracija = 100 %), a ¢ je reakciono

_vrijeme u satima. Krivulja 1 se odnosi na DFP, krivulja 2 na tabun i
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krivulja 3 na sarin. Jasno se vidi da sarin, odnosno hidrolizni produkti
sarina, zaista djeluje katalati¢ki na perborat, dok drugim navedenim
otrovima ovo svojstvo pripada samo slabo, odnosno prakti¢ki nikako.
Utjecaj navedenih otrova na perborat se prema tome takoder slaZe s
prikazanim reakcionim mehanizmom.
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Sl. 4. Ratalatitko djelovanje DFP-a (1) tabuna (2) i sarina (3) na perborat

Kad se prikazane reakcije (brza i spora) promatraju kao zasebne sa-
mostalne reakcije, koje se zbivaju istovremeno (simultane reakcije), ipak
se mora pretpostaviti da ¢e jedna utjecati na brzinu druge i obratno.
MoZe se zbog toga olekivati da ée velika relativna brzina jedne reakcije
uvjetovati malenu brzinu druge, i obratno. Buduéi da brza reakcija (I
maksimum) prevladava pri velikim koncentracijama luminola, jasno
je da ¢e ovim pokusnim uvjetima biti potisnuta spora reakcija (II ma-
ksimum). Ta pojava ée se manifestirati kao inhibicija suvishom sup-
strata za sporu reakciju. Obradba velikog broja eksperimentalnih re-
zultata u navedenom smislu potvrdila je ovaj zakljutak. Tablica 1. daje
rezultate za intenzitet luminescencije u II maksimumu (Qwi) u ovisno-
sti koncentracije luminola za tri razlilite koncentracije sarina. Jasno
se vidi da se zaista, polev§i od luminolske koncentracije: 11,8 - 10— M,
daljim porastom ove koncentracije znatno i pravilno smanjuje jakost
luminescencije. Obradba dobivenih rezultata po kinetitkoj teoriji inhi-
bicije suviskom supstrata dala je dobre rezultate.
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Tablica 1. Inhibicija luminescencije u 1l maksimumu (Q pqp) suviskom supstrata

(luminola)
Dmn
Luminol Sarin
M.105
1,43.10—M 2,85.10—M 7,13.10—M
0,56 4,7 59 223
0,79 21,2
1,13 5,1 9,9 38,1
2,26 10,3 52,6
3,39 18,5 15,5 : 60,5
451 66,0
5,64 16,1 - 17} 78,0
6,77 78,0
11,29 18,1 15,8 80,0
22,58 17,4 157 64,0
56,44 121 15,1 49.5
112,88 10,0 11,5 215
169,32 1,7 8,4 22,0
225,76 5,8 7,1 19,5
ZAKLJUGAK

Mjerenjima jakosti kemiluminescencije luminola u prisutnosti nervnih °
otrova (sarina, tabuna, DFP) u razli¢itim pokusnim uvjetima, a primje-
nom vrlo osjetljive fotoelektri¢ne sprave, istraZivan je mehanizam dje-
lovanja tih otrova na luminolsku reakciju. Ustanovljeno je da krivulja
luminescencije (intenzitet luminescencije u ovisnosti o reakcionom vre-
menu) luminola u prisutnosti sarina pokazuje dva maksimuma, brzi
i spori. Intenzitet tih maksimuma na krivulji luminescencije ovisan je
o pokusnim uvjetima. Prvi (brzi) maksimum intenziteta traje veoma
kratko, izrazit je kod vele koncentracije supstrata (luminola) i veée
koncentracije sarina (»enzima«), a ne daje inhibiciju sa suvikom
supstrata. Drugi (spori) maksimum intenziteta traje naprotiv znatno
dulje, izrazit je kod manje koncentracije supstrata kao i sarina, pa je
lako pristupatan inhibitorskim udincima djelovanjem suviska supstrata.

Na temelju eksperimentalnih rezultata poku$ano je postaviti reakcioni
mehanizam za djelovanje sarina i drugih nervnih otrova na luminolsku
reakciju. Postoji moguénost da se ustanovljeni efekti u vezi s drugim
¢injenicama koriste za razlikovanje pojedinih nervnih otrova.
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Zusammenfassung

UBER DIE LUMINESCENZ DES LUMINOLS, XIII. UBER
DEN WIRKUNGSMECHANISMUS VON NERVENGIFTEN
AUF DIE CHEMILUMINESCENZ

Durch Messungen der Intensitit der Chemiluminiscenz des Luminols in Abhingig-
keit von der Reaktionszeit und ber Anwesenheit von Nerwengiften (Sarin, bzw. Tabun,
oder DFP) wurde der Wirkungsmechanismus dieser Gifte auf die Luminolreaktion
ndher untersucht. Es wurde festgestellt, dass die Intensitit-Zeitkurve der Luminol-
reaktion bei Anwesenheit von Sarin zwei Maximume aufweist (vergl. Abb. 1), deren
gegenseitiges Verhdltnis von der Luminolkonzentration abhingt. Die anderen Nerven-
gifte ergeben Kurven nmur mit einem Maximum. Es wurde versucht auf die Reaktion
die Gesetzmissigkeiten der Kinetik enzymatischer Reaktionen anzuwenden, wobei dem
Luminol die Rolle des Substrates und dem Nervengift die des Enzyms zukommt. Die
Gifte sind als Modellsubstanzen fiir Peroxydase bzw. Katalase aufzufassen, indem sie
den Sauerstoff des Perborats af das Luminol ibertragen, bzw. das Perborat (alka-
lische H,O, — Ldsung) zersetzen. In beiden Fillen wird das Luminol dehydriert und
die Reaktionsenergie in Form von Luminescenzlicht ausgestrahlt,

Bei der Betrachtung der Wirkung von Sarin (iso Propoxymethyl-phosphoryl Fluo-
rid) auf die Luminolreaktion ist es mun zweckmaissig anzunehmen, dass gleichzeitig
zwei Reaktionen mit verschiedenem Mechanismus verlaufen. Eine »rasche«, die das
erste Maximum der Luminiscenzintensitit bedingt und eine »langsame« mit dem zwei-
ten Maximum der Intensitit-Zeitkurve. Die rasche Reaktion verursacht eine stetige
Zunahme der maximalen Luminescenzintensitit (¢)m) (Abb. 2) mit der Substrat-(Lu-
minol-) Konzentration, wihrend die langsame Reaktion eine ausgesprochene Inhibition
durch den Uberschuss des Substrates aufweist (Kurve 2. der Abb.2). Diese Tatsachen,
sowie die Messungen der Luminescenzintensititen fiir verschiedene Sarinkonzentra-
tionen (Abb. 38). stiutzen die Annahme, dass die rasche Reaktion eine Peroxydasenwir-
kung, etwa nach den Reaktionsgleichungen 1. und 2., darstellt, wihrend die langsame
Reaktion als eine Katalasewirkung im Sinne der Reaktionsgleichungen 3. und 4. auf-
zufassen dst. Durch Anderung der Reaktionsbedingungen, besonders der Luminolkon-
zentration, kann bewirkt werden, dass die eine bzw. andere Wirkungsweise des Sarins
iberwiegt.

Durch gesonderte Versuche wurde festgestellt, dass dem Sarin tatsichlich eine aus-
gesprochene Katalasewirkung dem Perborat gegeniiber zukommt (vergl. Abb. 4). Diese
Wirkung dst fiir Tabun und DFP wesentlich geninger. Damit 1st erklirlich, dass die
beiden letzteren Nervengifte auf die Luminolreaktion nur eine Peroxydasenwirkung
ausiiben und dementsprechend ihre Intensitit-Zeitkurwen nur ein Maximum aufweisen.
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