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Prikazani su osnovni podaci o mehanizmu inhibicije kolinesteraze
organofosfornim spojevima kao i o svojstvima inhibiranog enzima.
Opéirnije je opisan mehanizam reaktivacije inhibirane kolinesteraze, a
osobito terapijske moguénosti koje se danas primjenjuju pri otrovanju
tim inhibitorima.

Uporedo s boljim razumijevanjem mehanizma toksi¢nog djelovanja
kojim razli¢iti otrovi ispoljuju svoje utinke raste i broj novih antidota,
od kojih su neki izrazito specifiéni 1 djelotvorni. Tako je 1 otkri¢e prirode
biokemijskog o$te¢enja pri otrovanju organofosfornim spojevima omogu-
¢ilo pripremu kemijskih antidota iz grupe oksima. Ti spojevi zauzimaju
medu antidotima naroito mjesto, jer se njihovo terapijsko djelovanje
prvenstveno zasniva na reparaciji biokemijske lezije izazvane organo-
fosfornim spojevima.

Toksi¢no djelovanje organofosfornih spojeva temelji se u prvom redu
na inhibiciji kolinesteraze. Proces inhibicije dobro je poznat, i danas
znamo da se pri reagiranju inhibitora s kolinesterazom stvara fosforili-
rani enzim. Pokazalo se da na stabilnost fosforiliranog enzima mozemo
utjecati supstancijama koje imaju nukleofilna svojstva. Zahvaljujuéi
tim svojstvima, mnogi su se oksimi pokazali in vitro i in vivo kao djelo-
tvorni reaktivatori inhibirane kolinesteraze.

Terapijsko djelovanje nekog oksima zavisi, medutim, ne samo od nje-
gove sposobnosti da reaktivira inhibiranu kolinesterazu, ve¢ i od njegove
osnovne otrovnosti, brzine postizanja terapijske koncentracije u krvi, te
njegove distribucije i perzistencije u organizmu,
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Ovaj prikaz sadrZi terapijske moguénosti koje se danas primjenjuju
pri otrovanju organofosfornim spojevima i osnovne podatke o mehanizmu
inhibicije i reaktivacije kolinesteraze kao i podatke o svojstvima inhibi-
ranog enzima. Prikaz je podijeljen u slijedeéa poglavlja:

I ' Opéenito o inhibiciji i reaktivaciji kolinesteraze

1. Hidroliza supstrata

2. Inhibicija

3. Spontana reaktivacija

4. Reaktivacija nukleofilnim reagensima
5. Starenje inhibirane kolinesteraze

IT Mehanizam toksi¢nog djelovanja organofosfornih spojeva i simpto-
matologija otrovanja

III Terapijske moguénosti pri otrovanju organofosfornim spojevima

1. Razaranje inhibitora ,

2. Bioloski aktivne supstancije, koje Stite kolinesterazu kompetitiv-
nom inhibicijom

8. Supstancije koje sprecavaju sintezu odnosno oslobadanje acetil-
kolina

4. Supstancije koje blokiraju acetilkolinske receptore

5. Supstancije koje reaktiviraju fosforiliranu kolinesterazu

IV Biologka svojstva oksima i njihova terapijska vrijednost pri otrova-
nju organofosfornim spojevima

1. Neke fizikalno-kemijske karakteristike oksima

2. Toksi¢nost oksima

3. Distribucija i ekskrecija oksima

4. Reaktivacija fosforilirane kolinesteraze in vitro i in vivo

5. Utinci oksima na pojedine simptome otrovanja organofosfornim
spojevima :

6. Terapijski uéinci oksima i atropina pri otrovanju organofosfornim
spojevima

7. Terapijsko djelovanje PAM-2 kod ljudi otrovanih organofosfor-
nim spojevima

IOPCENITO O INHIBECITL I REAKTIVACI]I
KOLINESTERAZE

1. Hidroliza supstrata
U metabolizmu acetilkolina sudjeluju dva enzima. To su kolinaceti-

laza, koja katalizira sintezu acetilkolina, i acetilkolinesteraza, koja kata-
lizira njegovu hidrolizu na kolin i octenu kiselinu (1).
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Acetilkolinesteraza se nalazi u mozgu i perifernom nervnom sistemu,
zatim u miSi¢ima i Zlijezdama, a takoder u stromi eritrocita. Nazivamo
je i specifitnom kolinesterazom, jer ima izraziti afinitet za acetilkolin.
Pored acetilkolinesteraze postoji u Zivotinjskom organizmu i pseudokolin-
esteraza, kojom obiluje serum nekih sisavaca a rasprostranjena je u
gotovo svim tkivima. Dok je fizioloSka funkcija acetilkolinesteraze u
nervnom tkivu dobro poznata — ona razgraduje acetilkolin osloboden
nervnim impulsom - fizioloSka funkcija nespecifi¢ne kolinesteraze nije
razjaSnjena kao $to nije razja$njena mi fizioloSka funkcija acetilkolin-
esteraze u eritrocitima.

Aktivni centar acetilkolinesteraze sastoji se od dva dijela: esterskog
mjesta na kojem se hidrolizira esterska veza i anionskog mjesta na koje
se veze polarni dio molekule supstrata (2, 3, 4, 5). Anionsko mjesto pri-
vla¢i pomoc¢u Coulombovih sila kvarterni dusikov atom acetilkolina i time
usmjeruje i fiksira supstrat u poloZaju koji omoguéuje esterskom mjestu
da ispolji svoj hidrolitski ucinak.

Hidroliza acetilkolina odvija se u nckoliko medustadija, a ti su veza-
nje supstrata na enzim, hidroliza estera — uz oslobadanje kolina i vezanje
acetilne grupe na bazi¢nu grupu esterskog mjesta — i, najposlije, hidroliza
acetiliranog enzima. Taj se proces, prema (Wilsonu, Bergmannu i Nach-
mansohnu (6), moze prikazati ovim nizom reakcija:
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Acetilirani enzim (ES’) je vrlo nestabilan i njegovo polovitno vrijeme
zZivota iznosi tek dio'jedne milisekunde (7).

2. Inhibicija

Medu kolinesteraznim otrovima razlikujemo reverzibilne i ireverzibilne
inhibitore kolinesteraze. Reverzibilni su oni kod kojih se kompleks izmedu
inhibitora i enzima disociira uklanjanjem slobodnog inhibitora dijalizom
ili na neki drugi nadin, a to znadi da postoji ravnoteza izmedu slobodnog
inhibitora i enzima. Kod ireverzibilnih inhibitora inhibicija je progresivna
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s vremenom i na nju ne mozemo utjecati razredivanjem sistema ili ukla-
njanjem slobodnog inhibitora pomocu dijalize; kao $to je to pri inhibiciji
reverzibilnim inhibitorima.

Organofosforni spojevi najvanija su grupa ireverzibilnih antikolin-
esteraza. Oni inhibiraju kolinesterazu fosforiliranjem aktivnog centra
enzima. Proces inhibicije analogan je prije prikazanom procesu hidrolize
supstrata (8). Fosforiliranje se vr§i na esterskom dijelu aktivnog centra,
a proces inhibicije se moZe prikazati ovim jednadfbama (9).
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3. Spontana reaktivacija

Fosforilirani enzim EI” moZe reagirati s vodom na analogan natin kao
acetilirani enzim (8). Medutim, bitna je razlika izmedu ta dva procesa
u tome Sto proces defosforilacije tede znatno sporije:
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Stabilnost fosforiliranog enzima zavisi od alkilnih grupa (R) vezanih
na fosfor pa stoga brzina spontane reaktivacije, tj. brzina reagiranja
razliditih tipova fosforilirane acetilkolinesteraze s vodom, znatno varira.
Spontana reaktivacija dimetilfosforilirane kolinesteraze zbiva se brze
nego kod bilo kojeg drugog tipa dialkilfosforilirane kolinesteraze (10).
Oko 50°%0 dimetilfosforilirane kolinesteraze eritrocita kuniéa spontano
se reaktivira ve¢ za 90 minuta pri 837° C i pH 7.8 (11). Kod dietilfosfori-
lirane kolinesteraze ljudskih eritrocita zbiva se 25-40% spontane reakti-
vacije pri 87° C i pH 7.45 za 24 sata (10, 12). Isti autori nisu, medutim,
nasli nikakvu spontanu reaktivaciju u sluéaju diizopropilfosforilirane i
izopropilmetilfosforilirane kolinesteraze.

Otito je da se pri hidrolizi fosforiliranog enzima ne oslobada prvobitni
inhibitor veé¢ neaktivna dialkilfosforna kiselina. I to je jedna od osnevnih
razlika ireverzibilnih inhibitora u odnosu na reverzibilne,
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4. Reaktivacija nukleofilnim reagensima

Buduéi da je u fosforiliranoj kolinesterazi fosfor elektrofilan, voda,
premda relativno slab nukleofilni reagens, moZe u odredenim slucaje-
vima reaktivirati inhibiranu kolinesterazu. Djelotvorni reaktivatori in-
hibirane kolinesteraze bit ¢e, medutim, one supstancije kojih su nu-
kleofilna svojstva znatno jace izraZena.

Wilson (13) je utvrdio da kolin i hidroksilamin reaktiviraju dietil-
fosforiliranu kolinesterazu mnogo bre negoli sama voda, a dvije godine
kasnije su Wilson i Meislich (14) postigli uspje$nu reaktivaciju diizopro-
pilfosforilirane kolinesteraze in vitro razrijedenim otopinama nekih hi-
droksamskih kiselina. Doskora se, medutim, pokazalo da su medu istrazi-
vanim supstancijama najdjelotvorniji reaktivatori spojevi iz grupe oksi-
ma (14, 15).

Reaktivacija fosforilirane kolinesteraze uvjetovana je koncentracijom
aniona reaktivatora i njegovom nukleofilnom aktivno$éu, sposobnod¢u
primanja protona kisele grupe na esterskoj strani fosforilirane kolineste-
raze, stupnjem komplementarnosti i jadinom vezanja izmedu aniona re-
aktivatora 1 fosforilirane kolinesteraze. Najbolji do sada sintetizirani
reaktivatori su piridinium-2-aldoksim metiljodid (PAM-2) (14, 16, 17,
18) i neki derivati bis-piridinium-4-aldoksima (19, 20, 21, 22, 23).

Reaktivacija fosforiliranog enzima odvija se u dvije faze. U prvoj fazi
formira se kompleks izmedu oksimskog iona i fosforiliranog enzima, a
zatim slijedi otcjepljenje fosforiliranog oksima uz istovremeno vracanje
enzima u aktivni oblik (24, 25, 26). Slijed reakcija mozemo predociti
ovim jednadZbama (9).
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Brzina reaktivacije ne zavisi samo od vrste reaktivatora i od enzimskog
preparata, nego — kao i u slu¢aju spontane reaktivacije vodom — i od
supstituenata vezanih na fosfor. Tako je, na primjer, brzina reaktivacije
razlic¢itih tipova fosforilirane kolinesferaze s kvarternim piridinijevim
aldoksimima bila u ovom medusobnom odnosu: dietoksifosforilirana ko-
linesteraza > metilizopropoksifosforilirana kolinesteraza > diizopropo-
ksifosforilirana kolinesteraza > dimetilaminoetoksifosforilirana koline-
steraza (27). ‘

5. Starenje inhibirane kolinesteraze

Fosforilirani enzim prelazi s vremenom iz reverzibilnog stadija u ire-
verzibilni; u tom se stadiju inaktivirana kolinesteraza ne mofe vike re-
aktivirati nikakvim reaktivatorima. Prelaz reverzibilnog u ireverzibilni
oblik fosforilirane kolinesteraze odvija se in vitro i in vivo (28), i taj
proces nazivamo »starenjem« inhibirane kolinesteraze. Berends i dr. (297
su pokazali da postoji uporednost izmedu brzine »starenja« i brzine ko-
jom se otcjepljuje jedna izopropilna grupa od diizopropilne grupe
fosforiliranog enzima. Na taj su na¢in autoni dokazali da prelaz dialkil-
fosforilirane kolinesteraze i izopropilmetilfosforilirane kolinesteraze u
monoalkilfosforiliranu, odnosno metilfosforiliranu kolinesterazu uzrokuje
stvaranje ireverzibilnog oblika inhibirane kolinesteraze. Proces dealki-
lacije zavisi od vrste radikala R, i R, u molekuli organofosfornog spoja:
on je najbrZi kod diizopropilfosforiliranog enzima, relativno brz kod
dimetilfosforiliranog enzima, a relativno spor kod dietilfosforiliranog
enzima.
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II MEHANIZAM TOKSICNOG DIELOVAN]JA
ORGANOFOSFORNIH SPOJEVA I SIMPTOMATOLOGIJA
OTROVANTJA

Najvazniji akutni toksi¢ni udinci organofosfornih spojeva vezani su uz
inhibiciju kolinesteraze i odgovarajuée nagomilavanje acetilkolina.

Acetilkolin se oslobada na nervnim zavréecima kolinergi¢nih vlakana
kao posljedica prispjelog impulsa, dok se za vrijeme funkcionalnog miro-
vanja oslobadaju tek malene koli¢ine. Emmelin i Maclntosh (30) su po-
kazali da gornji vratni ganglij make luéi na preganglijski podraZaj
25 uy acetilkolina. Oslobodeni acetilkolin difundira kroz sinapsu i veye
se s receptorom na povrSini inervirane strukture i tako uzrokuje njezinu
karakteristiénu aktivnost. U normalnim je tkivima djelovanje acetilko-
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lina vrlo kratko, jer kolinesteraza, koja se nalazi gotovo na istim mjestima
gdje i kolinergi¢ni nervni zavrseci, katalizira njegovu hidrolizu.

Inhibicija kolinesteraze u okolici nervnih zavrietaka dovodi do aku-
mulacije izlutenog acetilkolina (31), i on ¢e u prvom redu na tom mjestu
proizvesti svoje karakteristi¢ne u¢inke. Pored toga, acetilkolin difundira
s mjesta oslobadanja u krv i limfne %ile. Inhibicija kolinesteraze u krvi
uvjetuje porast koncentracije acetilkolina u krvi, i na taj nadin acetil-
kolin moze proizvesti znatajne u¢inke na organima i tkivima koja se
nalaze daleko od mjesta njegova oslobadanja (32).

Redoslijed pojavljivanja simptoma otrovanja organofosfornim spoje-
vima zavisi od doze kao i od puta ulaska otrova u organizam ¢ovjeka (33).
Obi¢no se prvi javljaju muskarinski udinci acetilkolina. To su pojave
izazvane acetilkolinom na sinapsama postganglionarnih parasimpati¢kih
vlakana, a manifestiraju se pri lak§em otrovanju u vidu anoreksije, mué-
nine, znojenja i pritiska u epigastriju i ispod prsne kosti. Pri tefem otro-
vanju razvijaju se jaki abdominalni gréevi, pojacana peristaltika, saliva-
cija, suzenje i dispneja. Jo§ tezi simptomi otrovanja ukljuluju inkonti-
nenciju fecesa i-urina, prekomjernu bronhalnu sekreciju i edem pluéa.

Nikotinski se u¢inci obi¢no pojavljuju tek podto su muskarinski uinci
dosegli umjereni intenzitet. Oni su izazvani djelovanjem acetilkolina na
neuromuskularnim sinapsama voljnih vlakna kao i na zavr§ecima pregan-
glionarnih vlakana simpatitkog i parasimpati¢kog sistema. Ti se udinci
ispoljuju u midiénim trzajima, fascikulacijama i gréevima. Istovremeno
se razvija lako zamaranje 1 umjerena opéa slabost, a pri jalem otrovanju
dolazi do izrazite malaksalosti koja zahvaca i respiratorne miSice.

Centralri udinci acctilkolina izazivaju napctost, tjcskobu, nemir, vrto-
glavicu i emocionalnu labilnost. Dalji su simptomi nesanica, oteZana kon-
centracija, sporo prisjeéivanje i zbunjenost. Pri umjerenom otrovanju
mogu se nadi promjene na elektroencefalogramu, i to iregularnost ritma,
poveéanje potencijala i izbijanje valova vise ili manje sli¢nih valovima
kod epilepsije. Subletalna, odnosno letalna doza organofosfornog spoja
izaziva ataksiju, merazgovijetno izgovaranje rijei, komu, arefleksiju,
Cheyne-Stokesovo disanje i, najposlije, prestanak respiracije. -

Do smrti najées¢e dolazi zbog zastoja disanja. Pokusi na Zivotinjama
(34) su pokazali da ometanje respiracije mogu uzrokovati sva tri ucinka
acetilkolina: bronhokonstrikcija 1 povetana respiratorna sekrecija (mu-
skarinski ucinak), klijenut respiratornih miSi¢a (nikotinski udéinak) ili
depresija respiratornog centra (centralni udinak). Jaka bronhokonstrik-
cija, koja je zapazena kod Zivotinja, nije bila uolena kod tovijeka, a to
se moZe protumaciti razlikom razvijenosti bronhijalne muskulature (35).
Cini se da je klijenut respiratornog centra edlucujuéi faktor, od kojeg
zavisi letalni zavrSetak kod ljudi otrovanih organofosfornim spojevima.
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ITT TERAPIJSKE MOGUCNOSTI PRI OTROVAN]JU
ORGANOFOSFORNIM SPOJEVIMA

Na osnovu toksikodinami¢nih karakteristika otrovanja antikolinestera-
zama, tj. 1. da akumulirani acetilkolin, koji djeluje lokalno, potjete
uglavnom od oslobadanja iz okolnih nervnih zavrietaka, 2. da tom djelo-
vanju donekle moZe pridonijeti povetani nivo cirkulirajuéeg acetilko-
lina i 8. da kolinacetilaza, acetilkolinesteraza kao i proteinski receptor
sudjeluju u nastanku otrovanja, moZemo s obzirom na koristenje sup-
stancija koje antagoniziraju toksi¢ne u¢inke antikolinesteraza predvidjeti
ove terapijske moguénosti:

1. Razaranje inhibitora, 2. zadtitu kolinesteraze od inhibicije, 3. suzbi-
janje lokalne akumulacije acetilkolina na nervnim zavrSetcima, 4. spre-
¢avanje pristupa acetilkolina na receptore i 5. reaktivaciju kolinesteraze.

Prve dvije moguénosti su u biti profilaktiénog karaktera i djelovat ¢e
uspjesno samo prije nego $to otrov dospije do funkcionalnih mjesta
djelovanja.

1. Razaranje inhibitora

Eksterna dekontaminacija

KoZa je vrlo &esto glavni put ulaska organofosfornog spoja u organi-
zam i ujedno je mjesto gdje moZemo otrov najlakSe razoriti kemijskim
reakcijama. ; s

Jedan od prvih opisanih postupaka za dekontaminaciju kove, koji se
jos damas prcporutujc i upotrebljava, je ponavljano pranje koze viodom
t luZnatim sapunom (36, 37). Fredrikson (38) je vi$io dekontaminaciju
koze otrovanih zamoraca pomoéu lu¥natog sapuna (pH 10.5) i uspio spa-
siti 80%o Zivotinja, ako je uklonio otrov do 2 minute nakon perkutane
aplikacije sarina. .

IstraZivana je hidroliza organofosfornih spojeva u prisustvu razliditih
supstancija i nadeno je da tu reakciju kataliziraju hidronijevi ioni i
hidroksilni ion (89), nedisociirane metalne soli (39, 40) i kelati metala
(41). Kloritni ion se pokazao kao najdjelotvorniji agens u hidroliziranju
sarina (42) i kao takav moZe se upotrijebiti za dekontaminaciju koze.
Za to moze posluziti i matrijev bikarbonat (43), ili razrijedena luZina
(44). Ne smiju se upotrijebiti jake lufine a ni organska otapala, a isto -
tako se ne smije iritirati koZa grubim trljanjem.

Narotitu paZnju privukli su spojevi s nukleofilnim svojstvima kao &to
su hidroksamske kiseline i oksimi-zbog njihova reagiranja s organofos-
fornim spojevima. Za razliku od reaktivatorskog dj elovanja nukleofilnih
supstancija na inhibiranoj kolinesterazi, reagiranje tih supstancija s or-
ganofosfornim spojevima nazivamo njihovim reaktorskim djelovanjem.

Hidroliza DFP, sarina (45) i TEPP (46) u vodi ubrzana je hidroksila-
minom. Zavisnost brzine hidrolize od pH otopine ukazuje da je aktivni
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spoj sam hidroksilamin a ne hidroksilamonijev ion. Cjelokupna reakcija
hidroksilamina sa sarinom moze se prikazati ovako:

(Pri0) (Me)PO - F + 3NH, - OH > (PriO) (Me)PO - OH + HF + N, + NH, + 2H,0

Brzina reakcije odredena je, medutim, brzinom stvaranja fosforiliranog
hidroksilamina, a to je jedan od stepena te reakcije:

(Pri0) (Me) PO - F + NH, - OH — (Pri0) (Me)PO - O - NH, + HF

Green i Savilla (47) su studirali hidrolizu sarina sa 2-okso-oksimima
u neutralnoj i slabo luZnatoj otopini 1 ustanovili da se reakcija odvija kao
reakcija prvog reda u prisustvu suviska oksima. I u tom slu¢aju fosfori-
lacija oksima je stepen koji odreduje brzinu hidrolize. Ujedno su autori
utvrdili da je anionska forma oksima aktivna.

Sto se ti¢e reaktivnosti organofosfornih spojeva s oksimima odnosno
hidroksamskim kiselinama, ona se kod slijede¢ih spojeva povetava ovim
redom: paraokson, DFP, TEPP, tabun i sarin.

Unato¢ ¢injenici da brojni oksimi i hidroksamske kiseline reagiraju
s organofosfornim spojevima brZze nego hipoklorni ion, oni ga ipak ne
mogu nadomjestiti za dekontaminaciju koZe.

Razaranje inhibitora u organizmu

Terapijski u¢inak nukleofilnih supstancija zasniva se na reaktorskom
i reaktivatorskom djelovanju tih spojeva i teSko ih je razluditi u istrazi-
vanjima koja se vr§e na otrovanim Zivotinjama. Dok se pri eksternoj de-
kontaminaciji radi samo o kori$tenju njihova reaktorskog djelovanja, pri
testiranju reaktorskog djelovanja antidota u organizmu ne moze se isklju-
¢iti njihovo reaktivatorsko djelovanje na inhibiranu kolinesterazu ni
u sludajevima kad se andidot aplicira Zivotinji prije otrova, tj. sprofilak-
ticki«. Djelotvornost takvog natina aplikacije antidota narocito je istra-
Zivana u odnosu na zaStitu od potencijalnih bojnih otrova iz grupe
antikolinesteraza. U ovom poglavlju navedeni su najznacajniji rezultati
profilakti¢ne aplikacije nukleofilnih supstancija, a o djelovanju oksima
— apliciranih nakon otrova — bit ¢e zasebno govora u poglavlju IV.

Pokusi izvedeni s hidroksilaminom bili su prvi koji su pokazali da se
toksi¢ni udinci -organofosfornih spojeva mogu suzbiti kemijskim spojem
koji djeluje kao specifi¢ni antidot. Medutim, toksi¢nost hidroksilamina
kao i ¢injenica da je njegov profilakti¢ni efekt trajao manje od 80 mi-
nuta iskljuc¢ili su moguénost njegove prakti¢ne upotrebe.

Dalji antagomisti, koji su pokazali profilakti¢nu vrijednost pri otro-
vanju antikolinesterazama, pripadaju hidroksamskim kiselinama i spo-
jevima iz grupe oksima (17, 49). Dultz i dr. (50) su nasli da, pored hidro-
ksamskih kiselina, brojni oksimi za$tiéuju miSeve od 2-3 LDy, doze
sarina. Kao najefikasniji profilakti¢ki spoj pokazao se diacetilmonoksim
(DAM), a njegov ulinak je zavisio od vrste pokusne Zivotinje. DAM se
pokazao mnogo djelotvorniji u $takora negoli u majmuna, zamoraca, ku-
niéa ili miSeva otrovanih sarinom (51).
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Profilakti¢ni ué¢inak PAM-2 istraZen je za niz organofosfornih otrova.
Apliciran miSevima 20 minuta prije supkutane injekcije parationa, DFP,
paraoksona ili sarina ispoljio je najbolji zaStitni uinak kod otrovanja
paraoksonom, neito slabiji kod DFP, dok je kod otrovanja sarinom i
parationom taj uc¢inak bio neznatan (52). :

Bay i dr. (53) su pokazali na kuni¢ima, matkama i psima da je u¢inak
TMB-4 u profilaksi otrovanja sarinom bio mnogo bolji od ué¢inka PAM-2.

2. Bioloski aktivne supstancije koje Stite kolinesterazu kompetitivnom
inhibicijom

Vet su Loewi i Navratil (54) dokazali kompetitivinu prirodu reakcije
fizostigmina i acetilkolina za kolinesterazu. Koster (55) je, ¢ini se, bio
prvi koji je upotrijebio reverzibilne inhibitore kolinesteraze da sprijeti
»ireverzibilnu« inaktivaciju enzima organofosfornim spojem in vivo. Ti
pokusi pokazali su da fizostigmin injiciran prije DFP prije¢i da se DFP
veze za aktivni centar kolinesteraze. U vremenu potrebnom da se kom-
pleks fizostigmin-kolinesteraza raspadne jedan ée se dio nevezanog DFP
hidrolizirati ili izluditi iz organizma. Iste godine dokazao je Koelle (56)
da fizostigmin i neostigmin S§tite kolinesterazu in vitro od inaktivacije
sa DFP.

Koelle (56) je pokazao da prokain djeluje na slican nac¢in kao reverzi-
bilni inhibitori kolinesteraze. Prokain amid hidroklorid se pokazao djelo-
tvornim dodatkom atropinu u profilaksi otrovanja sarinom kod kunita
(57). Terapijsko djelovanje lokalnih anestetika moze se, medutim, tuma-
¢iti njihovom sposobnod¢u da smanjuju oslobadanje acetilkolina na nerv-
nim zavr$ecima (58) ili pak njihovim antagonisti¢nim djelovanjem na
nastale promjene permeabilnosti stani¢ne membrane za K* ili Na—, zbog
¢ega membrana postaje manje osjetljiva na depolariziraju¢e supstancije
kao sto je acetilkolin (59).

Pored navedenih supstancija, i neki kolinski esteri pokazuju umjereni
antagonisticki udinak kod otrovanja organofosfornim spojevima. Tako
su McNamara i dr. (60) objavili da dodavanje metilkolina profilakti¢koj
smjesi atropin sulfata i magnezijeva sulfata — injicira li se intramusku--
larno 15-30 minuta prije intravenozne injekcije DFP — povelava za$titno
djelovanje spomenute smjese za 1.6 puta. Postoje dvije moguénosti me-
hanizma zaStitnog djelovanja metilkolina: (1) da se veZe na receptore
na povrSini stanice i time blokira pristup acetilkolinu na ta mjesta, ili pak
(2) da se kompetitivno veZze na aktivni centar acetilkolinesteraze i time
je stiti od inhibicije organofosfornim spojevima.
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I Su[)stancijg koje sprecavaju sintezu odnosno oslobadanje acetilkolina

Buduéi da su toksi¢ni uéinci otrovanja antikolinesterazama vezani uz
akumulacqu acetilkolina, svaka supstancija koja smanjuje tu akumulaciju
moze predstavll ati po»tencualm antidot. U nacelu, smanjenje akumulacije
acetilkolina mozZe se posti¢i na dva natina: spre¢avanjem sinteze acetil- -
kolina u nervnom tkivu ili. spre¢avanjem nJegova oslobadanja na nerv-
nim zavr$ecima.

Poznato je da mnogi spojevi inhibiraju kolinacetilazni sistem koji je
vazan u sintezi acetilkolina. Aktivnim inhibitorima i vitro pokazali su
se bakarni sulfat, flavonoidi, dibenamin i vitamin K,, pa lizostigmin
1 neostigmin 1 hemikolinium-3 (48).

Medu istraZivanim flavonoidima najaktivniji inhibitor kolinacetilaze
bio je morin. Medutim, testiran in vivo, kao antidot kod otrovanja TEPP
na miSevima (61), tek je neznatno powvmo LDj, organofosfornog spoja.
U istim pOnkusnma atropin, injiciran sam, bio je bez ulinka, a smjesa
atropina i morina povisila je LD;, TEPP za svega oko 30%b.

Svaka supstancija koja blokira transmisiju podrazaja u pretel,mimal—
nim vlaknima blizu neuro-efektorne veze, vjerojatno e spru]ecm oslo-
badanje acetilkolina ili drugog transmitera na nervnim zavriecima.
Poznato je da to svojstvo imaju lokalni anestetici i toksin botulinusa.
Lokalni anestetici djeluju na bilo koji tip Zivca, dok je, medutim, djelo-
vanje botulinusa ograni¢eno samo na kolinergi¢ne zivee (62). Dodava-
njem 1 mg/kg dibukaina smjesi atropina i oksima povecala se profilak-
- ti¢na vrijednost smjese za 30%o, a terapijska za 80%0 u kuniéa otrovanih
organofosfornim spojem (48). Otrov botulinusa nije ispoljio antagoni-

sti¢ki u¢inak (63, 48).

4. Supstancije koje blokiraju acetilkolinske receptore

Antagonizam izmedu atropina i fizostigmina (64, 65) bio je poznat
davno prije negoli je fizostigmin otkriven kao antikolinesterazni spoj
(54). McNamara i dr. (60) surnash da je magnezijev sulfat bio gotovo
bez utinka u zastiti kuni¢a otrovanih DFP, no kad su magnezijevom sul-
fatu dodali atropin (20 mg/kg), preZivjelo. je %/s otrovanih Zivotinja. Sa-
lerno i Coon (66) su nasli da atropin ukida ulinke izazvane fizostigmi-
nom, DFP ili TEPP na krvnom pritisku, brzini rada srca, elektrokar-
dlogramu i izoliranom ileumu, ali nije suzbio toksi¢ne utinke tih spojeva
na izoliranom srcu. :

Mechanizam djelovanja atropina zasniva se na njegovoj sposobnosti da
prije¢i pristup acetilkolinu na one receptore gdje acetilkolin vr$i muska-
rinska djelovanja (67).

Terapijsko djelovanje atropina u zwotha otrovanih razhcmm orga-
nofosfornim spojevima istrazivali su mnogi autori (tablica 1). U svim
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Tablica 1.
Terapijsko djelovanje atropina u #ivotinja otrovanih organofosfornim spojevimal
Atropin Vrijeme aplikacije Terapijski
Vrste Otrov mg/kg ‘ nakon otrova indeks?
| | j:
macka DFP 1 ' 5 min, 1 2
TEPP 1 10 min. <=l
pas Sradan 2 20 min. ‘ 4
sarin 1 nekoliko sek. <1
tabun 1 nekoliko sek. =1
PP 1 nekoliko sck. 8
zamorac sarin 17.4 30 sek. | <05
| |
majmun sarin ‘ 0.029 1 min. ‘ 2
mis paration 5-50 nekoliko min. 1 0.3
100 nekoliko min. j 0.8
paraokson 1 u isto vrijeme 0.2
10 u isto vrijeme ‘ 0.8
TEPP 10 u isto vrijeme l 0.8
sarin 17.4 30 sek. 1 0.5
$takor EPN I 90 nekoliko sek. ! 1
sarin 17.4 30 sek. 0.5

1 Prema Heath (792).
2 LDy, lijetenih Zivotinja
LDy, nelijetenih Zivotinja

pokusima atropin je smanjio mortalitet otrovanih Zivotinja, ali je rijetko
kada povisio LDj, otrova za vie od tri puta.

Atropin je danas najvaZniji i najviSe koridten farmakologki antidot u
terapiji otrovanja ljudi otrovanih organofosfornim spojevima.

Primjenom manjih doza uspje$no se uklanjaju muskarinski uéinci dok
vece doze suzbijaju dijelom i centralne nervne udinke izazvane antiko-
linesterazama. Atropin spretava bradikardiju i hipotenziju, zatim hiper-
aktivnost Zlijezda i glatkih miSi¢a respiratornog i gastrointestinalnog
trakta, kao i konstrikciju pupila (68, 69, 70, 71, 33).

Oporavak, tj. poboljSanje klinitke slike otrovanja nakon primjene
atropina moze biti prolaznog karaktera, i zbog toga se doza atropina u
mnogim slucajevima mora ponoviti. Koli¢ina atropina potrebna da ukloni
ucinke otrovanja zavisi od jatine simptoma, a isto tako ¢e trajanje po-
boljSanja, izazvanog atropinom, zavisiti od te¥ine klinitke slike otro-
vanja. Freeman i Epstein (73) istilu va’nost rane i izda$ne primjene
atropina za uspjeh u lijedenju.
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Svi se autori slazu u tome da je kod terapije otrovanih hipodoziranje
atropina kudikamo opasnije od hiperdoziranja, koje se moze uvijek pre-
kinuti pojave li se znaci atropinizacije. Stoga su terapijske doze atropina
relativno visoke i Grob (33) predlaze kod teskih otrovanja doze od 2-4
mg atropina intravenozno ili intramuskularno. One se mogu ponavljati
i sezati sve do 40 mg u toku 24 sata.

Doza atropina od 2 mg proizvodi slabe simptome atropinizacije kod
osoba koje su apsorbirale malo ili nita antikolinesteraznog spoja. Ponovi
li se doza u razmaku od 1-2 sata, javljaju se umjereni simptomi atropi-
nizacije koji ukljutuju tahikardiju, pupilarnu dilataciju te suhoéu usta
i koze. Nasuprot tome, kod osoba s umjerenim simptomima otrovanja
nisu se simptomi atropinizacije razvili nakon doze atropina od 2 mg, a
nisu se pojavili ni nakon ponovnog davanja te doze tefe otrovanim
osobama (74, 33).

Istrazivanja mnogih autora (75, 76, 34) su pokazala da atropin, skopo-
lamin i drugi tercijarni antikolinergi¢ni spojevi ne antagoniziraju blok
neuromuskularne transmisije proizveden antikolinesterazama. Medutim,
neki kvarterni antikolinergi¢ni spojevi imaju tu sposobnost, tako da bi
se mogli upotrijebiti kao dodaci atropinu u terapiji otrovanja antikolin-
esterazama. Tako je nadeno da N-benzilatropinium klorid povisuje
broj prezivjelih kuniéa, primijeni li se zajedno s atropinom prije injek-
cije sarina (77).

U terapiji otrovanja organofosfornim spojevima istrazen je udinak
D-tubokurarina, koji blokira djelovanje acetilkolina na zavr$nim plo-
¢icama popreno prugastih mi§ica. On se pokazao tek donekle djelo-
tvornim kod otrovanja TEPP (78).

Magnezijev sulfat ispoljio je slab terapijski uéinak u kuniéa otrova-
nih DFP, dok u madaka nije bio djelotvoran (79, 60). Nijc razja¥njcno
da i magnezijevi ioni blokiraju receptore sli¢no kao i kurare ili ubr-
zavaju reaktivaciju inhibirane kolinesteraze (12). '

Heksametonij, injiciran miSevima u isto vrijeme kad i TEPP, povisio
je LD;, posljednjeg tri puta (78). Terapijski utinak heksametonija za-
sniva se na tome §to antagonizira djelovanje acetilkolina u ganglijima
1 blokira receptore popreéno prugaste muskulature.

Primijenjen u velikim dozama, buskopan (skopolamin-butilbromid)
je imao gotovo isto terapijsko djelovanje kao i atropin u $takora otro-
vanih parationom, metilparationom i sistoksom (80).

5. Supstancije koje reaktiviraju fosforiliranu kolinesterazu

Tako dugo dok se organofosforne spojeve smatralo ireverzibilnim
inhibitorima kolinesteraze, ¢inilo se da ne postoji moguénost specifi¢ne
terapije otrovanja tim spojevima. Wilson (13) i Hobbiger (12) su, me-
dutim, pokazali da se kolinesteraza inhibirana organofosfornim spojem
mozZe postepeno reaktivirati vodom. Mnogo brZa reaktivacija postignuta
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je hidroksilaminom i kolinom (13). Nakon toga, traganje za Sto boljim
reaktivatorima inhibirane kolinesteraze nastavilo se velikim intenzite-
tom (7) i medu brojnim sintctiziranim nukleofilnim supstancijama otkri-
veni su neki oksimi monokvarternog ili biskvarternog tipa, koji se danas
smatraju za najdjelotvornije reaktivatore inhibirane kolinesteraze in
vitro, 1 zajedno s atro:punoum uspje$no se koriste u terapiji otrovanja
organofosfornim spojevima.

Biologka svojstva i terapijska vrijednost najvaZnijih antidota iz grupe
oksima potanje su obradena u narednom poglavlju.

1V BiOL,OSKA SVOJSTVA OKSIMA: I NJIHOVA
TERAPIJSKA V:RIJEDNOST PRI OFTROVANJU
ORGANOFOSFORNIM SPOJEVIMA

1. Neke fizikalno-kemijske karakteristike oksima

Oksimi su spojevi koje karakterizira grupa —C=NOH. Derivati su
aldehida ili ketona i prema tome se dijele u dvije skupine: aldoksime
i ketoksime. Dobivaju se reakcijom odgovarajuéih aldehida ili ketona
s hidroksilaminom.

Oksimi su kristalini¢ne supstancije koje u vodenoj otopini imaju
svojstva slabih baza i kiselina te stvaraju ove soli:

(RR'C—NO) " Na! i (RRC—NHOH) Cl!

Piridinium-2-aldoksim metiljodid (PAM-2) je zuta kristalini¢na tvar,
topljiva u vodi u koncentracijama do 50%, a praktitki netopljiva u
etilnom alkoholu. Metansulfonatna sol piridinium-2-aldoksima (P,S)
topljiva je u vodi u koncentracijama do 40% (81), dok je piridinium-2-
-aldoksim metilklorid (PAM-2 klorid) izrazito topljiv, tako da se 1l g
supstancije otapa u manje od 1 ml vode.

Kemijske strukture najefikasnijih oksima prikazane su na tablici 2.

2. Toksicnost oksima

Medu vaznim svojstvima koja su bila istrazivana uporedo s testira-
njem mnovih oksima kao potencijalnith antidota pri otrovanju organo-
fosfornim spojevima, bila je njihova otrovnost za sisavce kao 1 pozna-
vanje mehanizma njihova toksi¢nog djelovanja. U tablici 3. je prika-
zana Intravenozna, intraperitonealna i peroralna otrovnost najvaznijih
oksima za mideve.

PAM-2 i TMB-4 kloridi ne$to su manje otrovni od odgovarajuéih
jodida i bromida, uporedi li se njihova toksi¢nost na molarnoj bazi
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Tablica 2.

Kemijska imena, skratena imena i strukturne formule nckih vainijih oksima koji su
istra¥ivani kao antidoti pri otrovanju organofosfornim spojevima
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Kemijsko ime ‘ Skraéeni naziv ‘ Strukturna formula

iy
Hidroksil-amin N OH
H/
5 OH
Eopnid
Piridin-2-aldoksim PAM-2 ili N
metiljodid PAM-2 jodid ot R
pralidoksim Lo ot ITI ﬁ‘
CH; H
P
Piridin-2-aldoksim ' PAM-2 klorid £ A
metilklorid Protopamopam AL
.| PAM-C1 CL N ([
| 1
CH; H
- OH
B
(e
Piridin-2-aldoksim P2S Hab o aRo
metilmetansulfonat CH;S03 +1\‘I (¢
| |
CH; H
CH3 OH
| i
g G N
Diacetilmonoksim DAM I
(0] G
|
CHs
CHj OH
| -l
G N
\~
Monoizonitrozoaceton MINA 0/ \C//
|
H
H N H N
fane” i N e
C C OH
|
1,1-trimetilen bis (4-for- | TMB-4 ili /‘ /‘\
mil-piridintum bromid) TMB-4 dibromid \ \ ‘ |
dioksim St LY
; +N +N
2% Br | Br s
CH ——CH,—— CH,
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Tablica 3.

Akutna toksiénost nekih oksima za miseve, nakon razlititih puteva aplikacije
LDy, mol/kg

I

Aplikacija

Oksimi — ;
Intravenozna i Intraperitonealna Peroralna
r
DAM s 1 g.91# =
— } 0.5 —
oy [ 0.843 S
MINA \ 1.72 5
— f 0.574 —
PAM-2 0,65% | 0.528 15.97
: 0.558 0.858 5.68°
= | 0.721 —
= | 0.88¢% =
s 1 0‘6010 S
it ‘, 1.0011 Z
PAM-CI ! 0.638 | 1.207 292.47
1
P2S 0.534 0.8¢ f‘ 15:912
‘ S | 10.54%* " St
|
TMB-4 Br, ‘ 0.2 ; 0.2911 ;‘ —
} 0.1198 ; — \ =
‘ |
TMB-4 Cl, | 0.168 ; - l .

* Indeks oznalava autore: 1. Dult» idr. (50), 2. Rewitz i Wilson (838), 8. Loomis (54),
4. Davies 1 Willey (81), 5. Fleisher 1 dr. (27), 6. Kewitz i dr. (18), 7. Lehman i
Nicholls (85), 8. O’Leary i dr. (82), 9. Edery i Schatzberg-Porath (86), 10. Namba
(87), 11. Hobbiger i Sadler (88), 12. Coleman i dr. (89).

£ Stakor,

(82). Buduéi da se oksimi u terapiji otrovanja primjenjuju u relativno
velikim dozama, anioni jodida i bromida mogu ve¢ sami po sebi pro-
izvesti nepoZeljni utinak.

Gotovo svi oksimi proizvode na Zivotinjama sli¢ne simptome otro-
vanja. Subletalne doze oksima izazivaju smanjenu aktivnost Zivotinja
i oteZano disanje, a letalne doze prouzrokuju prostraciju, mi§iéni tre-
mor, kloni¢ne gréeve, gubitak refleksa, cijanozu, dispnou i, najzad, za-
stoj respiracije, dok srce i dalje radi. PAM-2 klorid i P,S u ponavlja-
nim dozama 2 puta na dan po 25 mg/kg intravenozno, kroz 6 tjedana
(90), uzrokovali su kod pasa ataksiju, povraéanje, kolaps, tremor i sali-
vaciju.

IthraAiuju-éi derivate 4-monoksima i 4,4 dioksima od N,N’-polimetilen
bis(piridinium bromida), Hobbiger i Sadler (88) su pokazali da postoji
korelacija izmedu otrovnosti oksima za mifeve i sposobnosti blokiranja
neuromuskularne transmisije na izoliranoj dijafragmi $takora,
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Sli¢nost spomenutih simptoma otrovanja antikolinesterazama, kao i
rezultati istrazivanja djelovanja oksima in wvitro (91) doveli su do za-
kljuc¢ka da se mehanizam toksi¢nog djelovanja veéine oksima zasniva na
inhibiciji kolinesteraze. MINA i diizonitrozoaceton (DINA) su izuzeci,
buduéi da metabolizmom tih spojeva u organizmu nastaje cijanid, pa
je ugibanje otrovanih Zivotinja posljedica otrovanja cijanidom (92).

Postmortalni nalaz u miSeva, kojima je prethodno injiciran PAM-2
u letalnim dozama, sastojao se iz edema parenhimnih organa (mozga,
pluéa, bubrega i slezene) i opée vazodilatacije (87). Letalne doze P,S
proizvele su venoznu hiperemiju bubrega kao i hiperemiju 1 kolaps
pluéa s umjerenom hemoragijom (81).

8. Distribucija 1 ekskrecija oksima

Buduéi da terapijski udinak antidota zavisi, pored ostalih bioloskih
osobina, i od njegove postojanosti i distribucije u organizmu, kao i od
njegova metabolizma i ekskrecije, mnogi su autori istrazivali oksime 1 u
tom pravcu.

Mjerenjem koncentracija oksima u krvi kuniéa, pasa i ljudi, pokazalo
se da se P,S, PAM-2 klorid i TMB-4 brzo resorbiraju nakon intramu-
skularne injekcije (93, 94, 95, 96). Resorpcija oksima iz gastrointesti-
nalnog trakta je, medutim, mnogo sporija. Sundwall i Elwin (94) su
ustanovili da se P,S resorbira iz duodenuma i proksimalnog dijela jeju-
numa, a ne iz Zeluca. :

Poslije intravenozne injekcije, koncentracije P,S i PAM-2 klorida
u krvi kuni¢a, kao i koncentracija P,S u plazmi ¢ovjeka, brzo se sma-
njuju. Koncentracija TMB-4 u krvi kuni¢a smanjuje se neSto sporije
i zadr¥ava sc na oko dva puta veéim vrijednostima od ostala dva olksi-
ma (93, 96). :

S obzirom na relativno veliku molekulu i ionsku strukturu piridinije-
vih oksima, mo¥emo pretpostaviti da ti spojevi teSko prolaze kroz sta-
ni¢nu membranu i hemo-encefalnu barijeru. Istrazivanja mnogih autora
potvrduju da piridinijevi oksimi u prvom redu kumuliraju u jetri i bu-
bregu i da ne penetriraju lako u centralni mervni sistem (97, 98, 99,
100). Pokazalo se da PAM-2 ne prolazi ni kroz stani¢nu membranu eri-
trocita (98).

Rezultati istraZivanja koja su vrili Firemark i dr. (101) sa G'* — ozna-
tenim PAM-2 ukazuju, medutim, da PAM-2 ipak moZe prodrijeti u
centralni nervni sistem $takora u farmakolo$ki znactajnim koliCinama.
‘Nakon aplikacije toksi¢nih doza diptercksa to je prolaZenje bilo jo3
veée. Potvrda tim nalazima su i ranija istraZivanja, u kojima se naslo
da PAM-2 uzrokuje brzu stimulaciju respiracije u pasa otrovanih sari-
nom (102). Sto viSe, nakon aplikacije PAM-2 zapaZena je i reaktivacija
inhibirane kolinesteraze pojedinih regija mozga kuniéa otrovanih pa-
raoksonom (103). : ' '
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Bubreg je, &ini se, glavni organ koii je odgovoran za eliminaciju
oksima iz krvi. Najveéi dio injiciranog oksima izlucuje se preko bubrega
nerazgraden — u aktivnom obliku (94, 98, 100, 104).

4. Reaktivacija fosforilirane kolinesteraze in vitro i in vivo

‘Najefikasniji reaktivator iz grupe monokvarternih piridinijevih aldo-
ksima je PAM-2. Izrazitu reaktivatonsku moé ovog oksima prvi su obja-
vili Davies i Green (105) pa Wilson i Ginsburg (16). PAM-2 u koncen-
traciji od 10— M reaktivira dietilfosforiliranu kolinesterazu u roku od
jedne minute (16, 17). Reaktivacija se u prisustvu suvitka oksima odvija
kao reakcija prvog reda (pseudo-unimolekularna reakcija). Reaktivator-
ska moé¢ oksima zavisi i od tipa inhibiranog enzima. Diizopropilfosfo-
rilirani enzim reaktivirao se mnogo sporije od dietilfosforilirane kolin-
esteraze (28).

PAM-4 i PAM-3 ispoliili su svega 6% odnosno 0.03% reaktivatorske
moti u odnosu na PAM-2 kad im se djelovanie uporedilo na dietil-
fosforiliranoj kolinesterazi ljudskih eritrocita (91). Na osnovu tih zapa-
Zanja kao i pokusa Sto su ih ranije opisali Green i Smith (26), bolji
reaktivatorski u¢inak PAM-2 ‘mo¥e se, uglavnom, tumaditi razlikama
vezanja oksima na fosforiliranu kolinesterazu. Kao dokaz da se kvar-
terna amonijeva grupa PAM-2 veYe na anionsku stranu fosforilirane
kolinesteraze uzima se ¢injenica da neki kationi (Nat, K+ i NH*,),
zatim kolin ili visoke koncentracije acetilkolina kote reaktivaciju dietil-
fosforilirane ili izopropilmetilfosforilirane kolinesteraze tim oksimom
(106, 22, 25).

Naidielotvorniji oksim iz grupe derivata bis-pinidinium-4-aldoksima
je TMB-4. Niegova reaktivatorska moé in vitro nadmaguje reaktivator-
sku mo¢ PAM-2 nekoliko puta (91). :

U pokusima in vivo ubrzo se pokazalo da veéina oksima injiciranih
u dozama koje povisuju LDs, vrijednost nekog organofosfornog spoja
reaktiviraiu fosforiliranu kolinesterazu krvi, dijafragme i drueih oreana,
izuzevsi kolinesterazu mozga. Tako su Kewits (107) i Hobbiger (108)
nadli kod miSeva otrovanih supkutano dietilfosfatnim esterima fzraziti
reaktivatorski u¢inak PAM-2 na kolinesterazi dijafragme odnosno krvi
nakon intraperitonealne aplikacije oksima. Sli¢ni udinci opisani su za
PAM-2, DAM i MINA na $takorima otrovanim sarinom (109) kao i za
neke derivate 4-monoksima i 4-dioksima N,N’polimetilen-his (piridi-
nium bromida) na miSevima otrovanim TEPP (88). ;

Znatno poviSenje aktivnosti kolinesteraze eritrocita nasli su Namba
i Hiraki (110) kod kuniéa otrovanih parationom a tretiranih intrave-
nozno sa 0.10 do 0.68 mM PAM-2/kg. U nekim sluajevima reaktivacija
je bila prolazna, vjerojatno zbog toga §to se prijetvor parationa u ak-
tivni inhibitor paraokson nastavio i posto je koncentracija PAM-2 pala
ispod efektivne razine. Do istih zakljutaka dogli su ;i Svetlicié 1 Oande-
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kar (11) na osnovu pokusa na psima i konjima otrovanim parationom
1 lije¢enim sa PAM-2. ‘

Do brzog vratanja aktivnosti kolinesteraze eritrocita kuni¢a dotlo je
kod Zivotinja otrovanih paraoksonom ili parationom nakon intraperi-
tonealne aplikacije 0.29 mM PAM-2/kg (112).

U skladu s rezultatima testiranja reaktivatorske moé¢i oksima in wvitro,
PAM-2 i TMB-4 su se pokazali i u pokusima in vivo kao najdjelotvor-
niji reaktivatori inhibirane kolinesteraze. Postoji, medutim, jedna bitna
razlika u reaktivatorskoj moéi tih oksima in vitro i in vivo, i to s obzi-
rom na reaktivaciju kolinesteraze mozga.

. Suprotno od sposcbnosti PAM-2 i TMB-4 da reaktiviraju kolineste-

razu u krvi i miSiéima otrovanih Zivotinja, nije zabiljezen reaktivatorski
utinak tih oksima na inhibiranoj kolinesterazi mozga (107, 108, 109,
113, 27, 88). Izuzetak je prije:spomenuti rad Rosenberga (103) koji je
nasao reaktivaciju inhibirane kolinesteraze u pojedinim regijama mozga
kuniéa otrovanih paraocksonom. Slabi ili nikakvi reaktivatorski u&inak
na inhibiranu kolinesterazu mozga mofemo tumatiti fizikalno-kemij-
skim svojstvima tih spojeva, koji uvjetuju slabo prolazenje tih oksima
kroz hemo-encefalnu barijeru. U prilog tom tumadenju govore pokusi
koje su vi$ili- Rutland (109) i Cohen i Wiersinga: ( 114) s MINA 1 DAM.
Autori su nasli da ta dva oksima koji su; za razliku od PAM-2-i
TMB-4, topljivi u mastima reaktiviraju rkol\i‘rgstera‘z-u mozga Stakora
otrovanth sarinom. ; £ ;

5. Ulinci oksima na pojedine simptome otrovanja
; organofosfornim spojevima

T‘g‘t‘ra‘:‘iivanja terapijskih uéinaka oksima kod otrovanja organofosfor-
nim spojevima ubrzo su pokazala da pored reaktivatorskog djelovanja
na inhibiranu kolinesterazu oksimi imaju i druga djelovanja, koja se
vetinom mogu svesti na djelovanje slitno atropinu, a nedto na utinke
slicne- djelovanju kurara.

Poznato je da je jedan od prvih sistematskih u¢inaka koji se javljaju
kod otrovanja antikolinesterazama, bradikardija na koju se uskoro na-
dovezuju i druge promjene na elektrokardiogramu (115). To je, viero-
jatno, uzrokovano akumulacijom acetilkolina u sréanim parasimpatickim
ganglijima (115, 116). Primjenom PAM-2 (117) 1 TMB-4 (118) bradi-
kardija naglo nestaje, a pokazalo se da PAM-2, poput atropina, vraéa
promjene na elektrokardiogramu na normalu. Buduéi -da: §¢ normalizi-
ranje sréanog ritma zbiva veé 5-10 minuta nakon intravenoznog injici-
ranja oksima, vrlo je vjerojatno taj ulinak oksima vezan — poput onog
Sto ga proizvodi atropin — na njegovo »antiacetilkolinsko djelovanje«
a ne na reaktivaciju fosforilirane kolinesteraze. .

Paraoksonom izazvan podra¥aj izoliranog crijeva kuni¢a mofe se
suzbiti sa 10—8 M atropina ili 6 X 10— M PAM-2 (119). Posto je crijevo
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bilo isprano, podraZaj se ponovo vra¢ao, ako kontakt oksima s crijevima
nije bio dovoljno dug. Svi ti nalazi govore u prilog tome da oksimi
djeluju slitno kao atropin, a dalja potvrda toj pretpostavci su nalazi
Erdmanna i Heyea (119) i Hobbigera i Sadlera (88) da PAM-2 i
TMB-4 reduciraju osjetljivost crijeva kuniéa 1 zamoraca na acetilkolin.

S druge strane, neki su autori pokazali da se podraZajno djelovanje
organofosfornih spojeva na crijevo moze naglo suzbiti atropinom, dok
su PAM-2 i TMB-4 bili tek umjereno djelotvorni (95, 118).

Ostale muskarinske simptome otrovanja, kao §to su bronhokonstrik-
cija 1 stimulacija kolinergickih inerviranih Zlijezda, mogu se suzhiti
atropinom, ali je mehanizam djelovanja oksima na mjih slabo istrazen
(116).

Pokusi na izoliranom Zivcu dijafragme su pokazali da MINA, DINA,
PAM-2 i TMB-4 izazivaju oporavak neuromuskularnog bloka koji je
bio uzrokovan raznim organofosfornim spojevima (120,121 27, 495):
Djelovanje oksima u suzbijanju neuromuskularnog bloka zasniva se na
reaktivaciji fosforilirane kolinesteraze, no &ini se da se u slutaju
TMB-4 brzi oporavak funkcije djelomiéno zasniva i na djelovanju sli¢-
nom djelovanju kurara.

Lehman i dr. (85) ustanovili su da PAM-2 spretava utinke fosfolin
jodida ma brzinu rada srca, krvni pritisak, respiraciju i neuromusku-
larnu transmisiju u mataka. Muskarinski i nikotinski ulinci izazvani
parationom kod pasa i konja bili su otklonjeni aplikacijom PAM-2
0.2 mM/kg i. p., odnosno 0.08 mM/kg i. v. (111). Neuromuskularni
blok mataka otrovanih sarinom po$lo je za rukom suzbiti sa P2S odno-
sno TMB-4 ili pak mje$avinom dvaju oksima (82). Djelotvornost razli-
¢itih oksima u suzbijanju meuromuskularnog bloka macaka otrovanih
sarinom i¥la je ovim redom: PAM-2 > PAM-4 > MINA > piridin-2-
-aldoksim, PAM-3, DAM (122).

Dok atropin djelotvorno suzbija centralno izazvano zatajenje disanja
tak i nakon velikih doza paraoksona, TEPP, sarina i DFP (116), PAM-2 i
P2S su u tome bili bez utinka (123, 124). To se oplenito pripisuje ogra-
ni¢enoj sposobnosti penetracije kvarternih spojeva u centralni nervni
sistem. Suprotno tome, opisani su i centralni uéinci PAM-2, kao Sto je
sinhronizacija elektroencefalograma (125), njegova antikonvulzivna dje-
latnost kod ljudi otrovanih parationom (126, 127) i povratak svijesti
kod ljudi otrovanih parationom (110, 126, 127, 128)

6. Terapijski uéinci oksima i atropina pri otrovanju
organofosfornim spojevima

Uporedo s pokusima in vitro, u kojima su se oksimi pokazali dobrim
reaktivatorima kolinesteraze inhibirane organofosfornim spojevima, pri-
stupilo se testiranju njihove terapijske vrijednosti u Zivotinja otrovanih
tim spojevima. Ta su istrafivanja pokazala da utinak oksima n vivo
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zavisi ne samo od organofosfornog spoja i vrste otrovanih %ivotinja, veé
i od natina aplikacije otrova odnosno antidota a napose od trajanja
vremenskog intervala izmedu aplikacije otrova i antidota.

Askew (92) je prva upozorila da ne postoji uvijek korelacija izmedu
reaktivatorske moéi koju neki oksim ispoljuje in vitro i njegova tera-
pijskog udinka in vivo.

Isto tako se ubrzo pokazalo da simultana aplikacija oksima s atropi-
nom proizvodi mnogo bolji terapijski uéinak od olekivanog aditivnog
uéinka. Uporedimo li mpr. terapijski u¢inak PAM-2 s djelovanjem $to
ga proizvodi sam atropin i kombinacija PAM-2 s atropinom, vidimo da
kod kuni¢a otrovanih sarinom (129) ulinak kombinirane terapije znatno
nadvisuje utinak pojedinatno apliciranih antidota: PAM-2 povisio je
LD,, sarina 1.5, atropin 3.2, a kombinacija PAM-2 s atropinom 21 puta.
Sinergistitko djelovanje atropina .u terapiji oksimima kod otrovanja
organofosfornim spojevima moZe se protumaciti mehanizmima terapij-
skog djelovanja obaju antidota koji se medu sobom dopunjuju, a vrlo
vjerojatno i time $to atropin dovoljno produljuje Zivot otrovane Zivo-
tinje i na taj macin omogucuje oksimu da ispolji svoje reaktivatorsko-
djelovanje.

Veéina autora prikazala je uspje$an terapijski udinak PAM-2 i
TMB-4 kod otrovanja inhibitorima koji formiraju dietilfosforiliranu
‘kolinesterazu (130, 27, 52, 82, 88, 99, 106), zatim kod otrovanja sarinom
(131, 20, 27, 84), tabunom (27, 122) i DFP (18, 20, 88).

Koliko terapijski u¢inak oksima zavisi od organofosfornog spoja po-
kazali su Fleischer i dr. (27) uporedujuéi utinak PAM-2 i TMB-4 na

Stakorima otrovanim sa TEPP, sarinom, DFP i tabunom (tablica 4).

Tablica 4.

Terapijski uéinak PAM-2 i TMB-4 zajedno s atropinom na $takorima otrovanim
razliéitim tipovima inhibitora

In«hlibitor } Terapijski uéinak*

L P . TMB-4
TEPP | 23 | 160
Sl T l 2.3 | 12
s R S | 16 28
A B0yt e e e Rl e : ’ 1.5 L 10

* LDj, lijedenih Zivotinja

LD;, nelijelenih Zivotinja

Hobbiger (108) je pokazao da se terapijski ulinak oksima razlikuje
i kod otrovanja medu sobom srodnih, npr. dietilfosfatnih estera, premda
pri inhibiciji kolinesteraze stvaraju jednaki tip fosforiliranog enzima.
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Medu spojevima koji su sami po sebislabi inhibitori kolinesteraze, ali
se u tijelu pretvaraju u sna’ne inhibitore, detaljnije su istraZeni utinci
oksima u Zivotinja otrovanih parationom. Ti su radovi ukazali na po-
trebu ponavljane aplikacije oksima, zbog relativno spore konverzije pa-
rationa u paraokson u otrevanoj zivotinji (132, 133, 52, 111).

Terapijski u¢inak oksima pri otrovanju s TEPP i sarinom (122, 131),
odnosno parationom (111) zavisio je i od vrste pokusne Zivotinje. Razli-
titu djelotvornost P2S s obzirom na Zivotinjsku vrstu, ilustriraju rezul-
tati koje su dobili Davies i dr. (131), a prikazani su na tablici 5.

¢ Tablica 5. ‘
Terapijski ucinak P2S i airopina (i. m.) kod razlicitih %ivotinja otrovanih sarinom ili

TEPP (s.-¢.)-(131)

Terapijski uéinak®
e Antidoti primijenjeni 1 minutu
Zivotinje poslije otrovanja
. e Sarin \ TEPP
IR ch e e ST o e 40 20
Stakarr tae s o S . 1.6 Pt 5.8
10105 U e e S S B e R 38 20
[Ty o e T s SRR L S e 40 21

* LDj;, lijedenih Zivotinja

LDjy nelijecenth Zivotinja

Uspjesna terapija oksimima zavisit ée i od brze primjene antidota,
kao i od puta aplikacije, od kojeg zavisi pristizanje antidota na mjesto
njegova djelovanja. Intramuskularna injekcija P2S i atrepina 1 minutu
nakon supkutano injiciranog TEPP ili sarina ispoljuje odredeni tera-
pijski u¢inak (tablica 5). To je djelovanje nakon intramuskularne injek-
cije kratkotrajno pa je, vjerojatno, i to jedan od razloga slabog terapij-
skog utinka oksima kod perkutanog otrovanja sarinom. (184). Nakon
peroralne primjene oksima, njegovo antidotno djelovanje je znatno pro-
duljeno, ali je brzina resorpcije tako spora da ta primjena ne dolazi u
obzir u terapiji otrovanja (93) veé samo u profilaksi (85, 89).

Neki su autori istrazivali moguénost kombinacije dvaju oksima u tera-
piji ‘otrovanja organofosfornim spojevima. O’Leary i dr. (82) su nagli
da kombinacija PAM-2 i TMB-4 zajedno s atropinom proizvodi mnogo
ve¢i terapijski u¢inak ked otrovanja sarinom i tabunom, nego kad su
uz atropin primijenili samo jedan oksim. U suprotnosti s ovim rezulta-
tima, MiloSevi¢ 1 dr. (113) su na8li da kombinirana terapija PAM-2 i
TMB-4 kod otrovanja fosfamidonom ispoljuje manji terapijski ucinak
od uéinka postignutog aplikacijom bilo kojeg oksima zasebice.
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7. Terapijsko djelovanje PAM-2 kod ljudi otrovanih
organofosfornim spojevima -

Od istrazivanih oksima do sada su najée$¢e primijenjeni PAM-2 i
PAM-2 klorid u terapiji otrovanih ljudi.

Mnogi su autori (110, 126, 127, 185, 136) dokazali veliku vrijednost .
PAM-2 kao antidota kod otrovanja paratioriom. U teskim slu¢ajevima
otrOrvanja gdje ni velikim dozama atropina nije uspjelo sprijeciti ote-
Zano d1san]e grcéeve 1 gubitak svijesti, oksim je neposredno nakon apli-
kacije proizveo znatno pobolj¥anje klinitke slike otrovanja.

U svim slulajevima terapije otrovanih ljudi oksimi su bili aplicirani
intravenozno. Veé¢ u dozama od 5-10 mg/kg PAM-2 je ispoljio tera-
pijski u¢inak (128, 187, 188), ali veéina autora preporutuje vele doze
(20-30 mg/kg) ili pak polaganu infuziju oksima u dozi od 100 mg/kg
(110, 126). Buduéi da se oksim brzo izlutuje iz 0mgamzma cesto je po-
trebno ponavljati doze antidota (138).

Quinby (139) je opisao terapijske utinke PAM-2 i PAM-2 klorida kod
24 slu¢aja otrovanja razliditim organofosfornim spojevima. Oksim apli-
ciran zajedno s atropinom proizveo je majbolji terapijski ucinak kod
ljudi otrovanih parationom, dok je protiv toksitnih udinaka fosdrina
bio nesto slabiji. Kod ljudi otrovanih s TEPP ili malationom proizveo
je tek. neznatno poboljSanje. Autor je narolitu pazZnju posvetio &pored—
nif efektima koje proizvodi oksim, 1 smatra da nisu toliko znatajni da
bi se zbog toga ogranicila njegova primjena u terapljl teskih otrovanja
orga,nofosformm spojevima. :

Nedavno su Erdmann i von Clarmann (140) opisali jedan novi reak-
tivator: bis(4-hidroksiiminometil-piridinium-(1)-metil)-eter diklorid (tok-
sogonin), koji se pokazao u svom terapijskom djelovanju boljim od
PAM-2. Apliciran u dozi od 250 mg intravenozno nije izazvao nika-
kvih po;pratmh pojava u lijecenth bolesmka Podaci o njegovoj kompa-
tibilnosti, nac¢inu djelovanja, apsorpciji i izlu¢ivanju, dobiveni na akut-
nim i subakutnim pokusima na Zivotinjama (141), ukazuju da je tokso-
gonin slican PAM-2 i TMB-4. Medutim, novoopisani spoj daleko nad-
maSuje ove antidote u brzini i mjeri reaktivacije inhibirane kolineste-
raze. Isti autori istitu da, za razliku od ostalih kvarternih oksima, pri
velikim dozama toksogonin prolazi kroz hemoencefalnu barijeru. Taj
se spoj svestrano istrazuje i pod drugim nazwrma LiH 6, BH 6 Ly il
BH6 (142, 143, 144).

Premda se mnogi reaktivatori inhibirane kolinesteraze danas uspjesno
primjenjuju u praksi, rad na sintezi i testiranju novih antidota iz grupe
oksima i dalje se nastavlja s ciljem ‘da se pronadu spojevi koji ¢e — s
obzirom na njihova fizikalno-kemijska i bioloska svojstva — zadovoljiti
u punoj mjeri kao lijekovi u terapiji otrovanja organofosfornim spo-
jevima.
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Summary

THE THERAPY OF ORGANOPHOSPHORUS POISONING
WITH PARTICULAR REGARD TO THE APPLICATFION
OF REACGTEIVATORS OFCEHE - INHIBTTED
CHOLINESTERASE

Basic data on the mechanism of cholinesterase inhibition by organophosphorus com-
pounds and the properties of the inhibited enzyme have been presented. The mecha-
nism of reactivation of the inhibited cholinesterase has been dealt with in detail and
particular attention has been paid to therapeutic measures applied today in the case
of organophosphorus poisoning.
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