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O INHIBITORSKIM OSOBINAMA OKSIMA
I. DJELOVANJE OKSIMA
NA KEMILUMINESCENCIJU LUMINOLA
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Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada Jugoslavenske akademije
znanosti i umjetnosti, Zagreb

(Primljeno 15. XII 1960.)

Utvrdeno je da razni oksimi djelomi¢no veoma izrazito inhibiraju
luminolsku reakciju (gase kemiluminescenciju luminola), koja je kata-
lizirana utjecajem organofosfornih spojeva. odnosno kompleksnih spo-
jeva Zeljeza. U okviru ove radnje ispitane su, kvantitativnim mjere-
njima intenziteta luminescencije, inhibitorske osobine 16 oksima. Kao
modelni sistem za istraZivanje inhibicije enzimskih reakcija utjecajem
oksima sluzila je luminolska reakcija u prisutnosti hemiglobina, odnosno
kalijeva Zeljeznog (I1I) heksacijanida kao katalizatora.

Odredene su polovi¢ne inhibitorske koncentracije unotrebljenih oksima,
a kinetickom analizom utvrdeno je da se radi o kompetitivnoj inhibiciji.
Kvantitativnim mjerenjima apsorpcije svijetla utvrdeno je da #uta boja
nekih oksima u luZnatim otopinama igra samo podredenu ulogu pri
gadenju kemiluminescencije luminola utjecajem oksima.

Pokusi s luminolskom reakcijom mogu posluZiti za brzo eksperimen-
talno ispitivanje inhibitorskih osobina oksima.

Na polju istrazivanja toksikologije organofosfornih spojeva (estera
fosforne i tiofosforne kiseline, insekticida, nervnih otrova) igraju radovi
0 utjecaju oksima na otrovanja takvim spojevima prili¢nu ulogu. Po-
znato je da oksimi razli¢ite kemijske konstitucije djeluju kao reaktiva-
tori kolinesteraze, koja je inaktivirana utjecajem organofosfornih spo-
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jeva (1). Organofosforni otrov inhibira djelovanje kolinesteraze stvara-
njem viSe—manje labilnog spoja toga enzima s otrovom (2) prema re-
akcionoj shemi:
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Mehanizam reaktivacije tako inaktivirane kolinesteraze tumaci se
konkurentnom reakcijom oksima sa slobodnim ili vezanim esterom fos-
forne kiseline, koji se hidrolizira djelovanjem oksima (2), a time gubi
sposobnost za inhibiciju kolinesteraze. Reakcija oksima s esterom fo-
sforne kiseline (npr. paraoksonom) moze se formulirati ovom reakci-
onom shemom:
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Vidi se da se oksim primarno veZe na ester fosforne kiseline, stvara
se neki adicioni produkt, koji se utjecajem vode u drugoj fazi reakcije
hidrolizira. Ovom hidrolizom se oksim regenerira, a organofosforni
otrov se pretvori u neotrovnu dialkil fosfinsku kiselinu. Za trajanja
ove reakcije stvara se i1 paranitrofenol, odnosno odgovarajuéa kiselina
kod drugih organofosfornih otrova.

Kada se razmatraju ove reakcije, treba uzimati u obzir jo§ i fizi-
kalno—kemijske ravnoteze, koje daju oksimi u ovisnosti o koncentraciji
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vodikovih iona u otopini. Nadelno se mo%e kazati da oksimi u vodcnim
otopinama daju disocijacione i tautomerne ravnoteze, koje su medu
sobom povezane ovim jednadZbama:

H
I
— C = NOH o —C—NO
| [
H H
\LT kisela otopina
—C=NO-+H+
1
H

luznata otopina

U luznatim otopinama postojan je anion oksima, a u kiseloj otopini
neutralna molekula s nitrozo-skupinom. Preko tautomerne ravnotee ta
neutralna molekula daje molekularni oblik s oksimskom skupinom. Ove
ravnoteze su vazne i zato, $to u nekim sludajevima uvjetuju obojenost
luznatih oksimskih otopina. Tako je npr. piridin-2-aldoksim-metiljodid
(P2AM) u kiselim vodenim otopinama bezbojan, a u luZnatim otopi-
nama zut. O¢ito je da postoji ravnoteza ovog oblika:
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luznata otopina, Zuta

Zuta boja uvjetovana je konjugacijom dvostrukog veza oksimskog
aniona s piridinskom jezgrom.
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Za ispitivanje reakcije organofosfornih otrova s oksimima moie po-
sluziti kao modelni sistem luminolska reakcija u luZnatoj otopini u pri-
sutnosti natrijeva perborata kao donatora kisika. Tu reakciju prati
slaba plavkasta kemiluminescencija luminola (8—aminoftalhidrazida),
koja postaje izrazito intenzivnija i pristupalna to¢nim mjerenjima u
prisutnosti veoma malenih koli¢ina organofosfornih nervnih otrova (3),
ali i drugih prikladnih katalizatora (4) (kompleksnih spojeva Zeljeza 1
drugih tedkih kovina, heminskih proteida i sl.). Maksimalni intenzitet ke-
miluminescencije luminola moZe posluZiti kao relativna mjera za maksi-
malnu brzinu oksidacione reakcije luminola pri odredenim pokusnim
uvjetima (5). Ta brzina, a time i intenzitet luminescencije, pravilno se
mijenja i promjenom koncentracije organofosfornog ili drugog katali-
zatora. Kad se radi s malenim koncentracijama katalizatora, redovno
postoji linearni odnos izmedu ove koncentracije i maksimalnog intenzi-
teta luminescencije, pa zato je ta luminescentna reakcija veoma pri-
kladna za ispitivanje djelotvornosti katalizatora. Time je dana i mo-
guénost da se primjenom luminolske reakcije istrazuje djelovanje
oksima na organofosforne ili druge katalizatore ove reakcije. Moglo se
olekivati da ¢e oksimi djelovati inhibitorski na luminolsku reakciju, a
takva inhibicija imala bi natelno isti mehanizam kao i naprijed nave-
dena reaktivacija kolinesteraze.

Kvantitativnim mjerenjima intenziteta kemiluminescencije luminola
poslo je za rukom zaista eksperimentalno utvrditi da veliki broj oksima
snazno inhibira luminolsku reakciju, kataliziranu raznim organofosfor-
nim spojevima, odnosno kompleksnim spojevima Zeljeza. Takva inhibi-
cija se manifestira u smanjenju intenziteta luminescencije utjecajem
oksima. IstraZivanjem ove pojave nastojalo se dobiti u kvantitativnom
pogledu uvid u kinetiku djelovanja oksima uopée, a napose s obzirom
na djelovanje tih tvari na katalizatore kemijskih oksidacionih reakcija.
Luminolska reakcija bila je i stoga veoma prikladna za takva istrazi-
vanja, jer ta reakcija predstavlja zapravo modelnu reakciju za peroksi-
dativno djelovanje (6) raznih »umjetnih enzima«, pa je povezana i u
tom smislu s biokemijskim procesima. Pokusi o inhibitorskom djelovanju
raznih oksima na kemiluminescenciju luminola, a u prisutnosti kom-
pleksnih spojeva Zeljeza kao katalizatora, prikazani su ovdje u glavnim
crtama.

METODE RADA

Pokusi o inhibiciji luminolske reakcije, zapravo o gaSenju kemilumi-
nescencije luminola utjecajem raznih oksima, izvedeni su s luminolskim
reagensom koji je sadrzavao pored luminola jo$ 1 vodikov peroksid
i natrijevu luzinu. Koncentracije ovih tvari u gotovoj reakcionoj oto-
pini bile su pri izvedbi svih pokusa ove:
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luminol . .. .. ... 4,104M
@ Coss 2 1,76.102 M
NaOH . .. .%.o. s 4.102M

Kao katalizatori reakcije upotrijebljeni su hemiglobin, odnosno kali-
Jjev Zeljezni (III) heksacijanid. Uzete su po tri razlitite koncentracije
ovih katalizatora:

hemiglobin: 2.10~5 g%; 4.10-5 g% i 1.10+ g%
Ks [Fe(CN)gl: 9.105M; 1,810~ M i 4,510+ M

Volumen reakcione otopine, koja je pored navedenog reagensa i kata-
lizatora sadr¥avala jo§ i inhibitor (oksim) u razli¢itim koncentracijama,
bio je uvijek 50 ml.

Upotrijebljeni luminol bio je p. a. preparat tvrtke »Fluka« A. G.
(Buchs, Svicarska), a hemiglobin preparat Haemoglobinum in lamellis
tvrtke E. Merck-Darmstadt. Druge upotrijebljene kemikalije bile su
normalni puriss. preparati. Upotrijebljeni oksimi priredeni su poznatim
sintetskim metodama (7). Sinteze do sada neopisanith oksima bit ée
objavljene na drugom mjestu. Svi upotrijebljeni preparati ¢iSéeni su do
stepena analiticke Cistoée.

Za vrijeme rada utvrdeno je da &istoéa vode koja je sluzila kao ota-
palo u velikoj mjeri utjete na rezultate mjerenja. Neznatne nelistoce
u vodi (destiliranoj ili ¢iS¢enoj preko ionskog izmjenjivaa) mogu
znatno smanjiti jakost kemiluminescencije luminola. Najbolji rezultati
su dobiveni s vodom koja je bila ¢¥ena u automatskom destilacionom
aparatu uz elektriéno grijanje.

Intenzitet kemiluminescencije se mjerio u ovisnosti o reakcionom
vremenu fotoelektriénom aparaturom, koja je opisana u prija$njim ra-
dovima (8). Apsorpcioni spektri, tj. ekstinkcioni koeficijenti za odre-
dene duzine vala, utvrdeni su mjerenjima s univerzalnim spektralnim
fotometrom tvrtke C. Zeiss-Jena. Taj aparat radi s optikom iz flinto-
vog stakla u spektralnom podrutju duZine vala od 360 my do 1000 my,
po metodi elektritne kompenzacije. Kao receptor zratenja sluZe va-
kuumske ili plinom punjene fotostanice, a kao nulinstrumenat nitni
clektrometar (9).

REZULTATI RADA

Rezultati mjerenja intenziteta kemiluminescencije Iuminola, koji su
dobiveni u prisutnosti raznih oksima, prikazani su ovdje djelomit¢no
grafi¢ki, a zatim i tabelarno. Prvi grafovi daju u relativnim jedinicama
ovisnost intenziteta luminescencije o reakcionom vremenu. Kao rela-
tivna mjera za intenzitet uzet je otklon galvanometra (G) fotoelektriéne
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aparature. Taj otklon na poletku reakcije naglo raste do odredenog
maksimuma (Gm), a zatim postepeno pada. Taj maksimalni otklon Gm
predstavlja relativnu mjeru za maksimalnu brzinu reakcije, pa &ini
prema tome vainu kineticku veli¢inu i mo¥e u odredenom smislu kao
relativna brojana vrijednost zamijeniti konstantu brzine reakcije (k)
ili potetnu brzinu (v). Oksimi kao inhibitori djeluju na reakciju tako,
da smanjuju ovu maksimalnu brzinu (Gm), a pored toga se redovno
smanjuje i zbroj svijetla (L) luminescencije, tj. koli¢ina ukupno emiti-
ranog svijetla. Ta fizikalna veli¢ina predstavljena je integralom krivu-
lje, koja se dobije kad se graficki prikaze intenzitet fluorescencije (G)
u ovisnosti o reakcionom vremenu (t).

Takve krivulje kemiluminescencije luminola u prisutnosti hemiglo-
bina (2.10~ g%o) i formaldoksima u razli¢itim koncentracijama prika-
zuje slika 1. Krivulja 1 na toj slici odgovara reakcionoj smjesi bez pri-
sutnosti oksima (najveéa maksimalna jakost i zbroj svijetla luminescen-
cije), a krivulje 2 do 6 dobivene su u prisutnosti rastué¢ih koncentracija
formaldoksima. Vidi se da oksim pravilno smanjuje maksimalnu jakost
kao i zbroj svijetla luminescencije.

Natelno jednake krivulje luminescencije dobivene su i u prisutnosti
bis piridin—4—aldoksim tetrametilen dibromida (C—4-dioksim), kako to
prikazuje slika 2. Ali taj oksim inhibira luminolsku reakciju znatno
vie negoli formaldoksim pri inate jednakim pokusnim uvjetima.

Kad se kao katalizator upotrebljava kompleksni cijanid Zeljeza,
K,[Fe(CN),], krivulje luminescencije imaju drugi oblik (slika 3). Maksi-
malni intenzitet luminescencije se takoder postizava veoma brzo (po
prilici za 5 sek. reakcionog vremena), ali nakon postizavanja toga maksi-
muma intenzitet se smanjuje znatno sporije negoli u prisutnosti hemi-
globina kao katalizatora. Kako se vidi iz toka krivulja na slici 3, C—+4
dioksim pravilno smanjuje intenzitet i zbroj svijetla luminescencije lu-
minola u prisutnosti %eljeznog cijanida. Inhibicija u kvantitativnom
smislu manje je djelotvorna negoli u prisutnosti hemiglobina, ali je
pravilna. Kad se promatraju i medu sobom usporeduju krivulje na sli-
kama 1., 2. 1 3., vidi se da oksimi, bez obzira na sam tok reakcije, dje-
luju samo tako da se smanjuje brzina reakcije a njezine druge karakte-
ristike ostaju nepromijenjene. Iz ove ¢injenice moZe se zakljuditi da se
zaista radi o pravim inhibitorskim utjecajima.

Krivulje kemiluminescencije luminola u prisutnosti oksima u isto]
koncentraciji (1.10—3 M) prikazuje slika 4. Ove krivulie se odnose na re-
akciju koja je bila katalizirana hemiglobinom (2.10° g%). Vidi se da
razni oksimi djeluju inhibitorski u kvantitativnom pogledu veoma razli-
tito. Da bi se mogla naéi odgovarajuéa kvantitativna mjera za inhibi-
torsko djelovanje raznih oksima na luminolsku reakciju, prikazana je
graficki, posebno za svaki oksim, ovisnost maksimalne brzine (Gm u %)
o molarnoj koncentraciji toga oksima, i to pri odredenim konstantnim
pokusnim uvjetima. Maksimalna brzina reakcije uzeta je kod takvog
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SI. 1. Krivulje kemiluminescencije luminola u prisutnosti razli¢itih koncentracija for-
maldoksima. Kriv. 1. bez formaldoksima, Kriv. 2. 1.10—2 M, Kriv. 3. 2.10-2M, Kriv. 4.
3.10—2M, Kriv. 5. 4.10—2M, Kriv. 6. 5.10—2M, formaldoksima. Katalizator: hemi-
globin 2.10~3 g%. G relativna jakost luminescencije, t vrijeme reakcije u sekundama.

Fig. 1. Chemiluminescence of luminol in the presence of various concentration of

formaldoxime. Curve 1. without formaldoxime, Curve 2. 1.10—2 M, Curve 3. 2.10—2 M,

Curve 4. 3.10-2*M, Curve 5. 4.10—=M, Curve 6. 5.10—=2M formaldoxime. Catalyst:

hemiglobin 2.10—5 g%. G relative intensity of chemiluminescence, t reaction time
in seconds.
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SI. 2. Krivulje kemiluminescencije luminola u prisutnosti razli¢itih koncentracija
C—4—dioksima. Kriv. 1. bez C—4-dioksima, Kriv. 2. 2.10—* M, Kriv. 3. 4.10— M, Kriv. 4.
6.104 M, Kriv. 5. 8.10—*M. Kriv. 6. 1.103M; Kriv. 7. 1,2.103M C—4-dioksima.
Katalizator: hemiglobin 2.10--% g%. G relativna jakost luminescencije, t vrijeme

reakcije u sekundama.

Fig. 2. Chemiluminescence of luminol in the presence of various concentration of
C—4—dioxime. Curve 1. without C—4-dioxime, Curve 2. 2.10—* M, Curve 3. 4.10— M,
Curve 4. 6.10—4 M, Curve 5. 8.10*M, Curve 6. 1.10— M, Curve 7. 1,2.10—3 M
C-4-dioxime. Catalyst: hemiglobin 2.10— g%. G relative intensity of chemilumines-

cence, t reaction time in seconds. -
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SI. 3. Krivulje kemiluminescencije luminola u prisutnosti razli¢itih koncentracija

C—4—dioksima. Kriv. 1. bez C—4—dioksima, Kriv. 2. 2.10-4 M, Kriv. 3. 4.10— M, Kriv. 4.

6.10—4 M, Kriv. 5. 1.10—2*M, Kriv. 6. 1,410—M, Kriv. 7. 18103 M, Kriv. 8.

29.10—3 M, Kriv. 9, 2,6.10-3M, Kriv. 10. 3.10—*M, Kriv. 11. 8,4.10—2 M C-4-dioksi-

ma. Katalizator: Ky[Fe(CN)] 9.103M. G relativna jakost luminescencije, t vrijeme
reakcije u sekundama.

Fig. 3. Chemiluminescence of luminol in the presence of various concentration of

C—4—dioxime. Curve 1. without C—4—dioxime, Curve 2. 2.10—4 M, Curve 3. 4.10— M,

Curve 4. 6.10—M, Curve 5. 1.10-*M, Curve 6. 1,410—M, Curve 7. 1,8.10° M,

Curve 8. 2,2.10—3 M, Curve 9. 2,6.10—3 M, Curve 10. 3.10— M. Curve 11. 34103 M

C-4—dioxime. Catalyst: K;[Fe(CN),] 9.10—° M. G relative intensity of chemilumines-
cence, t reaction time in seconds.
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SL 4. Krivulje kemiluminescencije luminola u prisutnosti raznih oksima koncentracije
1.10—* M. Kriv. 1. PAP- f ester, Kriv. 2. P,AM, Kriv. 8. P,AM, Kriv. 4. C—5-mo-
noksim, Kriv. 5. C—4-dioksim, Kriv. 6. C—5-dioksim. Katalizator: hemiglobin 2.10—5
g%. G relativna jakost luminescencije, t vrijeme reakcije u sekundama.
Fig. 4. Chemiluminescence of luminol in the presence of various oximes; concentration
of oximes: 1.102 M. Curve 1. PAP- £ ester, Curve 2. P,AM, Curve 3. P,AM, Curve
4. C-5-monoxime, Curve 5. C—4-dioxime, Curve 6. C—5-dioxime. Catalyst: hemi-
globin 2.10— g%. G relative intensity of chemiluminescence, t reaction time in
seconds.
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SIl. 5. Ovisnost maksimalne jakosti kemiluminescencije (Gm u %) o koncentraciji

P,AM-a. Kriv. 1. 45104 M K;[Fe(CN)g], Kriv. 2. 1.8.10—* M K,[Fe(CN),], Kriv. 3.

9.10— M K [Fe(CN),].

Fig. 5. The relationship between maximal intensity of chemiluminescence (Gm in /)
and concentration of P,AM. Curve 1. 4,5.10— M of K,;[Fe(CN),], Curve 2. 1,8.10— M

of K;3[Fe(CN),], Curve 3. 9.10—5M of K,[Fe(N)4].
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SL. 6. Ovisnost maksimalre jakosti kemiluminescencije (Gm u %) o koncentraciji
Py;AM-a. Kriv. 1. 1.10—* g% hemiglobina, Kriv. 2. 4.10— g% hemiglobina, Kriv. 3.
2.10—* g% hemiglobina.

Fig. 6. The relationship between maximal intensity of chemiluminescence (Gm in /)
and concentration of P;AM. Curve 1. 1.10—* g% hemiglobin, Curve 2. 4.10—5 g%
of hemiglobin, Curve 3. 2.10-% g% of hemiglobin.
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grafitkog prikazivanja u %, pri ¢emu vrijednost brzine G = 100 pri-
pada reakciji u odsutnosti oksima. Slike 5. i 6. prikazuju takve krivulje
za reakciju, koja je bila katalizirana s kalijevim %eljeznim (III) heksa-
cijanidom (slika 5.), odnosno s hemiglobinom (slika 6.). Na takvim kri-
vuljama se moze grafitki interpolacijom utvrditi vrijednost one oksim-
ske koncentracije, koja reakciju inhibira na polovinu brzine reakcije
bez prisutnosti oksima. Ta poloviéna inhibitorska koncentracija (i'/2)
karakteristi¢na je za doti¢ni oksim. Na temelju brojéane vrijednosti
polovi¢nih inhibitorskih koncentracija mogu se medu sobom usporediti
inhibitorske sposobnosti raznih oksima. Takve vrijednosti za razne
oksime navedene su u tablicama 11 2, i to posebno za tri koncentracije
hemiglobina, odnosno kalijeva Zeljeznog (I11) heksacijanida kao kata-
lizatora. Iz navedenih vrijednosti se vidi da postoje veoma velike raz-
like u polovi¢nim koncentracijama inhibicije pojedinih oksima. Moze
se postaviti cijela ljestvica inhibitorskog djelovanja oksima s poloviénim
koncentracijama u granicama od 7.10~4M do 6.10-2 M. Jednostavni
oksimi, kao &to je acetonoksim ili formaldoksim, veoma slabo inhibiraju
luminolsku reakciju, a poznati veoma djelotvorni reaktivatori koline-
steraze (PyAM, C—4—dioksim i sl.) predstavljaju i veoma efikasne inhi-
bitore luminolske reakcije.

Luminolska reakcija se zbiva u luZnatim otopinama, a oksimi mogu —
kako je ve¢ navedeno — u tim otopinama mijenjati zbog tautomernih
ravnoteza svoj molekularni oblik. Mogu u odredenom slu¢aju nastati
Zute otopine oksima, koje ¢e djelovati u reakcionoj smjesi kao wunu-
tarnji opticki filtri. To znadi, da ¢e jedan dio luminescencijom emitira-
nog plavog svjetla opticki apsorbirati i time smanjiti intenzitet lumi-
nescencije. Takav ¢isto opticki efekt mogao bi prividno poveéavati in-
hibitorsko djclovanje oksima na luminolsku reakciju. Zbog toga je bilo
potrebno posebnim mjerenjima apsorpcije sviietla nekih oksima u lu-
Znatim otopinama i razmatranjem emisionog spektra luminola, ratunski
utvrditi utjecaj efekta unutarnjeg filtra na inhibiciju luminolske reak-
cije djelovanjem tih oksima.

Od svih ovdje upotrebljenih oksima samo C-4-dioksim, P,AM i
P;AM daju u luZnatim otopinama znatniju Zutu boju, i to prva dva
oksima intenzivnu Zutu, a tre¢i samo slabo zutu boju. To znadi, da samo
ovi oksimi mogu djelovati kao unutarnji filtri na luminolsku reakciju.
Zakoni djelovanja unutarnjih filtara poznati su (10), ali se odnose, kao
i drugi zakoni apsorpcije svijetla, na slutajeve kad se izvor svijetla na-
lazi izvan objekta koji apsorbira svijetlo. U konkretnom se slucaju ke-
miluminescencije izvori svijetla nalaze difuzno razdijeljeni u cijeloj
rcakcionoj otopini u obliku podrazenih molekula (iona) luminola. Zbog
toga racunska obradba efekta djelovanja unutarnjeg filtra ne mo#e biti
u ovom sludaju previse to¢na.

Za odredivanje apsorpcije svijetla luminescencije u molekulama oksi-
ma u reakcionoj smjesi bilo je potrebno imati podataka, pored opée
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SI. 7. Spektralne krivulje. 1 osjetljivost selenova fotoelementa, 2 emisija luminescen-
cije luminola, 3 apsorpcija luznate otopine C—4-dioksima (6,5.10—* M), 4 apsorpcija
luznate otopine oksima P,AM (9.10—4 M). Ordinata: osjetljivost, odnosno emisija ili
apsorpcija u %; apscisa: duzina vala svijetla (4).
Fig. 7. Spectral curves, 1 sensitivity of selenium photoelement, 2 emission of lumi-
nescence of luminol, 8 absorption of alkaline solution of C—4-dioxime (6,5.10—* M),
4 absorption of alkaline solution of P;AM (9.10—* M). Ordinate: sensitivity, emission
or absorption respectively in %o: abscissa: wave length of light (4).
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Tablica 1

Poloviéne inhibitorske koncentracije (i'/2) oksima. Katalizator: hemiglobin

Hemiglobin

ool 2105 4105 | 110
Tulsiisitor e, | i1/2.10— M
1 gAcetonoksim 590 | 6l0
2. | Formaldoksim | 430 ‘
3. | Acetaldoksim 380 380 ‘
4. | Oksim pirogrozdane kiseline 186
5. | Piridin—4-aldoksim, (P,A) 134 | 154
6. | Izonitrozoaceton, (MINA) 120 135 140
7. | Diacetilmonoksim, (DAM) 110 125 | 140
8. | LCiacetildioksim, dinatrijska sol 42 |
9. Bromid £ (piridinium—4-aldoksim) |
| metilpropionat, (PAP—§ ester) 31 ‘ 34
10. | 2-piridin aldoksim jodometilat, (P,AM) 23 25 33
11.  4-piridin aldoksim jodometilat, (P,AM) 15 18 20
12.  Bromid (piridinium—4-aldoksim)~etilacetat, ;
' (PAA-a ester) 13 |
13. | 3-piridin aldoksim jodometilat, (P,AM) 9 2 | 22
14. | l-piridinium aldoksim-5—piridinium—pentan
| dibromid, (C-5-monoksim) 8 9 } 10
15. | 1,5-bis(piridinium aldoksim)-pentan dibro- !
| mid, (C-5—dioksim) 6.9 7:1 8 |
[ 16. j 1,4-bis(piridinium aldoksim)-butan dibromid, | | \
‘ I (C—4~dioksim) 6,5 6,8 ‘ 8 i

apsorpcione krivulje tih oksima, JoS i o spektralnoj emisiji svijetla lumi-
nescencije. Buduéi da se luminescencija mjerila fotoelektridki aparatom
sa_selenovim fotoelementom, morala se uzet] u obzir jo¥ i spektralna
osjetljivost toga fotoelementa. y
Spektralna krivulja apsorpcije svijetla naprijed navedenih oksima
odredena je izravnim mjerenjima pomoéu spektralnog fotometra. Spek-
tralna krivulja emisije luminescencije dobivena je iz spektrografskih
snimaka J. Kubala (11), a spektralna osjetljivost selenovih fotoelemenata
poznata je i objavljena u literaturi (12). Takve spektralne krivulje
apsorpcije, emisije i osjetljivosti prikazuje slika 7. Upotrebom brojéa-
nih vrijednosti, koje odgovaraju ovim krivuljama, bilo je mogudle izra-
¢unati, jednostavnim racunskim postupcima, posebno za svaku dufinu
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Tablica 2
Polovitne inhibitorske koncentracije (il)2) oksima. — Katalizator: Ky[Fe(CN)g]

K, [Fe(CN),]

M.10° 8 18 E 45
| |
Inhibitor | i'/2.100 M
1. | Acetaldoksim 210 210 210
2. | Izonitrozoaceton, (MINA) 180 186 190
|
3. | 3-piridin aldoksim jodometilat, (P;AM) 46 60 | 72
‘ ‘
4. | 1,4-bis(piridinium aldoksim)-butan dibromid,
l (C—4—dioksim) 34 36 | 41
5. 1{ 4—piridin aldoksim jodometilat, (P,AM) 29 34 43

vala, ono svijetlo luminescencije koje je registrirano u upotrebljenoj
fotoelektritko] aparaturi, a u odsutnosti oksima. Nakon toga se lako
izratunao onaj dio svijetla luminescencije $to ga je apsorbirao oksim,
pri svakoj duzini vala, kad se nalazio u odredenoj koncentraciji u
reakcionoj otopini. Dobivene rezultate prikazuje grafitki slika 8. Kri-
vulja 1 na toj slici odgovara emisiji luminola bez prisutnosti oksima,
i to tako kako tu emisiju registrira upotrebljeni fotoelement. Krivulja
2 odgovara onom dijelu luminescencijom emitiranog svijetla $to ga ap-
sorbira C—4-dioksim kad se nalazi u reakcionoj smjesi u polovi¢noj
inhibitorskoj koncentraciji (i'/2 = 6,5.10=* M). Krivulja 3 konat¢no od-
govara apsorpciji oksima P;AM u koncentraciji it/2 = 9.10—* M. Treéi
u luznatim otopinama jako Zuto obojeni oksim P,AM daje pribliZzno
istu krivulju kao i C—4-dioksim, pa ta krivulja zato nije nacrtana na
slici 8. Plohe ispod tih krivulja, tj. njihovi integrali, odgovaraju zbro-
jevima svijetla (L u relativnim jedinicama), i to od luminola emitira-
nog (kriv. 1), odnosno od oksima apsorbiranog (kriv. 2 i 8) svijetla lumi-
nescencije. Brojéane vrijednosti tih zbrojeva svijetla (L u %) navedene
su u tablici 3, pa se mogu smatrati korekturnim vrijednostima za korek-
ciju inhibitorskih utjecaja tih tvari s obzirom na njihovo djelovanje
kao unutarnjih filtara. Iz tablice 3 se vidi da P,AM djeluje veoma slabo
kao unutarnji filtar, dok su filtarski efekti, koje daje P,AM i C4-di-
oksim, znatno izrazitiji.

Dijelovanje 7uto obojenih oksima kao unutarnjih filtara svijetla lumi-
nescencije pokazuje se, pri izvedbi pokusa o inhibiciji luminolske reak-
cije, u smanjenju stvarnih polovitnih inhibitorskih koncentracija. To
smanjenje odgovara filtarskom efektu, a ratunskom korekcijom za taj
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SI. 8. Spektralne krivulje. 1 fotoelementom registrirana emisija luminescencije lumi-

nola, 2 apsorpcija svijetla luminescencije u luznatoj otopini C—4-dioksima (6,5.10—M),

3 apsorpcija svijetla luminescencije u luznatoj otopini oksima P;AM (9.10— M).
Ordinata: emisija, odnosno apsorpcija u %o; apscisa: dufina vala svijetla (1).

Fig. 8. Spectral curves. 1 measured emission of luminescence of luminol, 2 absorption

of luminescence light in alkaline solution of C—4—dioxime (6,5.10—* M), 8 absorption

of luminescence light in alkaline solution of P;AM (9.10—4 M). Ordinate: sensitivity,
emission or absorption in %: abscissa: wave lenght of light (1).
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Tablica 3
Relativne vrijednosti za zbroj svijetla (L u %/o)

L
Luminol, emisija 100 .
;mm | 2,8
| C—4—dioksim ‘ 15,7 \
hmM 18,9 ‘

Vrijednosti za oksime odnose se na apsorpciju pri koncentraciji i'/z.

efekt mogu se odrediti stvarne polovitne koncentracije inhibicije. Ta se
korekcija provodi na ovaj nadin: Iz vrijednosti zbroja svijetla u tablici
3 izratunaju se, primjenom Lambert—Beerova zakona, posebno za svaki
oksim, srednji ekstinkcioni koeficijenti za (polikromatsko) svijetlo lumi-
nescencije luminola. Tako dobivenim, u stvari samo pribliZnim ekstink-
cionim koeficijentima mogu se izratunati vrijednosti apsorpcije svijetla
luminolske emisije za svaku koncentraciju oksima. Kad se ta apsorpcija
u %0 oznati sa A, moZe se za svaku koncentraciju oksima izratunati ko-
rigirana maksimalna jakost luminescencije (G'm) po formuli:

100

G = 5 =&

. Gm (1),

u kojoj Gm oznacuje za tu koncentraciju oksima mjerenjem utvrdenu
maksimalnu jakost luminescencije. Provodenjem toga racuna dobiju se
vrijednosti G'm za svaku upotrebljenu oksimsku koncentraciju (i), pa
se mogu narisati korigirane Ekrivulje po slikama 5. i 6. Na tim krivu-
ljama se konatno grafickom interpolacijom odreduju korigirane polo-
vi¢ne koncentracije inhibicije i*/2. Te koncentracije korigirane su da-
kako s obzirom na efekt unutarnjeg filtra, a predstavljaju stvarne po-

lovi¢ne koncentracije &iste inhibicije. U tablicama 4 1 5 navedene su
pored eksperimentalno dobivenih polovi¢nih koncentracija inhibicije
(i/2) jo$ i na navedeni nalin korigirane vrijednosti (i/2) za oksime
P;AM i P,AM, pa za katalizatore hemiglobin i kalijev Zeliezni (ITT)hek-
sacijanid. Vidi se da je ta korekcija neznatna za prvi, ali je znatnija
za drugi od navedenih oksima.
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Tablica 4
Korekcija poloviénih inhibitorskik koncentracija. Katalizator: hemiglobin.

. Katalizator | N [ [
| ‘\s"/- ’ 2.10—% | 410— | L.10—4 | 2.10-s | 410~ |. 1104
\ . 1

\

LIPS Rt Pl 5

SN SKIUS NI

1 i1/2.104 M i"/2.10— ‘
. Inhibiﬂxl SR . |

|
| 1 1 |
P,AM ’ 9 ’ 12 22 96 13 J! % |
| . | | |
' P,AM 1 ; 18 20 25 28 | 34 |
| | ‘ | | |
Tablica 5
Korekcija polovienih inhibitorskih koncentracija. Katalizator: K.TFe(CN),]
Kata’.ii’ZthOr ) ‘ ‘ V - . it 7(7 V ‘ - = |
M.1os = 9 | 18 45 9 18 45 |
’ ' 11/2.104 M 11/2.10*
Inhibitor | e e
il : } ‘
| | |
P,AM 46 | 60 72 35 | 80 90
P,AM | 43 100 | 150 240

DISKUSIJA REZULTATA

Posto su utvrdeni naprijed navedeni, djelomi¢no veoma izraziti, inhi-
bitorski uéinci oksima na luminolsku reakciju, bilo je prije svega po-
trebno pokuSati rezultate rada interpretirati u smisiu Michaelis.Men-
tenove teorije inhibicije enzimatskih reakcija (13). Trebalo je utvrditi
o kojoj se vrsti inhibicije radi. U tu svrhu obradeni su rezulfati mjere-
nja inhibicije utjecajem oksima DAM i C—4—dioksima, za tri razlidite
koncentracije supstrata (luminola) na naéin koji je uveo M. Dixon (14)
u biokemijsku kinetiku.

Kad inhibitor (I) stvara s enzimom (E) kataliti¢ki neaktivan spoj (EI),
govori se o kompetitivnoj inhibiciji, a za taj se slu¢aj moze jednadiba
inhibicije po Dixonu pisati u ovom obliku:
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1:Ks<1+1>1+1
\Y Vm Ki S Vm ' (2)

U ovoj jednadibi V je brzina reakcije pri odredenoj koncentraciji
inhibitora i, Vm je (konstantna) maksimalna brzina kod veoma velike
koncentracije supstrata S, Ks je Michaclisova konstanta, a Ki je kon-
stanta ravnotefe spoja inhibitora s enzimom.

Jednadzba (2) daje linearnu ovisnost reciproéne brzine reakcije 1/V
o inhibitorskoj koncentraciji. Svakoj supstratnoj koncentraciji odgovara,
pri grafitkom prikazivanju, po jedan pravac odredenog nagiba, a ti
pravci se sijeku medu sobom na negativnoj strani koordinatnog sustava
iznad apscise. Projekcijom ovog sjecista na apscisu moze se odrediti Ki.
Za inhibitorsko djelovanje oksima DAM kao i C—4—dioksima prikazuju
u smislu jednadibe (2) eksperimentalno dobivene pravce slike 9. 1 10.
U jednom i drugom sluéaju radeno je s ovim koncentracijama supstrata
(luminola): 1,6.107* M, 410—4M i 5,6.10¢ M. Vidi se da se dobiveni
pravci zaista sijeku iznad apscise, pa se stvarno radi o kompetitivnoj
inhibiciji. Pokusi s oksimom DAM odnose se na hemiglobinom (2.10—°
%) kataliziranu luminolsku reakciju (SL. 9.), a pokusi sa C—4-dioksi-
mom izvedeni su u prisutnosti kalijeva #eljeznog(II)heksacijanida
(1,8.10-¢M). Za konstantu disocijacije (Ki) spojeva tih katalizatora
(enzimskih modela) s inhibitorima dobivene su ove vrijednosti:

Ki
Hemiglobin + DAM 3,9.103
Ky[Fe(CN)g] + C—4-dioksim $,2.10—3

Preformiranjem jednadibe (2) moZe se dobiti oblik:

V K :
} ol et o (3),
Ki (Ks + S)
u kojem Vo oznatuje brzinu reakcije u odsutnosti inhibitora, a pri sup-
stratnoj koncentraciji S. Za odredenu kombinaciju supstrata, kataliza-
tora 1 inhibitora
Ks
B = ()
Ki (Ks + §)
predstavlja o koncentraciji inhibitora neovisan izraz, a naziva se inhibi-
torska konstanta. Izmedu te konstante i polovi¢ne inhibitorske koncen-
tracije postoji odnos:
f
Iz tih se razlaganja moZe zakljutiti da se pri kompetitivnoj inhibiciji
porastom koncentracije supstrata f3 smanjuje, a i'/2 raste. Da ta pravil-

il/e =

(5).
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SI. 9. Ovisnost reciproéne vrijednosti brzine luminolske reakcije (1/V) o koncentraciji
inhibitora (i), a pri razli¢itim koncentracijama supstrata (luminola). 1 se odnosi na
L6.10—4M, 2 na 4.10-4 M i3 na 5610—4M luminola. Inhibitor: DAM.

Fig. 9. The relationship between reciprocal value of the velocity of luminol reaction
(1/V) and concentration of inhibjtor (i) at different substrate (luminol) concentrations.
1 refers to 1,6.10—4 M, 2 to 4104 M and 3 to 5,6.10~4 M of luminol. Inhibitor: DAM.
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S1. 10. Ovisnost reciprotne vrijednosti brzine luminolske reakcije (1/V) o koncentraciji
inhibitora (i), a pri razli¢itim koncentracijama supstrata (luminola). 1 se odnosi na
1,6.10—M, 2 na 410—M i 3 na 5,6.104 M luminola. Inhibitor: (C—4-dioksim.

Fig. 10. The relationship between reciprocal value of the velocity of luminol reaction

(1/V) and concentration of inhibitor (i) at different substrate (luminol) concentrations.

1 refers to 1,6.10—4M, 2 to 4.10—M and 8 to 5.6.10—*M of luminol. Inhibitor:
C—4—-dioxime.
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Tablica 6

Vrijednost inhibitorske konstante (f) za razliite koncentracije luminola (S)
R Luminol ‘ ‘ ;
i e } 16 40 ; 56 |
o -_—
Oksim e B ‘
N Hoalh — - o |
‘ DAM | 105,2 89,3 79,4 |
C—4-dioksim . 3333 2941 | 2702 |

nost zaista vrijedi i za inhibiciju luminolske reakcije utjecajem oksima,
pokazuju brojcane vrijednosti u tablici 6. Time je takoder potvrdeno
da se kod ovdje istraivanih efekata radi o pojavi kompetitivne
inhibicije.

MofZe se jo§ postaviti pitanje, zato postoje u kvantitativnom pogledu
tako velike razlike o inhibitorskim uéincima pojedinih oksima na lumi-
nolsku reakciju. Zasto su neki oksimi veoma slabi, a drugi veoma dje-
lotvorni inhibitori? Kad se promatraju kemijske konstitucije oksima iz
tablice 1 1 2, udara u o& da oksimi sa slabim inhibitorskim osobinama
u vodenim otopinama predstavljaju neutralne molekule, npr. aceton
oksim, MINA, pa DAM. Veoma djelotvorni inhibitori, kao P,AM,
P3;AM, C—4—dioksim i sl., daju medutim u otopinama katione (vidi na-
prijed formuliranu ravnoteu oksima P,AM). Potonji oksimi su isklju-
¢ivo bromidi ili jodidi, pa postoji moguénost da anioni tih halogena u
oksimskim otopinama takoder utje¢u na brzinu luminolske reakcije. Do
takvog moguéeg utjecaja mofe doéi i zato $to su halogenidi inate po-
znati kao djelotvorni inhibitori raznih kemijskih reakcija. Na luminol-
sku reakciju djeluju, medutim, jodidi i bromidi kao promotort koji po-
veéavaju brzinu reakcije i daju veéi zbroj svijetla kemiluminescencije
(15). Buduéi da se takvi promotorski efekti pokazuju u veéoj mjeri
samo u prisutnosti halogenida u zaista znatnim koncentracijama (npr.
u molarnim koncentracijama), mo¥e se smatrati da anioni u ovdje upo-
trebljenim oksimskim otopinama ne utjetu prakti¢ki na brzinu luminol-
ske reakcije. S druge strane, nije isklju¢eno da kationski karakter s
obzirom na inhibiciju veoma djelotvornih oksima igra, pri ovom procesu,
odredenu ulogu.
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ZAKLJUCAK

Razni oksimi djeluju inhibitorski na luminolsku reakciju koja je kata-
lizirana s organofosfornim spojevima, odnosno s kompleksnim spoje-
vima Zeljeza. Ta inhibicija manifestira se u gaSenju kemiluminescen-
cije luminola. Maksimalna jakost, kao i zbroj svijetla luminescencije
pravilno se smanjuje porastom koncentracije oksima u reakcionoj
otopini.

Odredene su polovitne inhibitorske koncentracije (i'/2) luminolske
reakcije za 16 oksima u prisutnosti hemiglobina, odnosno kalijeva Zelje-
znog(I1T)heksacijanida kao katalizatora. Te koncentraciie se kretu u
granicama od 6,5.10 * M do 6,1.102 M, a ovisne su o naravi 1 koncen-
traciji upotrebljenog katalizatora.

Odredene su apsorpcione krivulje nekih od upotrebljenih oksima u
lufnatim otopinama za ljubitasti dio vidljivog spektra. Ratunskom
obradbom dobivenih vrijednosti utvrdeno je da oksimi apsorbiraju samo
neznatan dio svijetla koje emitira luminol dok traje kemiluminescencija.
Ta apsorpcija svijetla luminescencije ne moze biti glavni razlog utvr-
denih inhibitorskih efekata, a postoji moguénost da se korigiraju vri-
jednosti polovi¢nih koncentracija s obzirom na taj sekundarni efekt
apsorpcije svijetla luminescencije. Kod veéine upotrebljenih oksima ta
korekcija nije znatna.

Kinetitkom analizom po metodi Dixona utvrdeno je da se ustanov-
ljeni inhibitorski u¢inci mogu dobro interpretirati jednadzbom za kom-
petitivnu inhibiciju. Inhibitorska konstanta se smanjuje poveéavanjem
koncentracije supstrata (luminola), a to takoder odgovara mehanizmu
kompetitivne inhibicije.

Eksperimentalna metoda koja je upotrebljena u ovoj radnji jedno-
stavna je i daje brzo odgovarajuce rezultate, pa zato moze posluZiti za
opée ispitivanje inhibitorskih osobina oksima.

Rezultati istrazivanja inhibicije luminolske reakcije utjecajem oksi-
ma, a u prisutnosti organofosfornih spojeva kao katalizatora, objavit ¢e
se u drugoj radnji.
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Summary

ON THE INHIBITORY PROPERTIES OF OXIMES
L. ACTION OF OXIMES ON THE CHEMILUMINESCENCE
OF LUMINOL

It has been found that oximes with widely different chemical structure are effec-
tive inhibitors of the luminol reaction catalysed by organophosphorus compounds
(esters of phosphoric or thiophosphoric acid, insecticides, nerve gases) or various
complexes with iron. The reaction mechanism of the inhibition is closely related to
the reactivation of cholinesterase inhibited by organo-phosphorus compounds with
oximes. The reactivation of the inhibited cholinesterase is generally considered as
due to the chemical interaction of oximes with inhibitor (organophosphorus com-
pounds). The mechanism of the inhibition of luminol reaction probably consist of
the interaction of inLibitor (oxime) with catalyst (organophosphorus compound, com-
plex of iron). The study of inhibition of the Tuminol reaction with oximes provides
a means for a simple evaluation of inhibitory properties of various oximes.

The results of the measurements of inhibitory effect of 16 oximes on the luminol
reaction catalysed by hemoglobin or potassium ferricyanide are described in this
paper. By means of photoelectric measurements the relationship between the intensity
(G) of chemiluminescence of luminol (in alkaline solutions in the presence of hydro-
gen peroxide and appropriate catalyst), and reaction time (t) with or without oximes
(Fig. 1, 2, 3, and 4) was established.

Maximal intensity of chemiluminescence (Gm) was used as a relative value of the
maximal velocity of luminol reaction. From the relationship between maximal veloc-
ity and oxime concentration, the concentration for 50°0 inhibition (1'/2) can be de-
termined. These concentrations are listed in Tables 1 and 2. It is evident that these
concentrations are within relatively broad range, between 6,5,10—5 M and 5,9.10— M,
and that they depend upon the nature and concentration of inhibitors used in the
reaction.
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It was further found that the yellow colour of some oximes in the alkaline solu-
tion has an insignificant role in the process of inhibition caused by oximes. This fact
has been established by quantitative measurement of light absorption of oxime solu-
tion at various wave lengths (Curves 3 and 4, Fig. 7), followed by the numerical
interpretation of the obtained results taking into account the spectral distribution of
emitted light of luminol (Curve 2, Fig. 7) and the sensitivity of the photoelement
(Curve 1, Fig. 7). Spectral curves obtained as a result of these proceedings are shown
in Fig. 8. It is evident that the absorption of light by oximes does not influence the
luminescence appreciably. Tables 8 and 4 show the experimentally determined i'/z
and mathematically corrected i/2 concentrations of P;AM and P,AM.

The inhibition of the luminol reaction with oximes represents a competitive inhi-
bition (Fig. 9 and 10) as shown by means of kinetic analysis (18. 14). The dissociation
constant (K;) of the compound obtained by the chemical combination of oximes (DAM
and (-4-dioxime) with catalysts (hemiglobin or K,[Fe(CN)g]) was determined by the
use of Dixon equation (2). The constant of inhibition, according to the equation (3)
or (4), decreases when the concentration of substrate increases, what is in agreement
with the theory of competitive inhibition.

The possible influence of the ionic state of some oximes on the mechanism of
snhibition is discussed. Jons of oximes (I— and Br—) evidently have no influence on
the velocity of the luminol reaction.

The results of the studies of the influence of oximes on the luminol reaction catal-
yed by organophosphorus compounds will be published elsewhere.
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