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Prikazana je biokemija, farmakologija, eksperimentalna i klinitka
toksikologija, terapija i prevencija otrovanja organofosfornim insekti-
cidima. Opéirnije su iznijeta dana$nja shvacanja o mehanizmu djelova-
nja organofosfornih inhibitora na kolinesterazu i istraZivanja s podrudja
reaktivacije inhibirane kolinesteraze pomoc¢u nukleofilnih reagensa.

L. UVOD

Organofosform insekticidi predstavljaju grupu otrova, kojih je zna-
cen]e posljednjih nekoliko godina znatno poraslo zbog njihove sve Sire
primjene u poljoprivredi i javnom zdravstva. Ti spojevi zauzimaju va-
/no mjesto u modernoj zastiti bilja, a neki, manje otrovni, postepeno se
uvode za tamanjenje insekata, koji prenose bolesti, a koji su razvili re-
zistenciju na insekticide iz grupe kloriranih ugljikovodika. Neki organo-
fosforni spojevi primjenjuju se kao terapeutici u humanoj i veterinar-
skoj medlcml a mnogi od tih spojeva sluZe kao vrlo korisno sredstvo
pri proutavanju funkcxje acetilkolina, kao i biokemijskih karakteristika
enzima, koji razgraduju acetilkolin u organizmu. Neki vrlo otrovni 1
hlapljivi spojevi te grupe su neobi¢no ]akl nervni otrovi.

Esteri fosforne kiseline poznati su veé viSe od 100 godina, ali njihova
insekticidna svojstva zapazili su tek 1935. godine Schrader i njegovi su-
radnici u laboratorijima tvornice Bayer u Njemackoj (124). Od prvog
komercijalnog preparata, tetraetil-pirofosfata (TEPP) sintetiziran je do
danas velik broj organofosfornih spojeva s insekticidnim djelovanjem
i mnogi se od njih nalaze na trmstu pod razliditim tvorni¢kim imenima.
Danas je komercijalno najvazniji spoj dietil p-nitrofenil tiofosfat
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(E605), koji je 1944. godine takoder sintetiziran u Bayerovim laborato-
rijima, ali su ga Amerikanci prvi poceli komercijalno proizvoditi pod
imenom Parathion. Tablica 1. prikazuje strukturne formule i kemijska
imena najvaznijih organofosfornih spojeva zajedno sa zasti¢enim ime-
nom preparata, pod kojim se spoj nalazi na trzi$tu. Na istoj tablici pri-
kazani su i nervni otrovi iz grupe organofosfornih spojeva.

Organofosforni insekticidi prodiru brzo u organizam preko gastro-
intestinalnog trakta, plu¢a ili kroz koZu. Opée toksikolosko djelovanje
na sisavcima jednako je za sve biolotki aktivne organofosforne spojeve.
Nakon ulaska u organizam oni inhibiraju enzim kolinesterazu, koja
ima zadacu da hidrolizira acetilkolin u organizmu. Gotovo svi simptomi
otrovanja organofosfornim insekticidima mogu se pripisati hiperfunkciji
kolinergi¢nog nervnog sistema, izazvanoj akumulacijom acetilkolina u
nervnim sinapsama.

Medu bioloski aktivnim esterima fosforne kiseline razlikujemo dvije
grupe spojeva: jedni reagiraju s kolinesterazom in vitro i in vivo (na pr.
Paraoxon ili TEPP); drugu grupu ¢ine spojevi, koji ne inhibiraju, ili
vrlo slabo inhibiraju kolinesterazu in vitro (na pr. Parathion, Malathion
ili Schradan), i tek se u organizmu stvara aktivni inhibitor kolinesteraze.
Tako na pr. Parathion u organizmu Zivotinje prelazi enzimatskom oksi-
dacijom u Paraoxon (48). David i Aldridge (43) pokazali su nedavno,
da sli¢na reakcija nastaje pod odredenim uvjetima i u biljnom organi-

Tablica 1

Pregled formula i komercijalnih imena nekih organofosfornih spojeva

Spoj

Formula

Komercijalno ime

0,0-Dietil-0-p-nitrofenil
tiofosfat

S
I 0CoH;
02N 0P <
~ OCoHs

Parathion, E605, E605
forte, Folidol, Thiophos
3422, Paration 20 »Pi-
nus«, Duphar Parathion,
Fosferno, Ekatox, Liro-
tion

0,0-Dietil-0-p-nitrofenil
fosfat

Paraoxon, E600, Minta-
col

0,0-Dimetil-0-p-nitrofenil
tiofosfat

Methyl-parathion, E605
Staub, Ekatox Staub
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Spoj : Formula Komercijalno ime
N=—=( +« CH
nasdinnl Gamdmopronile T 2
e e e CH-C CH 8 Diazinon, G 24480,
4-metil-pirimidil (6) CHs d i i | 0CoHs B:;ledni?ln
tiofosfat N s C-O-P/
"\ 0C:Hs
(8]
0,0-Dimetil 2,2,2-triklo- | 7 OCHs;
ro-1-hidroksietil Cls-C-HOHC-P Dipterex, Bayer L 138/59
fosfonat 5 OCH;
e OCH
Dimetil 2.2-diklorovinil | 3
fosfat ClC=HC-0-P < DDVP
OCH3
¥ OCH (C
Diizopropil fluoro- [\\) e (CHa)e DFP
fosfonat > \OCH (CH)s
9 ocH(CHY)
. . 3)2
Izggg?fgi“lfrﬂs;ild F_lu < Sarin (nervni otrov)
CHs
i 0OCH
g v 5 = | 215
e S ne-p Tabun (nervni otrov)
N (CHz)2
0]
I o Clla
Pinakoloksimetil F-P .
fosforsl Huotid "\ 0.CH-C(CHs)s Soman (nervni otrov)
|
CHs

zmu. Odredivanjem mioti¢ne aktivnosti (122) moZe se ocijeniti direktna
inhibitorna aktivnost organofosfornog spoja i in vivo.

Schrader (125) smatra, da su bioloki aktivni oni esteri fosforne kise-
line, koji zadovoljavaju ove osnovne uvjete:
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Formula

Komercijalno ime

0,0-Dimetil-0-(3-kloro-4-

ﬁ OCHj
T Chlorthion, Bayer
OsN Q=P y
nitrofenil tiofosfat 4 22/190
CaH50 ‘”) (H) , OC:Hs
Tetraetilpirofosfat i P.O-P7 TEPP
C2H50/ OCqHs
(0] (0]
(CHas)oN N(CHs)s
Oktametilpirofosforamid \ll)j_o_ll‘w/ IS)chradan OMPA,
/ \ estox III
(CHas)2N N(CHs)q
(0]
Bis (dimetilamino)- [ /N (CHa)a ke
fluoro-fosfin oksid F'P\ Ihclox
N(CHs)e
: ; e O NH.CH(CH)
Bis (monoizopropilamino) Y Mesatox, I
-fluorofosfin oksid F-P N IPAtax, A peshal
NH-CH (CHs)2
0,0-Dietil-O-etiltioetil S 0C.Hs
fosforotionat 1 0,0- /'[/ Systox, Demeton,
dietil S-etiltioetil CoHs- S GoHy-O- 5 E 1059
fosforotiolat OC.Hs
0,0-Dimetil O-etiltioetil S
fosforotionat i d /OCH3 Metasystox, Methyl-
0.0-dimetil S-etiltioetil CoHs-S - CoHy-0-P demeton
fosforotiolat OCH;
O2H;5-O0C-HC S
0,0-Dimetil S-(1,2-dikar- i I || ~OCHs .
S || / Malathion, Malathon,
betoksietil) C.Hs-00C-HC-S-P
ditiofosfat A

»4049« Etiol
OCHj3
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1. sadrzavaju 5-valentni fosfor kao centralni atom;

2. na centralni atom fosfora vezan je dvostrukom vezom k1s1k ili
sumpor

3. na centralni fosforni atom vezana su pored toga dva neutralna
ostatka (alkil ili alkoksil);

4. na petu valenciju fosfora vezan je acilni ostatak (fluor, CN, SCN
164

Prema tome moZe se konstitucija bioloski aktivnih organofosfornih
estera prikazati ovako:

Ry O(S)
N
P

// \\
Ro Acil,

gdje R; i R, predstavljaju alkilne ili alkosilne grupe ili ostatke primar-
nih ili sekundarmh baza. Schraderov se princip pokazao vrlo korisnim
pri sintezi novih spojeva.

Ako, na pr., na jednu molekulu dietil-tiofosforne kiseline vezemo dru-
gu molekulu dietil-tiofosforne kiseline kao acilni ostatak, dobit ¢emo
ester pirofosforne kiseline ove konstitucije:

CoHs"N S S O CoHs CeH50 /S S 0CqeHs
\\\ 7% 3 4 \\ / \ /
~+ : ] -H.0 Pt i) o P
>N " > v N
C2H59 OH HO OCqH; C2H50 OCsH5 .

Ta je supstancija sintetizirana 1944. godine u Bayerovim laboratorijima
1 nalazi se u prometu pod imenom Bladafum, kao sredstvo za fumiga-
ciju staklenika.

Analognom pirokondenzacijom dietil-fosforne kiseline dobivamo veé
spomenuti tetraetil-pirofosfat (TEPP), koji je sintetiziran jos 1850. go-
dine, ali su njegova toksitna svojstva istraZena tek 1938. godine (124).

Princip naprijed navedene sheme moZe se primijeniti i na spojeve,
koji kao supstituente R, 1 R, imaju dimetil-amino grupe, kao 3to je
na pr. Dimefox. Ta supstancija, sintetizirana u Bayerovim laboratori-
jima u Elberfeldu, ima karakter t. zv. sistemskih insekticida, koji se ras-
prostranjuju po ditavom organizmu biljke i Stite je od insekata, koji
sisu. U hngleskOJ se Dimefox upotrebljava kao sredstvo za zastitu bilja,
i pomo¢u posebnih uredaja ulijeva se u tlo, otkud ga biljke uzimaju.
Taj spoj je vrlo jak otrov za sisavce, i zbog toga je njegova upotreba
kao sredstva za zastitu bilja bila neko vrijeme zabranjena. Danas se u
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Engleskoj prodaje i pod imenom Hanane. Dimefox je slabi inhibitor
kolinesteraze in witro; in vivo, medutim, prelazi djelovanjem jetre u
vrlo jak ali nestabilan inhibitor kolinesteraze (58).

Kondenzacijom dviju molekula bis-dimetil-aminofosforne kiseline
dobiva se spoj, koji je poznat pod imenom Schradan ili OMPA. To je
amid aktametil-pirofosforne kiseline. Sintetizirao ga je Schrader 1941.
godine, a Kilby, koji je proutavao biokemijska svojstva tog spoja (91),
nazvao ga je u Cast njegova pronalazaca Schradan. Schradan nema go-
tovo nikakvu inhibitornu mo¢ in vitro, dok je naprotiv, in vivo vrlo jak
inhibitor kolinesteraze. Inhibitorna sposobnost Schradana i vitro znat-
no se povetava, ako ga pomijeSamo sa Stakorskim jetrima (47, 65, 112,
113 Harley (74) je nasao, da Schradan s permanganatom stvara la-
bilni spoj, koji je medutim vrlo jak inhibitor kolinesteraze in wvitro.
Smatra se, da taj spoj ima ovu konstituciju (39):

0
o
(CHz)e2N O O N(CHas)e

Sl T
P-O-P

A Y
(CH)oN N (CHy)z .

Taj amin-oksid inhibira osim kolinesteraze 1 druge enzime. Preko tog
spoja moze se do¢i i do stabilnog, ali manje aktivnog metiliranog hidro-
ksilaminskog spoja (125):

__OCHs
(CH):2N O O N
S
B-0O-P
A N
(CHs)2N N (CH3)

I Schradan pripada grupi sistemskih insekticida.

Opcenito mozemo sistemske insekticide klasificirati u tri grupe (119).
Prva grupa obuhvala insekticide, koji su stabilni kroz ¢itavo vrijeme
postojanja u biljci 1 biljka ih ne razgraduje. Tipi¢an primjer za tu gru-
pu je selen. Drugu grupu sacinjavaju t. zv. endolitski insekticidi, koji se
nalaze u biljci u svom originalnom obliku, sve dok ih organizam biljke
ne razori. Primjeri za tu grupu, medu mnogim drugima, su Schradan i
Dimefox. Tre¢u grupu ¢ine t. zv. endometatoksiéni insekticidi, koji u or-
ganizmu biljke prelaze u druge toksi¢ne produkte s insekticidnim svoj-
stvima. Primjeri za tu posljcdnju grupu su Systox (63, 76) 1 Metasystox
(107). Sistemske otrove nalazimo i u prirodi, na pr. natrijev fluoroacetat,
koji se nalazi u juznoafritkoj biljci Gif Blaar.
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Siru primjenu organofosfornih spojeva u poljoprivredi, a napose u
javnom zdravstvu, spredava velika toksi¢nost tih spojeva. Zbog toga se
nastoji sintetizirati nove spojeve, koji bi imali ista ili bolja insekticidna
svojstva, ali manju toksi¢nost za toplokrvne Zivotinje. Primjer za takav
spoj je Diazinon, koji je sintetizirala §vicarska tvornica Geigy. Diazinon
se dobiva uvodenjem dietil-tionofosforilnog ostatka u 2-izopropil-4-
metil-6-oksipirimidin. I Amerikanci su uspjeli sintetizirati jedan fos-
forni ester, koji ima malu toksi¢nost za sisavce. To je Malathion, i upo-
trebljava se kao kontaktni insekticid za suzbijanje muha, koje su rezi-
stentne na DDT. Paralelno sa smanjenom toksi¢no$¢u za toplokrvne
zivotinje smanjuje se medutim i otrovnost za insekte, pa se te supstan-
cije moraju upotrebiti u razmjerno veéim koli¢inama. Premda Parathion
zbog velike toksitnosti za sisavce nije idealno insekticidno sredstvo, taj
se spoj od svih najviSe upotrebljava, i to kao polivalentni kontaktni in-
sekticid u poljoprivredi i Sumarstvu.

U posljednje vrijeme pokusalo se ukloniti jo§ jedan nedostatak orga-
nofosfornih spojeva. Ti spojevi, naime, nisu stabilni i prema tome ne-
maju rezidualno djelovanje, koje je karakteristitno za DDT ili sli¢ne
insekticide iz reda kloriranih ugljikovodika. Cini se, da je u novije vri-
jeme i u tom pravcu ufinjen napredak sintezom Resitoxa:

/0\ / \ S” _0CoHs5
LY )k
\C//\\\/
|
CHz

Resitox ima rezidualno djelovanje. i on je u tome izuzetak medu orga-
nofosfornim spojevima (125).

Novi smjer u sintezi predstavlja Bayerov preparat Dipterex: 0,0-di-
metil-2,2,2-triklor-1, oksietil-fosfat, koji je topljiv u vodi, kloroformu
1 benzenu. Konstitucija tog spoja ne slaze se s optom shemom, koju je
dao Schrader, ali u slabo alkalnom mediju on prelazi u dimetil-dikloro-
vinil-ester fosforne kiseline (DDVP) (102). Taj je spoj hlapljiv, a to
takoder pridonosi njegovu toksi¢nom djelovanju protiv muha.

Tablica 2. sadrzava neke fizicke karakteristike pojedinih organofos-
fornih spojeva, a na sl. 1 prikazana je nomenklatura za neke organo-
fosforne spojeve (94).
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Tablica 2

Fizi¢ke karakteristike nekih organofosfornih spojeva

Systox (Demeton)
Malathion
Diazinon
Sulfotepp
Schradan

Metil parathion
Sarin

Naziv Agregatno stanje \ Vreli$te
Parathion futa uljasta tekuéina 157-162°C pri 0.6 mm Hg
T-E PP bezbojna tekuéina 104-110°C pri 0,08 mm Hg
Paraoxon crvenkasto-zuta uljasta 148-151°C pri 1 mm Hg

tekuéina
bezbojna uljasta tekucina
zuckasta uljasta tekuéina
bezbojna uljasta tekucina
slabo zuctkasta uljasta tekucina
bezbojna uljasta tekuéina
bijela kristalizirana krutina

bezbojna tekuéina

134°C pri 2 mm Hg

156-157°C pri 0.7 mm Hg
83-84°C pri 0.002 mg Hg
110-113°C pri 0.2 mm Hg
118-122°C pri 0.3 mm Hg

147°C pri 12 mm Hg tlak
para pri 20°C 1.57 mm

g
237°C pri| N. T. 108°C pri

Tabun bezboina do smeda tekuéina
12 mm Hg tlak para pri
25°C 0.070 mm
Soman bezbojna tekutina 42°C pri 0.2 mm Hg tlak
para na 20°C 0.207 mm
» R . OR . OR . OR
S & e P
Pl R Pt R P\f OR P—OR
SR R R “OR
fosfin fosfinit fosfonit fosfit
R , OR OR . OR
/ A // 7
O=P__—R O=P_—R O=P_—_O0OR O=P_—OR
N
R SR R \OR
fosfin oksid fosfinat fosfonat fosfat

Sl. 1. Nomenklatura za neke organofosforne spojeve (94)

U stranoj literaturi postoje monografije i skupni prikazi, koji obra-
duju organofosforne spojeve s kemijskog (124), biokemijskog (6, 108),
farmakolo$kog (95), klinitkog (66, 116, 128) i higijensko-zastitnog (21,
22, 50) aspekta. Posljednje tri citirane radnje sadrZavaju opseinu bibli-
ografiju s podru¢ja organofosfornih insekticida i s podrulja ostalih

pesticida.
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9. BIOKEMIJA

U organizmu postoje dvije kolinesteraze, t.zv. specifi‘na (ili prava)
kolinesteraza i nespecifi¢na (ili pseudo-) kolinesteraza. Specificna se
kolinesteraza nalazi u mozgu 1 perifernom nervnom sistemu i njezina je
fiziolotka funkcija da razgraduje acetilkolin, koji se oslobada prilikom
dolaska nervnog impulsa. Zbog njezina izrazitog afiniteta prema acetil-
kolinu naziva se i acetilkolinesteraza. I eritrociti sadrzavaju u svojoj
stromi specifi¢nu kolinesterazu, ali njezina fizioloska funkeija nije po-
znata.

Nespecifi¢na (ili pseudo-) kolinesteraza nalazi se u gotovo svim tki-
vima, a narotito je mnogo ima u serumu ¢ovjeka i nekih sisavaca. Zbog
toga se naziva i serumska, odnosno tkivna kolinesteraza. Fizioloska funk-
cija pseudo-kolinesteraze nije poznata. O biokemijskim karakteristikama
tih dviju grupa kolinesteraza raspravlja se u zasebnom prikazu (117).

Za biokemijska istraZivanja specifitne (prave) kolinesteraze obi¢no se
uzimaju prani eritrociti ovna ili tovjeka, mozak Stakora ili kolinesteraza
pripremljena iz elektri¢nog organa jegulje; kao izvor nespecifi¢ne
(pseudo-) kolinesteraze sluZi najceS¢e covjedji ili konjski serum.

Acetilkolin je fiziolo¥ki supstrat specifi¢ne kolinesteraze. On ima dva
karakteristi¢na dijela. t. zv. kationsku i estersku grupu:

(0]

CH:;\ H

CHa— N+—CH,-CH»-0O-C-CHa

CH3
ot el !

1

kationska esterska
grupa grupa

Niz eksperimentalnih podataka, koji se odnose na afinitet acetilkoline-
steraze prema razliditim supstratima, pokazuje, da acetilkolinesteraza u
svom aktivnom centru ima anionsku i estersku stranu, na koje pristaje
acetilkolin pri procesu hidrolize (110, 138) (vidi sliku 2a).

Ta je teorija od znalenja ne samo pri tumacenju mehanizma hidro-
lize supstrata, veé i za razumijevanje inhibicije specifi¢ne kolinesteraze
odredenim inhibitorima, kao i reaktivacije inhibiranog enzima pomocu
reaktivatora, o ¢emu ée biti govora u ovom poglavlju.

9.1 Inhibicija kolinesteraze

Pri razmatranju natina, na koji se zbiva proces inhibicije, treba imati
na umu, da organofosforni spojevi inhibiraju ne samo obje kolinesteraze
(specifi¢nu i nespecifi¢nu), ve¢ inhibiraju i druge enzime, koji hidroli-
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ziraju karboksilne estere (5). A-esteraza je izuzetak, i premda hidrolizira
karboksilne estere (na pr. fenilacetat), organofosforni spojevi je ne in-
hibiraju (2).

Iz radova Jansena i suradnika (86), koji su upotrebili kristalizirani
kimotripsin, znamo, da se prilikom inhibicije s DFP-om vesu na kimo-
tripsin 1 atom fosfora i 2 izopropilne grupe. U toku inhibitornog procesa
oslobada se ujedno 1 molekula kiseline. Rekristalizirani inhibirani en-
zim nije sadrfavao fluor. Drugim rijeima, enzim je bio di-izopropil-
fosforiliran. Analogni rezultati dobiveni su kasnije s TEPP-om i s E600
na kristaliziranom kimotripsinu i kristaliziranom tripsinu (19, 73, 92).
Atom fosfora ¢vrsto se vezao na molekulu enzima, i brzina reakcije inhi-
bitora s enzimom uvijek je pokazivala karakteristike bimolekularne
reakcije.

2 1.1 Dokazi za fosforiliranje kolinesteraze

Budu¢i da kemijski &ista kolinesteraza jo¥ nije izolirana, za istra¥i-
vanje mehanizma inhibicije upotrebljene su indirektne metode. Pokusi
s DFP-om, koji je sadrzavao radioaktivni fosfor, pokazali su, da inhibi-
rana kolinesteraza sadrZava fosfor, koji je veoma évrsto vezan na enzim
1 ne moZe se ukloniti ni prolongiranom dijalizom, ni djelovanjem tri-
kloroctene kiseline (32, 87, 105, 106). Inhibicija je progresivna i kompe-
titivna. Prisutnost odredene koncentracije supstrata lagano sprecava in-
hibiciju (1, 35, 41, 79), ali dodavanjem supstrata veé¢ inhibiranom enzi-
mu kolinesteraza se ne reaktivira. Prema tome, organofosforni inhibitori
reagiraju s aktivnim centrom enzima ili blizu njega i fosfor je Cvrsto
vezan na to mjesto.

Proces adsorpcije teSko bi mogao doéi u obzir za tako &vrstu vezu
izmedu inhibitora 1 enzima, i Aldridge (4) je, na temelju kinetskih pro-
utavanja utjecaja temperature na brzinu inhibicije, iskljudio tu mogué-
nost. Kinetika reakcije eritrocitne kolinesteraze s organofosfornim inhi-
bitorima pokazuje karakteristike bimolekularne reakcije s jednom kom-
ponentom (inhibitorom) u velikom suvisku. Aldridgeovi pokusi su poka-
zali, da energija aktivacije za pravu kolinesterazu i E600 iznosi 10—11
kcal/mol. Iz toga on zakljutuje, da je prilikom inhibicije doslo do dublje
kemijske promjene, t. j. fosforiliranja enzima. Evo kako tede proces
inhibicije prema Aldridgeu (5):

R({/oa T RO-OR T RO OR
\/ \/
EH -, Pt gl mmead- ol r o s b
| (1) I (2)
X _ s (fosfori-
lirani

enzim)
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Jandorf i suradnici (85) su pokazali, da se pri reakciji kimotripsina s
DFP-om, TEPP-om i Sarinom, iako se one zbivaju razliditim brzinama,
oslobadaju 1 mol kiseline na 1 mol protcina i adiraju 1 mol fosfora i 2
mola alkoksilnih grupa na 1 mol proteina, uz uvjet, da ta reakcija tece
do potpune inaktivacije enzima. Autori su do§li do analognih zakljutaka
s kolinesterazom, odredivdi kolitinu vezanog P* u kompletno inhibira-
noj kolinesterazi s DFP-om.

Prema tome reakcija izmedu kolinesteraze 1 inhibitora u suvisku od-
vija se poput bimolekularnih reakcija prvog reda (pseudo-unimoleku-
larna reakcija). Jandorf i suradnici (85) daju ove konstante brzina tih
reakcija (Tablica 3.):

Tablica 3

Bimolekularna konstanta za brzinu reakcije ixmedu esteraza i inhibitora (85)
(rezultati izrazeni kao 1.mol—!min—1)

Enzim | DFP L TEPP ] Sarin
kolinesteraza elektri¢nog organa 1,9 X 10% 9.1 X'10° 6,3 X 107
jegulje
kolinesteraza ljudskih eritrocita 9,5 X 10% 2,1 X 108 1,5 X 107
kolinesteraza konjskog seruma 15,5107 5,0 X 107 4,4 X 108
kimotripsin 2.0 X 104 1.1.5¢ 102 1.7 ¢ 104
tripsin 8.3 X 102 9,7 X 10t 1.2 X 10%

Inhibitorna moé nekog spoja obilno se mjeri na taj natin, da se od-

redi t. zv. I, t. j. koncentracija doti¢nog spoja (izraZena u molovima),
koja smanjuje aktivnost enzima za 50%. I, zavisi od vrste inhibitora,
enzima, vrijednosti pH i temperature. Iz prije izloZenog proizlazi, da bi,
pod idealnim uvjetima, koncentracija organofosfornog inhibitora, koja
proizvodi 50%o inhibiciju (I5), trebala biti upravo polovina koncentra-
cije enzima, i da je svaka devijacija od ovog odnosa uzrokovana sub-
maksimalnom inhibicijom ili simultanim reakcijama, kao $to je, na pri-
mjr, hidroliza inhibitora (85). Zbog toga je, za isporedivanje inhibitorne
moéi razliitih organofosfornih inhibitora, potrebno odrediti njihovu
I, ne samo na jednakom preparatu kolinesteraze pri istom pH 1 istoj
temperaturi, veé¢ koncentracija enzima treba da bude priblizno jednaka,

a vrijeme inkubacije enzima s inhibitorom (prije dodavanja supstrata)
mora biti isto.

9.1.2 Faktori od kojih zavisi inhibitorna moc¢ organofosfornog spoja

Aktivnost bilo kojeg organofosfornog spoja zavisi od strukture spoja,
kao i od karakteristika enzima. U uvodu smo naveli, koje osnovne ka-
rakteristike treba da ima organofosforni spoj, da bude bioloski aktivan.
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Spomenuta je i podjela organofosfornih estera u »direktne« i »indirekt-
ne« inhibitore, od kojih posljednji imaju slabu ili nikakvu inhibitornu
mo¢ i tek metabolizmom u organizmu biljaka ili Zivotinja prelaze u
aktivni inhibitor kolinesteraze.

Aldridge i Davison (8) su za niz analoga Paraoxona (E600) pokazali,
da su ti organofosforni spojevi to jadi inhibitori, $to se lakte hidrolizi.
raju. Istrazenih deset spojeva pripadali su grupi usko srodnih spojeva
s jednakim alkilnim grupama (R), dok su u aromatski prsten (X)

R 0
N A
P
R X

uvedene grupe, koje imaju svojstvo da privlate elektrone. Time je fos-
for postao elektrofilniji i izloZeniji djelovanju OH— iona. Nachmansohn
1 Wilson su istakli vaznost elektrofilne prirode fosfora za inhibitorna
svojstva tih spojeva (110).

Znamo, da postoje znatne razlike izmedu prave i pseudokolinesteraze
s obzirom na njihovu aktivnost prema razli¢itim supstratima (15). Pola-
zeéi sa stajalidta, da se organofosforni inhibitor mo¥e smatrati u stvari
takoder supstratom kolinesteraze (vidi kasnije), Aldridge (5) je odredio
aktivnost prave i pseudokolinesteraze prema odredenom nizu kolinskih
estera. Podijelivii aktivnost pseudokolinesteraze s aktivnoiéu prave ko-
linesteraze dobio je t. zv. supstratni omjer. Isto tako je odredio aktiv-
nost odredenog niza organofosfornih inhibitora (p-nitrofenil fosfata i
fluorofosfin-oksida) prema pravoj i pseudo-kolinesterazi i na analogan
je natin odredio t. zv. inhibitorni omjer. Zatim je direktno isporedio
ta dva omjera smatrajuéi, da fosfor iz molekule inhibitora odgovara
mjestu, koje zauzima acilni ugljik kolinskog estera. Na taj nadin mogu
se komparirati inhibitori i supstrati s obzirom na duljinu i strukturu la-
naca (R) vezanih na ta dva atoma. Aldridge je nasao. da porast sup-
stratnog omjera odgovara za istra¥ene inhibitore porastu inhibitornog
omjera. To je ujedno dalji dokaz, da se pri hidrolizi kolinskih estera i
inhibiciji organofosfornim spojevima odvijaju sli¢ni procesi (vidi ka-
snije). Zavisnost o duljini i strukturi lanaca (R) i inhibitorne moéi jest
faktor, koji mozemo nazvati — kao ¥to ga enzimolozi obi¢no nazivaju —
»pristajanje« (»fit«). To pristajanje sadrZano je u navedenim omjeri-
ma, koji su u stvari mjera afiniteta (»fitting power«).

U prije spomenutim pokusima, koje su izvrdili Aldridge i Davison
(8), istaknuta je hidrolititka nestabilnost inhibitora, odnosno elektrofil-
nost fosfora, kao vazan faktor aktivnosti inhibitora. Dietil-fosfatna gru-
pa (t. j. dio koji pristaje) bila je kod tih pokusa uvijek ista, a mijenja-
njem supstituenata u aromati¢nom prstenu mijenjala se stabilnost u $i-
rokom rasponu. Promijene li se alkilne grupe (R), mijenja se oboje — i
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stabilnost i pristajanje (5). Jaki afinitet, §to ga ima Sarin za kolineste-
razu, moze se dobrim dijelom pripisati njegovoj metil-fosfilnoj grupi
(85). ;

Osim ta dva faktora, vezana uz afinitet inhibitora prema esterskoj
strani aktivnog centra enzima, postoji i faktor, koji djeluje na anion-
skoj strani. Heath i Uandekar (77) sintetizirali su sulfonio derivate tiol-
skih izomera Systoxa i Metasystoxa. Pri isporedivanju intravenozne tok-
si¢nosti na Stakorima opaZeno je, da su sulfonio derivati oko 1000 puta
toksi¢niji od odnosnih tiolskih izomera. Isto tako je nadena vrlo jaka
aktivnost obaju derivata in vitro (Tablica 4.)

Tablica 4

Razlike u inhibitorskoj moéi i intravenoznoj toksiénosti tiolskog izomera Metasystoxa
i njegovog sulfonio derivata (77)

5poj i. v. LDso Iso
0 (mg/kg) (M)
Il // OCHs3 3
CoHs+S - CoHy-S-P 64.6 6.5X10-5
™\ OCH3

(tiolski izomer Metasystoxa)

CH: 0
+] p [ /OCH3
CoHj-S- CoHy-S-P X C.062 3.9X10-8
h OCH3
(sulfonio derivat tiolskog
izomera Metasystoxa)

PrikaZemo i prostorno vezanje inhibitora na kolinesterazu na nadin,
kojim su Nachmansohn i Wilson (110) prikazali pristajanje supstrata —
acetilkolina — na anionsku 1 kationsku stranu aktivnog centra (slika 2),
lako ¢éemo uotiti, od kojeg je znatenja pozitivan naboj sulfonio deri-
vata, buduéi da se on nalazi upravo na mjestu, koje prostorno odgovara
kvaterniziranom duikovom atomu acetilkolina.

Prema tome, inhibitorna mo¢ nekog organofosfornog spoja zavisi od
ova tri glavna faktora:

(1) od acilne grupe (X). Uz iste R-ove mijenja se stabilnost spoja i
elektrofilnost fosfora, ako se promijeni X; spojevi, koji brZe hidrolizi-
raju, jadi su inhibitori.

(2) od alkilnih grupa (R). Uz isti X mijenja se aktivnost inhibitora,
ako se promijeni »dio koji pristaje«. :

(8) Dok prva dva faktora utjeu na afinitet prema esterskoj strani,
pozitivni naboj na X grupi pridonijet ¢ée aktivnosti — nalazi li se u pra-
voj udaljenosti od fosfora — zbog afiniteta prema anionskoj strani ak-
tivnog centra enzima.
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Sl. 2. Prostorno vezanje (A) acetilkolina (110) i (B) sulfonio derivata tiolskog izomera
Metasystoxa na kolinesterazu

2.1.8 Svojstva inhibiranog enzima

Promotrimo li proces inhibicije prikazan u poglavlju 2.1.1, moZemo
na temelju jednostavnih kemijskih razmatranja ocekivati, da se i fosfo-
rilizirani enzim mora hidrolizirati odredenom brzinom, koja se moze
mjeriti. Wilson (136) i Hobbiger (78) su pokazali, da se nakon inhibi-
cije prave kolinesteraze s TEPP-om in vitro aktivnost enzima polagano
vrata. Aldridge (4) je pokazao, da se aktivnost enzima vraca relativno
brzo, ako se upotrebi dimetil p-nitrofenilfosfat (Me-E600) kao inhibitor.
Iz temperaturnog koeficijenta Aldridge je izratunao energiju aktiva-
cije. Ona je iznosila 14-15 kcal/mol, $to se slaze s visokom vrijednoscu,
koja je nadena za stvaranje fosforiliranog enzima (isporedi 2.1.1).

Aldridge i Davison (9) su upotrebili 4 dimetilna fosfata (dimetil p-
nitrofenil fosfat, dimetil fosforofluoridat, tetrametil pirofosfat i 0,0-di-
metil S-p-nitrofenil fosforotiolat) i nasli, da je vratanje aktivnosti inhi-
birane kolinesteraze bilo jednako za sva 4 inhibitora. Prema tome, u
sva 4 slutaja stvorio se jednaki inhibirani enzim. Jedna od karakteri-
stika procesa inhibicije jest, da ¢e rezultirati jednaki inhibirani enzim
" bez obzira koja je grupa prisutna na mjestu »X«, ako su druge dvije
(alkilne) grupe identi¢ne.

Na temelju jednostavnih kemijskih razmatranja proizlazi, da stabil-
nost fosforiliranog enzima zavisi (1) od alkilnih grupa vezanih na fos-
for i (2) od samog enzima. Polovi¢no vrijeme reaktivacije dimetilfosfo-
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rilirane kolinesteraze eritrocita kuniéa iznosi oko 90 minuta pri 87°C i
pH 7.6 (4). Za dietilfosforilirani enzim reaktivacija je mnogo sporija,
a kod diizopropilfosforilirane kolinesteraze reaktivacija je izrazito spora.
Davison (46) je proSirio tu koncepciju na pseudokolinesterazu, prouca-
vajuéi reaktivaciju dietilfosforilirane kolinesteraze $takora. .

2.1.4 Proces inhibicije 1 reaktivacije

Na temelju naprijed navedenih eksperimenata Aldridge (5) je upot-
punio svoju shemu za inhibiciju i reaktivaciju kolinesteraze:

RO\ OR B RO\ /OR RO\/OR RO\ /OR
+H,0
EH + P=0=|EH...P=0]|— E—P—0+XH 2 EH+ P=0
| (1) l (2) (3) I
X X OH

Kao $to se vidi, u ovom je procesu inhibitor na kraju reakcije hidroli-
ziran, a to se, kako znamo, deSava i kad kolinesterazi dodamo njezin
supstrat — acetilkolin. Prema tome mogli bismo i organofosforni inhibi-
tor ustvari smatrati supstratom kolinesteraze. Ako sada s gornjom she-
mom isporedimo Nachmansohn-tilsonovu shemu (110) za hidrolizu
acetilkolina vidimo, da one ustvari predstavljaju u sustini isti proces.

CH3 CH3 CH3 CHS
| | [ +H0 |
EH-!—(lJ:Oz; EH~~-[C=O ‘;ChOH-FE—C:O = EH+?;~O
(1 (2 3
(6] (8] CH
| | _|
Ch Ch

Pri hidrolizi acetilkolina formiranje acetiliranog enzima — preko reak-
cija (1) 1 (2) — je najsporija reakcija i ona odreduje ukupnu brzinu re-
akcije. Reakcija (3), t. j. hidroliza acetiliranog enzima je veoma brza.
Kod inhibitora je obrnuto. Stvaranje fosforiliranog enzima relativno je
brzo, a njegova hidroliza preko reakcija (8) je veoma spora i ogranituje
brzinu reakcije. Kad bi reakcija (8) bila brza od reakcije (1) i (2), kolin-
esteraza ne bi bila inhibirana, veé¢ bi se organofosforni spoj brzo hidro-
lizirao. Doista, postoji esteraza (A-esteraza), koja vrlo brzo hidrolizira
organofosforni spoj E600 (2).

Prema tome se ¢ini, da kolinesteraza napada organofosforne spojeve
— buduéi da su esteri — i kao takve ih hidrolizira. Razlika je samo u br-
zini, kojom tete sama reakcija (3). Iz daljeg izlaganja vidjet ¢emo, da
takvo razmatranje vrijedi samo u slu¢aju kad nije doslo do t. zv. trans-
fosforilacije u inhibiranom enzimu, koja dovodi enzim u stanje trajne
— ireverzibilne — inhibicije.
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2.1.5 Transfosforilacija

Prije je bilo izneseno, da organofosforni spojevi fosforiliraju koline-
sterazu u toku procesa inhibicije. Buduéi da kolinesteraza ne posjeduje
prostetitnu grupu, ta se reakcija mora zbivati vezanjem inhibitora na
jednu aminokiselinu, ili grupu aminokiselina, na povrsini enzima.

Dopustimo li, da DFP ili Sarin potpuno inhibiraju kimotripsin, tripsin
ili kolinesterazu, a inhibirani enzim zatim podvrgnemo hidrolizi pomoéu
kiseline, ili enzimatskoj hidrolizi, mogu se izolirati razliéiti peptidi, koji
sadrZzavaju fosfor. Pri daljoj hidrolizi pokazalo se, da je fosfor uvijek
vezan na hidroksilnu grupu serina, kao serin-fosfat ili serin-metilfosfo-
nat (114, 123). Jandorf i suradnici (85) smatraju, medutim, da taj nalaz
postavlja viSe problema nego ih rjefava. Prvo, od 27 serinskih ostataka
u kimotripsinogenu svega se jedan nalazi u takvom poloZaju, da bi mo-
gao biti fosforiliran u toku procesa inhibicije. (Sadr?aj serina u kolin-
esterazi je nepoznat.) Drugo, ni serin ni njegovi esteri, a ni peptidi, kod
kojih je naden fosfor nakon inhibicije, ne reagiraju s DFP-om ({132),
1 jedine kiseline, koje spremno stupaju u reakciju s DFP-om, su histidin
(183) i tirozin (10). Mnogi autori smatraju, da serin nije prvo mjesto,
na koje se veze dialkil-fosfatni ostatak pri inhibiciji enzima, ve¢ da je
to histidin.

Fotokemijska oksidacija kimotripsina u prisustvu metilenskog plavila
(135) dovodi do gubitka jedne molekule histidina (od ukupno dvije) i do
gubitka od otprilike 3 do 7 ostataka triptofana (85). Takav foto-oksidi-
rani kimotripsin nije vife reagirao s DFP-om. Diizopropilfosforilirani
kimotripsin, s druge strane, teze se foto-oksidirao (85). Iz odnosa aktiv-
nosti kolinesteraze prema pH, Wilson i Bergmann (140) pretpostavljaju,
da je glioksalni prsten histidina ono mjesto na enzimu, koje biva acili-
rano (pri reakciji kolinesteraze sa supstratom), odnosno fosforilirano
(pri reagiranju enzima s organofosfornim inhibitorom). Histidin katali-
zira hidrolizu DFP-a, i pokazalo se, da je diizopropilfosforo-glioksalin
veoma nestabilan (133).

Naprijed opisani pokusi, kao i eksperimenti s reaktivatorima (vidi
kasnije), pokazuju, da se kod inhibirane kolinesteraze zbiva t. zv. trans-
fosforilacija, t. j. dialkilni ostatak inhibitora seli se s jednog mjesta na
enzimu — odakle se moZe reaktivatorom ukloniti — na drugo mjesto —
odakle se viSe ne moze ukloniti ni najjatim reaktivatorom. Mnogi se
autori priklanjaju Wilsonovoj i Bergmannovoj pretpostavci (140), da je
prva grupa, na koju se veZe inhibitor, imidazolska grupa histidina 1 dok
je inhibitor vezan na tom mjestu, moZe se pomo¢u oksima ili drugih nu-
kleofilnih reagensa reaktivirati. Kod produZenog kontakta izmedu enzi-
ma i inhibitora nastaje drugi stadij inhibicije, pri kojemu se inaktivi-
rana kolinesteraza ne moZe viSe reaktivirati nikakvim reaktivatorima.
Ta se pojava tumati selenjem (transfosforilacija) inhibitorova ostatka
s imidazolske grupe histidina na serin. Hobbiger (80, 81) naziva ta dva
stadija inhibicije »fosforilirani enzim I« i »fosforilirani enzim Il«.
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Wilson (139) je opisao izostanak reaktivacije pomocu nukleofilnih
reagensa nakon pohranjivanja inhibirane kolinesteraze pri 25°C pri
pH 7.0. Jandorf 1 suradnici (85) su u pokusima reaktivacije kolineste-
raze elektriénog organa jegulje Electrophorus electricus, inhibirane
DFP-om, nasli zavisnost reaktivacije (pomoéu pikolin-bidroksamske ki-
seline) od vremena inkubiranja enzima s inhibitorom. Do sli¢nih rezul-
tata dosli su i drugi autori (45, 80, 81). Brzina transfosforilacije, t. j. pre-
laZzenja inhibirane kolinesteraze iz reverzibilnog u ireverzibilni oblik, za-
visi od tipa fosforiliranog enzima. Ona je najbrza kod diizopropilfosfo-
riliranog enzima, relativno brza kod dimetilfosforiliranog enzima, a re-
lativno spora kod dietilfosforiliranog enzima.

Jednaka se promjena zbiva na inhibiranom enzimu in vivo. Hobbiger
(81) je naSao kod bolesnika, koji je bolovao od Myasthenia gravis 1
primao TEPP kroz dulje vrijeme, da je gotovo sva kolinesteraza eritro-
cita inhibirana, i to u drugom ireverzibilnom stadiju. U pokusimo s
tiolskim izomerom Metasystoxa i njegovim derivatima (129) pokazalo
se, da trajni ireverzibilni stadij inhibicije nastaje nakon jednokratne
intravenozne injekcije tih inhibitora, kao posljedica duge persistencije
inhibitora u organizmu. Slicno se moZe proizvesti drugi, ireverzibilni
stadij inhibicije prolongiranom infuzijom nepersistentnog inhibitora, ili
kroni¢nim davanjem inhibitora u hrani (130, 131). Ti su nalazi od prak-
ticnog znacenja, jer pokazuju, da pri svakoj kroni¢noj ekspoziciji orga-
nofosfornim spojevima moZemo oclekivati, da ¢e odredeni dio kolineste-
raze prijeéi u drugi, ireverzibilni stadij inhibicije. i tada samo novo-
sintetizirana kolinesteraza moZe nadomjestiti inaktivirani enzim.

2.2 Nukleofilni reagensi kao reaktivatori inhibirane kolinesteraze

Cinjenica, da se dimetil- i dietilfosforilirana kolinesteraza — dok je
inhibicija u prvom stadiju — reaktivira uz prisustvo relativno slabog nu-
kleofilnog reagensa, kao $to je voda (usporedi 2.1.3), navela je biokemi-
¢are da istrazuju druge nukleofilne reagense, koji bi eventualno mogli
posluziti u terapiji otrovanja organofosfornim inhibitorima.

2.92.1 Pokusi in vitro

U posljednjih nekoliko godina istraZen je velik broj razlid¢itih hidro-
ksamskih kiselina i oksima u cilju reaktivacije inhibirane kolinesteraze,
medu kojima se kao najaktivniji reaktivator pokazao piridin-2-aldoksim
metil-jodid (44, 142), a zatim pikolin-hidroksamska kiselina (141), bis-
hidroksi-iminoaceton i mono-hidroksi-iminoaceton (40, 45). Reaktiva-
cija inhibiranog enzima pomocu vode (4), hidroksilamina (137) ili po-
moéu bis-hidroksi-iminoacetona (45) pokazuje zavisnost od temperature
1 ima visoku energiju aktivacije. Reaktivacija pomocéu hidroksilamina
mozZe se sprijediti dodavanjem pozitivno nabijenih iona, kao $to su te-
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trametil- ili tetraetil- amonij (137). Trimetilamin smanjuje reaktivaciju
izazvanu metil-jodidom nikotin-hidroksamske kiseline 1 piridin-2-aldo-
ksim metil-jodidom (80, 81), a acetilkolin reaktivaciju nakon piridin-2-
aldoksim metil-jodida (44). Ti su rezultati potpuno u skladu s rezulta-
tima dalje opisanih istraZivanja, koja je vr$io Wilson (139).

Buduéi da se i kolin u odredenoj mjeri pokazao aktivnim, iako se
njegova alkoholna grupa jedva moZe smatrati nukleofilnom, Wilson
(189) je istra¥io koliko pridonosi anionska strana aktivnog centra (koja
je kod fosforiliranog enzima slobodna) pri reaktivaciji enzima. On je
isporedio 7 parova spojeva, koji su svi sadrzavali funkcionalnu grupu,
ali su se parovi medu sobom razlikovali u tome, $to su jedni sadrzavali
kationski (kvaternizirani) centar u molekuli, a drugi nisu. Istrazujuci
njihovo djelovanje na dietil- i diizopropilfosforiliranoj kolinesterazi,
Wilson je na$ao, da prisutnost kationskog centra u molekuli reaktivatora
pospjeSuje reaktivaciju. To je narotito izraZeno kod dietil-fosforilira-
nog enzima, gdje ne postoje — kako on smatra — stericke smetnje od
strane dialkilnih grupa, a koje kod diizopropilfosforiliranog enzima dje-
lomi¢no zastiru anionsku stranu enzima.. Na osnovu toga Wilson za-
kljutuje, da inhibirana kolinesteraza ima neo$teCenu anionsku stranu
i da ona moze pridonijeti procesu reaktivacije. Premda je reaktivatorsko
djelovanje opisano kod velikog broja oksima bez pozitivnog naboja
(40), tesko bismo mogli protumaditi ¢injenicu, da je tercijalni piridin-
2-aldoksim milijun puta slabiji reaktivator dietil-fosforilirane kolineste-
raze od kvaterniziranog piridin-2-aldoksim metil-jodida (142), kad ne
bismo pretpostavili, da pritom sudjeluje anionska strana aktivnog cen-
tra enzima.

Treba istaknuti, da oksimi i hidroksamske kisieline imaju dvojako
djelovanje, t. j. oni djeluju kao reaktori, kad reagiraju direktno sa slo-
bodnim inhibitorom (68), 1 kao reaktivatori, kad djeluju na fosforilirani
enzim (40). Reaktivatorsko djelovanje tih spojeva, za razliku od njihova
reaktorskog djelovanja, t. j. direktnog vezanja na slobodni inhibitor, ne
zavisi prvenstveno od njihove konstante disocijacije. Green 1 Smith (69,
70, 71) iznose svoja kinetitka istraZivanja reaktivacije fosforiliranog
enzima pomoéu reaktivatora. Proces reaktivacije tele brzinom, koja je
odredena jednadzbom tipa Michaelis-Mentenove jednadzbe, i brzina
reaktivacije zavisit ¢e ne samo od reaktivnosti reaktivatora u odnosu na
organofosforne spojeve ve¢ i o ¢vrstodi prvotnog kompleksa fosforilira-
nog enzima i reaktivatora, kao i o prikladnoj orijentaciji reaktivatora
u tom kompleksu. Na temelju takvih razmatranja autori su mogli pro-
tumacliti mnoga neslaganja s obzirom na relativnu reaktivnu moé poje-
dinih reaktivatora. Piridin-2-aldoksim metil-jodid, dosad najbolji po-
znati reaktivator in viiro, formira &vrsti kompleks s fosforiliranim enzi-
mom (K =14 X 10—* mol/l za dietilfosforilirani enzim i 8 X 10—*
mol/1 za diizopropilfosforilirani enzim). Piridin-4-aldoksim metil-jodid,
koji je mnogo slabiji reaktivator, ¢ini mnogo slabije komplekse i stoga
ima manji K. Reaktivatori mogu stvarati komplekse na dvije odvojene
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strane na fosforiliranom enzimu. Anionska strana vezat ¢e reaktivatore,
koji imaju kationske centre kao Sto su piridin-aldoksim metil-jodidi, a
druga ¢e strana vezati reaktivatore, koji imaju karbonilni supstituent,
kao §o su na primjer 2-okso-aldoksimi. Te dvije klase reaktivatora
mogu se lakse razluditi, ako odredimo utjecaj elektrolita na brzinu reak-
tivacije. Elektroliti usporuju reaktivaciju, koju vr¥i piridin-2-aldoksim
metil-jodid, vjerojatno zbog kompeticije izmedu kationa elektrolita i
oksima za anionsku stranu fosforiliranog enzima. Kationi elektrolita
ubrzavaju, medutim, reaktivaciju fosforiliranog enzima pomoéu 2-okso-
aldoksima, no kako se to odvija, nije poznato.

2.9.2 Pokusi in vivo

Beryl Askew (11) je istrazivala djelovanje 23 oksima 1 hidroksamskih
kiselina na takorima otrovanim Sarinom. Sarin je aplicirala subkutano,
a oksime je davala intraperitonealno, ili 15 minuta prije (t. zv. »profi-
laktitna doza«) ili 30 ili viSe sekunda nakon davanja inhibitora (t. zv.
sterapijska doza«). Na temelju preliminarnih pokusa mogla je izdvojiti
8 oksima, koji su se pokazali kao najaktivniji kod Yivotinja otrovanih
sa 2 X LD,, Sarina: mono-izo-nitrozoaceton (MINA), diacetil monoksim
(DAM), 2-okso-3-oksiminopentan, 9-metil-8-oksimino-4-oksopentan, izo-
nitrozo-dietilketon, salicil aldoksim, tri-izo-nitrozopropan i glioksim.
Hidroksamske kiseline nisu bile djelotvorne. Prvih pet navedenih oksi-
ma pokazali su sli¢nu aktivnost, ako su bili aplicirani u ekvimolarnim
koncentracijama 15 minuta prije injiciranja Sarina, povisivsi LDy, za
oko 5 puta. B. Askew je zatim potanje istraZivala mehanizam djelovanja
oksima in vivo i u tu svrhu je upotrebila mono-izo-nitrozoaceton (MI-
NA) i diacetil monoksim (DAM). MINA je jedan od otrovnijih oksima
i djeluje i kao reaktor, reagirajuéi direktno sa Sarinom, i kao reaktiva-
tor inhibirane kolinesteraze. DAM je znatno manje toksitan, ali je
mnogo slabiji reaktor i reaktivator. »Profilakti¢na doza« DAM-a od
250 mg/kg povisila je toleranciju na Sarin 58 puta. MINA, koji duguje
svoju toksi¢nost stvaranju HCN-a u toku razgradnje u organizmu (14),
bio je upotrebljen u dozama svega do 35 mg/kg, i tom je dozom LDy,
Sarina bila povetana za 5-6 puta. Ako je DAM bio apliciran kao »tera-
pijska doza«, t. j. nakon davanja Sarina, njegov je utinak bio znatno
manji.

MINA i DAM pokazali su se jednako djelotvorni u spasavanju Zivo-
tinje, ako su bili aplicirani u ekvivalentnim dozama u ¢asu nastupa simp-
toma. Postojala je medutim otigledna razlika u simptomima, koje su
pokazivale spasene Zivotinje. Zivotinje tretirane s MINA-om oporav-
ljale su se brzo, dok su simptomi otrovanja kod zivotinja tretiranih s
DAM-om trajali nekoliko sati. Kako su znakovi otrovanja veé postojali
u asu injiciranja bilo MINA-a ili DAM-a, razlika u njihovu tera-
peutskom u¢inku mora biti uvjetovana njihovom sposobnoscu reaktivi-
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ranja Sarinom inhibirane kolinesteraze. MINA je jedan od najbrzih
reaktivatora in vilro za inhibiranu kolinesterazu Sarinom, dok je DAM
oko 5 puta sporiji. Ti rezultati pokazuju vaznost reaktivacije kolin-
esteraze pri terapiji otrovanja antikolinesterazama.

Dultz, Epstein, Freeman i drugi (54) proutavali su grupu od 20 razli-
titih oksima na miSevima i $takorima otrovanim Sarinom. I u njihovim
se istraZivanjima, poput onih, koje je vriila B. Askew, DAM pokazao
kao najaktivniji medu istra’enim oksimima. Autori su ujedno istrazili
farmakolotka svojstva, distribuciju i ekskreciju DAM-a na $takorima
1 psima.

Dok je djelotvornost DAM-a i MINA-a vrlo velika kod $takora otro-
vanih Sarinom, njihovo je djelovanje na svim drugim ispitivanim vr-
stama oko 10 puta manje. Tome, medutim, nije uzrok razlika u brzini
resorpcije antidota kroz peritoneum (11). Poznato je, da postoje izrazite
razlike u reagiranju pojedinih %ivotinjskih vrsta na jedan isti organo-
fosforni spoj, a isto tako jedna %ivofinjska vrsta reagira razli¢ito na
razli¢ite antikolinesteraze. To je vjerojatno uvjetovano brzinom, kojom
inhibitor stize do glavnog mjesta svog djelovanja. Prema tome jednako
se moZe olekivati, da ¢ée djelotvornost odredenog reaktivatora varirati
s obzirom na vrstu Zivotinje i odredeni inhibitor, bez obzira na brzinu
reagiranja oksima s inhibitorom ili inhibiranom kolinesterazom in vitro.
Piridin-2-aldoksim metil-jodid (P,AM) je primjer dobrog reaktora i re-
aktivatora in vitro za Sarin. Dok MINA i P,AM reagiraju otprilike
jednakom brzinom kao reaktori, DAM reagira mnogo sporije. Unato¢ -
tome DAM i MINA su pri ekvivalentnim dozama pokazali jednak: dje-
lotvorni udinak kod Zivotinja otrovanih Sarinom. a P,AM se pokazao
nedjelotvoran (11, 33, 101).

P,AM se, medutim, pokazao djelotvornim kod miSeva otrovanih Pa-
raoxonom (82, 90), TEPP-om (82), kao i kod miSeva i $takora otrovanih
Parathionom (118). Zastitno djelovanje P,AM-a za mifeve otrovane
DFP-om bilo je neznatno (82). Zanimljiv je, medutim, Hobbigerov na-
laz (82), da P,AM reaktivira in wvivo dietilfosforiliranu kolinesterazu
krvi, ali ne djeluje na kolinesterazu mozga, koja i dalje ostane inakti-
virana. Vjerojatno je tome uzrok te¥e prolazenje P,AM-a kroz branu
krv-mozak, zbog njegova pozitivnog naboja. Zastitni se u¢inak P,AM-a
mora prema tome povezati s drugim djelovanjima, a ne s onima na koli-
nesterazu mozga. Klucik (98) je histokemijskom metodom dokazao re-
aktivatorsko djelovanje P,AM-a na kolinesterazi motornih plo¢a kod
miSeva otrovanih Paraoxonom. Dok P,AM smanjuje toksi¢nost Para-
thiona za 3takore i mifeve, DAM nasuprot povecava njegovu toksi¢nost,
ubrzavajuéi nastup i razvoj kolinergi¢nih simptoma (118).

Isporedivanje kemijskih, biokemijskih i terapeutskih svojstava poje-
dinih oksima ukazuje na mnoge zanimljive anomalije, na koje je upo-
zorila B. Askew (18). Sposobnost oksima da reagiraju s organofosfornim
spojevima nije dovoljna za tumalenje njihova terapijskog utinka, no
njihova sposobnost reaktiviranja mo¥e protumaditi dio njihova terapij-
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skog djelovanja (11, 121). Interpretacija djelovanja reaktivatora znatno
je otel¢ana, buduéi da se ustvari ne zna minimum slobodne (aktivne)
kolinesteraze, koji je potreban, da Zvotinja preZivi otrovanje. Znamo,
da organofosforni spojevi mogu ispoljiti svoj udinak bilo centralno ili
periferno, ili — obostrano. Relativno znalenje tih utinaka zavisit ¢e ko-
liko o samom inhibitoru, toliko i o vrsti ivotinje (37). Distribucija oksi-
ma nakon aplikacije varira s obzirom na pojedini oksim, pa je i to fak-
tor, koji mo¥e protumatiti njihovo nejednoliko djelovanje u nekim slu-
tajevima.

Kad raspravljamo o djelovanju oksima i drugih nukleofilnih reagen-
sa, treba imati na umu lanac dogadaja, koji se zbivaju u organizmu: (1)
inhibicija kolinesteraze, (2) akumulacija acetilkolina, (8) smrt zbog
anoksije. Oksimi nisu antagonisti acetilkolina, a ne suzbijaju ni anok-
siju. Odatle proizlazi pojatanje njihova djelovanja atropinom ili umjet-
nim disanjem (12, 29, 33, 101).

3. FARMAKOLOGITA

Kako je veé prije (2.1.1) spomenuto, reakcija kolinesteraze s organo-
fosfornim spojem dovodi do inaktivacije enzima; prema tome je otro-
vanje organofosfornim spojevima prateno akumulacijom acetilkolina i
odgovarajuéim simptomima (26, 51, 126).

Spomenut ¢éemo ukratko neke fizioloske podatke o acetilkolinu, koji
su od naroditog interesa za razumijevanje farmakoloskog djelovanja
organofosfornih spojeva.

Smatra sc, da sc acctilkolin nalazi u organizmu na mnogim mjestima
u inaktivnom obliku (vezan na protein), i da odredeni fizioloski podra-
%aj uzrokuje prijelaz inaktivnog oblika u aktivni (109). Osnovna je
funkcija acetilkolina da omoguéi prijenos nervnog podraZaja izaziva-
juéi depolarizaciju onih podru¢ja, gdje postoji anatomski diskontinuitet
izmedu ¥ivca i efektornog organa (120). Takvi anatomski diskontinuiteti
postoje u mozgu i lednoj mozdini (na mjestu Yiv¢anih sinapsa), u auto-
nomnim ganglijima (gdje preganglionarno vlakno tvori sinapsu sa sta-
nicom postganglionarnog vlakna), u Zlijezdama (na mjestima izmedu
nervnih vlakana i sekretornog aparata), u voljnim midi¢ima (u motornoj
plodi), u organima, koje opskrbljuje kranio-sakralno autonomno Ziv-
tevlje i t. d.

Utinke acetilkolina dijelimo u tri grupe: (1) muskarinski uéinci, (2)
nikotinski utinci i (8) centralni utinci. Muskarinskim u¢incima acetilko-
lina nazivamo one pojave, koje acetilkolin uvjetuje u sinapsama post-
ganglionarnih parasimpati¢nih vlakana. MoZemo ih imitirati muskari-
nom (otrov prisutan u gljivi Amanita muscaria), a suzbiti se mogu atro-
pinom. Treba napomenuti, da atropin ne ometa lutenje acetilkolina, ve¢
spreava djelovanje acetilkolina na mjestima, gdje se ispoljuju njegovi
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muskarinski udinci, za$tiéujuéi receptore od djelovanja acetilkolina (97).
Podrazajno djelovanje acetilkolina na sinapsama voljnih vlakana, kao
i na preganglionarnim vlaknima mo%e se imitirati malim dozama niko-
tina, pa se to djelovanje acetilkolina naziva nikotinskim. Antagonisti¢ki
cfekt na tim mjestima pokazuju alkaloidi kurarea i velike doze nikotina.
I acetilkolin, u velikim dozama, blokira te sinapse. Atropin je ovdje bez
djelovanja. Injiciranje minimalnih koli¢ina acetilkolina (1 fizostigmi-
na) u mozgovne komore izaziva kod ljudi produzeno spavanje, ote$¢ano
disanje i nepravilni rad srca. Ti se simptomi (uz druge) pripisuju cen-
tralnom djelovanju acetilkolina i dijelom ih mo%¥emo suzbiti atropinom.

8.1 Akutni utinci

Organofosforni insekticidi ulaze u organizam preko gastrointestinal-
nog trakta, respiratornog trakta ili preko ko¥e. Akutni udinci na sisav-
cima u biti su sli¢ni za sve organofosforne spojeve i gotovo svi simptomi
otrovanja mogu se protumaciti hiperaktivno$éu kolinergi¢nih elemenata
u Zivéanom sistemu. :

Djelovanje organofosfornih spojeva na muskulaturu bronha i ostalo
glatko miSi¢je, kao i na #lijezde (bronhalne, suzne i slinovnice) odgo-
vara nikotinskom u¢inku acetilkolina, i atropin ovdje nema terapijskog
atropinom. Djelovanje organofosforniih spojeva u smislu poremecenja
prijenosa impulsa u ganglijskim i neuromuskularnim sinapsama odgo-
vara nikotinskom uéinku acetilkolina i atropin ovdje nema terapijskog
efekta. Manje se zna o djelovanju acctilkolina u mozgu; ako je cen-
tralno djelovanje organofosfornih spojeva vezano uz letalni ishod otro-
vanja, pita se da li to djelovanje zavisi od njihova utinka na mozgovnu
kolinesterazu ili ne. Neki naime organofosforni spojevi (na pr. Schra-
dan) ubijaju $takora, a da pritom ne inhibiraju kolinesterazu mozga (60).

Cini se, da je kod sisavaca letalni ishod akutnih oSteenja organofos-
fornim spojevima uvijek uzrokovan uguSenjem. Respiracija moZe zata-
jiti (1) zbog spazama bronha i obilne bronhalne sekrecije, a to ée prouz-
roiti mehanicku opstrukciju dignih putova, (2) zbog paralize dijafragme
1 pomo¢nih respiratornih migiéa uslijed neuromuskularnog bloka i (3)
zbog klijenuti respiratornog centra. Candole i suradnici (87) analizirali
su ta tri faktora i naili, da je klijenut respiratornog centra u veéini slu-
tajeva odlutujuéi faktor. Medutim, koji ce od ta tri faktora dominirati,
zavisi od svojstava organofosfornog spoja i od vrste eksperimentalne
zivotinje. Kod majmuna se klijenut centra za disanje pokazala kao jedini
uzrok prestanka respiracije, buduéi da su bronhokonstrikcija i neuromu-
skularni blok respiratornih mi$i¢a bili neznatno izraZzeni u momentu na-
stupa apnoe. Autori zakljutuju, da je depresija centra za disanje uzro-
kovana djelovanjem organofosfornih spojeva na centralni nervni sistem,
te da ée atropin ispoljiti svoje zatitno djelovanje kod centralnog uéin-
ka otrova, kao i kod bronhokonstrikcije, dok ¢e u sluéaju neuromusku-
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larnog bloka jedino umjetno disanje biti od koristi. Takva su naziranja
u skladu s rezultatima drugih autora, koji su nasli mnogo jali zaltitni
ucinak, kad su atropin kombinirali s umjetnim disanjem (20) ili kad su
antagoniste muskarinskog djelovanja kombinirali s antagonistima niko-
tinskog djelovanja acetilkolina (38, 98, 115).

3.2 Kroniéni ucinct

Pored naprijed navedenih akutnih u¢inaka neki organofosforni spo-
jevi izazivaju kod ljudi trajan neurotoksi¢ni udinak (30, 81, 83). Sli¢an
ucinak moze se eksperimentalno izazvati na pticama (24). Nakon prebo-
ljele prve faze akutnih simptoma otrovanja kod Zivotinja se postepeno
razvija paraliza nogu, koja je uzrokovana demijelinizacijom perifernih
Zivaca i odredenih Ziv¢anih putova u lednej mozdini. Zna se, da demije-
linizaciju izazivaju ovi organofosforni spojevi: di-izopropil i dietil-fluo-
rofosfonat, bis(mono-izopropilamino) fluorofosfin oksid i tri-ortokrezil

fosfat (24, 55).

Zasad se niSta ne zna o mehanizmu ovog specifi¢nog djelovanja, niti
je poznato koje su karakteristike organofosfornog spoja odgovorne za
takvo djelovanje. Svakako to nije ulinak kroni¢ne ekspozicije; o$teéenje
se razvija nakon preboljelog akutnog otrovanja, obi¢no jedan do dva
tjedna nakon nestanka tipi¢nih kolinergi¢nih simptoma otrovanja.

4. EKSPERIMENTALNA TOKSIKOLOGIJA

S obzirom na akutnu toksi¢nost organofosforni insekticidi sefu od vrlo
toksi¢nih spojeva do spojeva, kojih toksi¢nost nije ve¢a od toksi¢nosti
DDT-a ili BHC-a (insekticida iz grupe kloriranih ugljikovodika. Rela-
tivna toksi¢nost otrova ocjenjuje se odredivanjem akutne LDy, vrijed-
nosti, t. j. doze (izraZene u miligramima na kilogram tjelesne teZine),
pri kojoj ugiba 50% otrovanih Zivotinja. U literaturi festo nalazimo
znatne razlike u vrijednostima LDy, za isti organofosforni insekticid. Te
su razlike uvjetovane u prvom redu stepenom oneli$éenja istraZivanog
spoja, a i nekim drugim faktorima (7). Faktori, koji uvjetuju varijabil-
nost reakcije pri ocjeni akutne toksi¢nosti, razmatrani su u zasebnom
prikazu (127).

U tablici 5 navedene su 50%o letalne doze za muske i Zenske $takore
nakon akutne oralne i dermalne aplikacije nekih organofosfornih insek-
ticida (128).

Jakost i trajanje simptoma, kao i njihov karakter, s obzirom na ispo-
ljavanje simptoma od strane centralnog, odnosno perifernog nervnog
sistema, zavisi od fizikalnih i kemijskih svojstava odredenog spoja. Bu-
duéi da se njihovo toksi¢no djelovanje temelji na svojstvu inhibiranja
kolinesteraze, njihova ¢e toksi¢nost u velikom dijelu zavisiti od faktora,
koji su izneseni u poglavlju biokemije organofosfornih spojeva. Kod
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Tablica 5

Urijednosti LDy, dobivene na muSkim i Zenskim Stakorima nakon akutne oralne 1
dermalne aplikacije organofosfornih insekticida (128)

Spoi Oralna LDj, (rvng/kg) Dermalvn.a LD;, (xglg/kg)
PoJ muzjaci zenke muzjaci zenke

Chlorthion 880.0 980.0 © 1500.0—4500.0 4100.0
Systox 6.2 2.5 14.0 8.2
Diazinon 108.0 76.0 —_ 108.0
Dipterex 630.0 — — —
Malathion 1875.0 1000.0 44440 44440
Parathion 13.0 3.6 21.0 10.9
TEPP 20 122 — =

nekih organofosfornih spojeva brzina nastupa simptoma zavisit ¢e od
konverzije slabo aktivnog, ili neaktivnog spoja u aktivni inhibitor. Spo-
jevi, koji imaju na fosforni atom dvostrukom vezom vezan sumpor
(P = S spojevi), vrlo su slabi inhibitori i oksidacijom u organizmu pre-
laze u odgovaraju¢i P = O analog. Taj proces se zbiva u jetri sisavaca
(47), a u manjoj mjeri i u drugim organima (96). Trajanje simptoma
nakon jednokratne subletalne doze zavisit ¢e od brzine vraéanja aktiv-
nosti inhibirane kolinesteraze, $to je uvjetovano alkilnim grupama u
dialkilfosforiliranom enzimu (vidi 2.1.8), kao i persistencijom inhibitora
u organizmu (181). Sposobnost organofosfornog spoja da djeluje kao
inhibitor kolinesteraze in vivo zavisi i od uvjeta, da ne bude razgraden
u organizmu prije nego dospije do kolinesteraze.Opisani su enzimi, koji
razgraduju organofosforne spojeve. Aldridge (3) je, na primjer, opisao
enzim, koji hidrolizira Paraoxon i ustvrdio njegovu identi¢nost s A
-esterazom seruma sisavca. Augustinsson i Heimbiirger su istrazivali od-
redenu grupu enzima, koji hidroliziraju organofosforne spojeve i na-
zvali ih zajednickim imenom fosforil-fosfataze (17, 18).

Pri sintezi novih pesticida iz grupe organofosfornih spojeva nastoji
se pronadi spoj s niskom toksiéno$éu za sisavce, a visokom otrovno$éu
za insekte. Isporedimo li toksi¢nost organofosfornih spojeva navedenih u
tablici 5 vidimo, da su manje toksi¢ni spojevi (Chlorthion, Diazinon,
Dipterex i Malathion) bilo dimetilfosfatni esteri ili tiono-fosfati (P = S
spojevi), ili oboje, kao sto je slu¢aj za Malathion i Chlorthion. U takvom
¢e slucaju spora oksidacija Malathiona i Chlorthiona u aktivni inhibitor
omoguciti, da relativno brzo vra¢anje aktivnosti dimetilfosforiliranog
enzima dode jo$ vise do izrazaja u smanjenju akutne toksi¢nosti doti&-
nog spoja (22). Cini se, da su biokemijski procesi, od kojih zavisi dje-
lovanje organofosfornih spojeva, vrlo sliéni kod sisavaca i insekata
(103), i smanjena toksi¢nost za sisavce pratena je obi¢no istovremenim
smanjenjem insekticidne aktivnosti odredenog spoja (52). Malathion,
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medutim, unato¢ svojoj znatno manjoj toksi¢nosti za sisavce postize Ze-
ljeni insekticidni uéinak, kad se primjenjuje u koncentraciji svega 2 ili
8 puta vecoj od koncentracije Parathiona (75).

Premda se prisutnost inhibitora moZe dokazati u krvi jo§ nekoliko
sati nakon intravenozne aplikacije nekih organofosfornih spojeva (129,
130), ti se spojevi u pravilu brzo razgraduju i zbog toga ne nagomilavaju
u organizmu. Njihova kroni¢na toksi¢nost zavisi najveéim dijelom, ako
ne potpuno. od njihova inhibitornog djelovanja na kolinesterazu. Od
velike je vaZnosti da se u toku kroniéne ekspozicije, ako je doslo do
prekomjerne apsorpcije otrova, u¢inak organofosfornih inhibitora na
kolinesterazu sumira, a to znadi, da se aktivnost kolinesteraze progredi-
jentno smanjuje. Prema tome, uzastopne subklini¢ke doze otrova iza-
zvat ¢e najposlije izbijanje simptoma, koji su jednaki simptomima kod
akutnog otrovanja. Podaci o kronitnoj toksi¢nosti odredenog spoja od
znafenja su ne samo s obzirom na radnike, koji su profesionalno izlozeni
tim otrovima, veé i za ostalo stanovni$tvo i domace Zivotinje, koje kon-
sumiraju hranu tretiranu organofosfornim insekticidima. Rezultati kro-
ni¢nog otrovanja pokusnih Zivotinja Parathionom (23), Systoxom (25),
Schradanom (25), Chlorthionom (53), Diazinonom (84) ili Malathionom
(75) su pokazali, da su razlike u kroni¢noj toksi¢nosti ovih spojeva sli¢ne
odnosima kod njihove akutne toksi¢nosti. Tako su, na primjer, u kro-
ni¢nom pokusu sa 50 p. p. m. Systoxa u hrani izazvani simptomi i ugi-
nuce odredenog broja eksponiranih $takora, dok 1000 p. p. m. Malathiona
nije izazvalo nikakvih simptoma na trovanim Zivotinjama.

Eksperimentalni podaci o akutnoj 1 kroni¢noj toksi¢nosti sluze pri
ocjenjivanju opasnosti po zdravlje, koju odredeni organofosforni spoj
predstavlja za eksponirane ljude. Treba, medutim, istadi, da je primje-
na eksperimentalnih podataka od Zivotinje na Covjeka vrlo teska i pri-
tom treba uvijek urafunati veliki »faktor osiguranja«. Zanimljiv je
nalaz Frawleya i suradnika (59), da paralelno davanje dvaju organo-
fosfornih spojeva znatno povelava njihovu akutnu i kroni¢nu toksic-
nost za $takore, a narotito za pse. Tu &injenicu treba imati na umu pri
ocjeni opasnosti po zdravlje, koju predstavlja kombinirana ekspozicija
dvjema organofosfornim spojevima.

5, KLINICKA TOKSIKOLOGIJA

5.1 Simptomatologija

Subjektivni simptomi otrovanja organofosfornim spojevima ukljucuju
glavobolju, vrtoglavicu, zamagljen vid, mudninu, gréeve u trbuhu, pro-
ljev, pritisak u grudima i nervozu. Od objektivnih simptoma najces¢i su
znojenje, mioza, suzenjc, salivacija, pluéni edem, cijanoza, misi¢ne fa-
scikulacije (napose mimi¢ne muskulature), gréevi, koma i nestanak re-
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Tablica 6

Simptomi otrovanja organofosfornim spojevima

Mjesto djelovanja

Simptomi

1. Muskarinski uéinci

Bronhalno stablo

Gastro-intestinalni
trakt

Znojne zlijezde
Zlijezde slinovnice
Suzne zlijezde
Srce

Zjenice

Corpus ciliare

Mokraéni mjehur

. Nikotinski uéinci

Popreéno prugasti
mi$idi

Simpati¢ni gangliji

111. Centralni uéinci

Os’eéaj stezanja u prsnom koSu s produljenim, hrop-
tavim ekspirijem, dispnoa, lagana bol u prsnom
ko$u, pojalana bronhalna sekrecija, edem pluca,
cijanoza.

Gubitak teka, mu¢nina, povraanje, abdominalni gr-
levi, pritisak u epigastriju 1 ispod prsne kosti
(kardiospazam?), s osjetajem »Zarenja oko srcac,
podrigivanje, proljev, tenezmi, nekontrolirana de-
fekacija

Pojacano znojenje.

Pojatana salivaci:a.

Pojalano suzenje.

Lagana bradikardija.

Lagana mioza, kasnije jace izraZena.
Nejasan vid.

Utestalo, nekontrolirano mokrenje.

Lako zamaranje, slabost, fascikulacije, trzaji i gréevi
miSica, opca slabost, slabost respiratornih misica,
s dispnoom i cijanozom.

Bljedoéa, katkad povelan krvni tlak.

Vrtoglavica, napetost, osjetaj tjeskobe, nervoza, uz-
nemirenost, emocionalna labilnost, san obilat sno-
vima, nesanica, te$ki snovi (pavor nocturnus), gla-
vobolja, tremor, povulenost i depresija, izbijanje
sporih valova poviSene voltaze u EEG-u napose
prilikom hiperventilacije, pospanost, otezana kon-
centracija, sporost prisjefivanja, zbunjenost, neja-
san govor, ataksija, opéa slabost, koma, odsutnost
refleksa, Cheyne-Stokesovo disanje, grtevi, de-
presija respiratornih i cirkulatornih centara s dis-
pnoom i padom krvnog tlaka.
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fleksa i kontrole sfinktera. Posljednje nabrojene simptome opaZamo
samo pri teSkim, uznapredovalim otrovanjima; medutim ni tada nije
isklju¢ena moguénost povoljnog ishoda, nastavimo li energi¢no s tera-
pijom. Tablica prikazuje simptome, koji se razvijaju u toku otrovanja
?rg)anofosfornim spojevima, svrstane prema farmakolotkim uéincima
12).

Treba istaknuti, da mioza. koja se prije smatrala kao vaZan i koristan
dijagnosticki znak otrovanja, ne mora uvijek biti izraZena ili se moe
razviti tek vrlo kasno; opisani su $tovite sluajevi otrovanja s midrija-
zom (49). Kod slutajne koine ekspozicije isprva se javljaju manje alar-
mantni simptomi (vrtoglavica, mioza, nejasan vid), dok tei simptomi,
kao $to su mucnina, abdominalni gréevi, fascikulacije mi%iéa i t. d. na-
stupaju obi¢no tek nakon 2 do 8 sati. Opisani su slutajevi (ubijstva i
suicidi), gdje je do smrti doslo neposredno nakon ingestije otrova. Or-
ganofosforni spojevi, koji tek konverzijom u organizmu prelaze u ak-
tivni inhibitor, mogu izazvati zakasnjeli nastup simptoma (27).

5.2 Laboratorijski nalazi

Veéina laboratorijskih nalaza u su$tini je normalna, izuzevdi razinu
aktivnosti kolinesteraze, koja moZe biti znatno sniZena. Kolinesteraza
nije jednakomjerno oteéena u svim organima. To zavisi u prvom redu
o distribuciji otrova, odnosno njegova metabolita u organizmu. Odredi-
vanje aktivnosti kolinesteraze eritrocita, seruma ili krvi slu¥i nam ne
samo kod dijagnoze otrovanja, veé¢ nam je ta metoda od vrlo velike ko-
risti za utvrdivanje prekomjerne apsorpcije otrova kod radnika izloZe-
nih djelovanju organofosfornih insekticida.

Mnogi su autori odredili normalne vrijednosti kolinesteraze u krvi za
odredenu populaciju i istraZili granice, u kojima one variraju kod po-
jedinaca (16, 36, 62, 64, 144). Wolfsie i Winter (144) navode, pored
svojih rezultata, srednje vrijednosti aktivnosti kolinesteraze eritrocita i
kolinestraze seruma, koje su dobili drugi ameri¢ki autori, odrediv§i ak-
tivnost kolinesteraze Michelovom metodom (104). Te se vrijednosti na-
laze u ovim granicama:

kolinesteraza eritrocita 0,67 — 0,86 pH jedinica/sat
kolinesteraza seruma 0,70 — 0,97 pH jedinica/sat.

Smatra se, da vrijednosti od 0,5 ili manje predstavljaju za kolineste-
razu eritrocita ili seruma patolo$ko sniZenje za veéinu osoba. Unatod
tome, osobe, koje duze rade s organofosfornim insekticidima, mogu pod-
nijeti mnogo veée sniZenje (do 0,2 ili manje), a da se ne pojave nikakvi
subjektivni ili objektivni simptomi (128). U praksi se mo¥e smatrati, da
je_ekspozicija organofosfornim insekticidima jedini uzrok izra¥enog
snizenja aktivnosti kolinesteraze. Neke bolesti jetre i stanja pothranje-
nosti mogu uzrokovati sniZenje aktivnosti kolinesteraze seruma (89).
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Principi laboratorijskih i terenskih mectoda za odredivanje aktivnosti
kolinesteraze izneseni su u zasebnom prikazu (117). . )

Apsorpciju nekih organofosfornih spojeva moZemo odrediti analizom
njihovih metabolitkih produkata u mokraéi. Tako se odredivanje para-
nitrofenola u urinu koristi za ocjenu ekspozicije Parathionom. Ta je
metoda relativno jednostavna i osjetljiva (99, 100).

5.8 Patolo$ka analomija

Patolo¥ko-anatomski nalaz ne otkriva nikakvih makroskopskih ni mi-
kroskopskih anomalija osim onih, koje vidimo kod pluénog ili mozgov-
nog edema, ili kod sekundarnih promjena izazvanih konvulzijama.

5.4 Diferencijalna dijagnoza

Ako nemamo moguénost odredivanja aktivnosti kolinesteraze, mogu
se otrovanja organofosfornim spojevima katkada zamijeniti toplinskim
udarom ili kolapsom, gastroenteritisom, pneumonijom ili drugim teSkim
respiratornim infekcijama. Blaga otrovanja Cesto treba razlikovati od
astme ili od obitnog straha s razli¢itim psihosomatskim manifestacija-
ma, napose u kolektivu, koji zna, da su se unutar kolektiva neki radnici
otrovali.

6. TERAPIJA

Specifi¢ni antidot za muskarinske ulinke, a i za neke centralne udin-
ke kod otrovanja organofosfornim spojevima je atropin. Budu¢i da bo-
lesnici otrovani organofosfornim spojevima pokazuju povecanu toleran-
ciju za atropin (67), treba ga davati u velikim koli¢inama i cesto (1-2
mg atropin sulfata svaki sat, intramuskularno ili intravenozno, do 10-20
mg na dan) (128). Grob (72) predlaZe kod teskih otrovanja aplikaciju
jos veéih doza atropina: 2-4 mg intravenozno ili intramuskularno do
48 mg na dan.

Kod terapije atropinom mnogo je veéa opasnost hipodoziranja od
hiperdoziranja. Freeman i Epstein (61) su analizirali 46 teskih slucajeva
otrovanja Parathionom i TEPP-om i istakli vaZnost trajne i adekvatne
terapije. Od 46 otrovanih 23 bolesnika su podlegla otrovanju, bilo zbog
zaka$njele terapije, ili je terapija bila inadekvatna.

Kod svih lakiih sluéajeva otrovanja treba podriavati blagi stupanj
atropinizacije 24 sata, a kod teZih slu¢ajeva barem 48 sati. Treba imati
na umu da prva doza atropina moZe poluliti znatno olakSanje, koje,
medutim, mo¥e biti kratkotrajno, i ako se prekine atropinizacijom, raz-
vit ée se teSka slika otrovanja.

Atropin ¢ée suzbiti pogibeljne simptome, kao Sto je sekrecija i spazmi
bronha, ali, nazalost, atropin ne ¢e suzbiti nikotinski u¢inak acetilkolina,
a ni sve centralne ucinke, koji se razvijaju u toku otrovanja organo-
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fosfornim spojevima. Zbog toga treba osobitu paznju obratiti respiraciji.
Bolesnik treba da bude pod stalnom paskom i u sluéaju potrebe treba
primijeniti umjetno disanje — mehanicko. ili jo3 bolje insuflaciju kisika,
pod malo poviSenim pritiskom (72, 88). Ne smije se davati atropin cija-
noti¢nom bolesniku, veé treba najprije umjetnim disanjem rijesiti bole-
snika cijanoze, a zatim aplicirati atropin.

Poito je cijanoza nestala i poto smo injicirali atropin, treba smjesta
pristupiti temeljitoj dekontaminaciji otrovanoga. S gumenim rukavi-
cama na rukama odstranjuje se odjeca, a koZa bolesnika pere se teme-
ljito vodom i sapunom. Za dekontaminaciju dobro je upotrebiti blage
otopine alkalija, jer organofosforni spojevi brzo hidroliziraju u alkali¢-
nom mediju. Postoji li sumnja, da je otrov progutan, treba izazvati po-
vraéanje (kod bolesnika, koji je pri svijesti) i nakon davanja vode ili
mlijeka treba izazvati povra¢anje ponovo. Ako nam ne pode za rukom,
treba izvrsiti ispiranje Zeluca sondom.

Ako se razvila obilna bronhalna sekrecija prije nego je atropin poceo
djelovati, treba odstraniti sekret iz diSnih putova kroz nos isisavanjem
pomoéu katetera. U ekstremnim sluéajevima vrsi se traheotomija. Ne-
mir bolesnika treba suzbiti barbituratima kratkog djelovanja.

Morfin, teofilin i sli¢ni preparati su kontraindicirani. Treba izbje-
gavati infuzije zbog velike koli¢ine tekuéine u respiratornom traktu.

Kod vrlo tetkih slu¢ajeva otrovanja treba primijeniti terapiju ovim
redom (128):

(1) umjetno disanje, dok ne nestane cijanoze;

(2) atropin, 2 mg intravenozno. Tu dozu treba ponavljati svakih 5 do
10 minuta sve do znakova atropinizacije (suha zacrvenjela koza 1

tahikardija do 140/min.);
(8) dekontaminacija koze ili ispraznjavanje Zeluca;
(4) simptomatska terapija.

S obzirom na terapijske u¢inke, koje su neki oksimi ispoljili na poku-
snim Zivotinjama otrovanim organofosfornim spojevima (vidi 2.2.2),
moZe se olekivati, da ¢e spojevi iz te grupe doskora naci primjenu u
terapiji otrovanih ljudi ili korisnih doma¢ih Zivotinja. Ustvari, vet je
opisano korisno djelovanje piridin-2-aldoksim metil-jodida kod ljudi
otrovanih Parathionom (111).

Aktivnost kolinesteraze u slu¢aju ireverzibilne inhibicije vraca se na
normalu veoma sporo i zavisi od brzine sintetiziranja novog enzima.
Nakon jakog snizenja, aktivnost kolinesteraze seruma vratit ¢e se na
normalnu vrijednost za oko 80 do 40 dana, dok ¢e se aktivnost kolin-
esteraze eritrocita vratiti na prvobitnu vrijednost za 80 do 100 dana
(72). Prema tome, osobe, koje su preboljele otrovanje, ne smiju biti po-
novo izloZene otrovu barem idu¢a 3 mjeseca.
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7z PREVENGCIJA

Profesionalna otrovanja organofosfornim insekticidima moZemo spri-
jediti preventivnim mjerama, koje su sadrZane u ova tri osnovna prin-
cipa: (1) neprekidan oprez pri radu, (2) kolektivne zastitne mjere (na pr.
dovoljna i pouzdana ventilacija) i licna zaitita (zadtitno odijelo i respi-
ratori) i (8) nadzor nad radnim uvjetima.

Svjetska zdravstvena organizacija preporutuje primjenu pesticida —
a medu njima i primjenu nekih organofosfornih insekticida — u $irokim
razmjerima pri suzbijanju prenosilaca razliditih bolesti i zbog toga
obraca veliku paznju problemima zastite kod primjene tih otrova. Dalje
navedena izlaganja temelje se uglavnom na prijedlozima i naziranjima
stru¢njaka Svjetske zdravstvene organizacije (21, 22, 27, 145, 146).

7.1 Opasnosti pri radu s organofosfornim insckticidima

Ekspoziciju organofosfornim insekticidima mozemo podijeliti u 4 ve-
like grupe: (1) profesionalna ekspozicija (tvornitki radnici, radnici kojt
vrie formuliranje preparata, zatim radnici koji primjenjuju insekticide
1 poljoprivredni radnici, izloZeni ostacima insekticida na usjevima), (2)
ekspozicija u stanovima (povremena ekspozicija kod primjene sredstava
za tamanjenje insekata), (3) ekspozicija zbog nesretnog slutaja (inge-
stija otrova, prosipavanje otrova 1 t. d.) i (4) ekspozicija zagadenoj hrani
(konsumiranje hrane, koja sadr¥ava ostatke insekticida).

Od najvecteg je znatenja profesionalna ekspozicija i ona je naroéito
opasna kad se uvodi primjena novih insekticida. Razlikujemo opasnosti,
koje nastaju pri proizvodnji, i opasnosti, koje se javljaju pri samoj
primjeni insekticida. Opasnosti pri proizvodnji dijelimo dalje u one,
koje nastaju pri proizvodnji osnovne aktivne sastavine i one, koje na-
staju pri formuliranju aktivnih sastavina u preparate prikladne za te-
rensku upotrebu. U pravilu, proizvodnja aktivne sastavine vrii se u ve-
likim kemijskim tvornicama, dobro osposobljenima za taj posao. Postu-
pak je mehaniziran i viSe manje automatiziran i stoga je opasnost po
zdravlje radnika, koji rade u takvim poduzeéima, relativno malena. S
druge strane, formuliranje aktivne sastavine obi¢no se vr§i u malim
poduze¢ima, od kojih mnoga nemaju prikladna tehnitka postrojenja za
taj posao. Opasnost za radnike, koji rade u takvim poduzeéima, mnogo
je veta zbog primitivnog postupka i niskog industrijsko-higijenskog
standarda poduzeéa (21).

Kod primjene organofosfornih insekticida najveée toksikolosko zna-
¢enje predstavlja rukovanje koncentriranim preparatima (145), pri ¢emu
neodstranjene mrlje otrova na koZi (najée$¢e na rukama) predstavljaju
najvecu pogibelj. Udisavanje sitnih kapljica ili prafine za vrijeme pri-
mjene organofosfornih insekticida na otvorenom, ¢ini se da je od znatno
manjeg znacenja od kontaminacije koZe, koja je prema nalazima ame-
rickih autora (28 i 42) najvaZniji put apsorpcije otrova za vrijeme nje-
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gove terenske primjene. Katkada moZe doé¢i do ingestije otrova zbog
ispunjavanja ili isisavanja zacepljene sapnice na uredaju za prskanje
ili zbog uzimanja zagadene vode ili hrane. Zagadenje oliju moze iza-
zvati lokalno djelovanje (mioza), ali je opasnost od otrovanja tim putem
vrlo mala (56). Koncentracija para pri upotrebi organofosfornih insekti-
cida na otvorenom rijetko je tolika, da bi bila od toksikoloskog znacenja.

Edson (57) dijeli poljoprivredne insekticide u tri skupine s obzirom
na njihovu akutnu toksi¢nost za sisavce i opasnost za zdravlje pri nji-
hovoj primjeni. Malathion svrstava u grupu »relativno bezopasnih pe-
sticida«, Diazinon, Dipterex i Metasystox u grupu »umjereno opasnih
spojeva«, dok je Parathion, TEPP, Sulphotepp, Schradan, Systox i Di-
mefox svrstao u grupu »izrazito opasnih spojeva«. Opasnosti, medutim,
ne zavise samo od prirode otrova, ve¢ i od prikladnosti naprava za pri-
premanje otopina i aplikaciju, od opreza i &istoée radnika, kao i od tra-
Janja ekspozicije. Vrijeme najintenzivnije upotrebe organofosfornih in-
sekticida na terenu, a prema tome i opasnosti, seze od pocetka travnja
do rujna, s maksimumom u mjesecu svibnju, lipnju 1 srpnju.

7.2 Zastita

Zastitne mjere, koje treba provesti pri proizvodnji organofosfornih
insekticida, u principu su jednake higijensko-tehni¢kim mjerama, koje
vrijede za ostalu kemijsku industriju. VaZno je upozoriti radnike da
oprezno rukuju i striktno se pridrZavaju op¢ih i li¢nih zaStitnih mjera.
Sanitarni uredaji, koji ée omoguéiti radnicima pranje ruku u prekidu
posla, kao 1 duSiranje na kraju radnog vremena, vrlo je vazno. Dalje je
potrebno osigurati brzo pruzanje prve pomoéi za slucajeve otrovanja
zbog nesrece.

Kako bi se izbjegle zabune ili pogre$na rukovanja organofosfornim
pesticidima, svaki komercijalni preparat treba biti obojen intenzivnom
bojom, zatim treba da bude jasno oznaden kao otrov i na naljepnici tre-
ba navesti ove podatke (146):

(a) ime proizvodaca,

(b) ime preparata,

(c) vrstu pripravka i koncentraciju aktivne sastavine,

(d) gdje se primjena toga sredstva preporucuje, a gdje ne,

(e) osnovne mjere opreza, koje treba primijeniti pri aplikaciji,

(f) zgodnu oznaku za opasnost, a za izrazito otrovne supstancije i sli-

koviti simbol opasnosti (lubanja s ukr$tenim kostima) 1

(g) terapiju za sludaj otrovanja.

Kod primjene relativno bezopasnih organofosfornih spojeva (Mala-
thion i Chlorthlon) u javnom zdravstvu ili poljoprivredi, treba primije-

niti opéenite higijensko-tehni¢ke mjere, od kojih treba istaéi ove: rad-
nici treba da pokrivaju glavu zastitnom kapom iz nepropusnog materi-
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jala, koju treba redovno ¢istiti. Treba omoguéiti pranje ruku i odjeée za
slutaj polijevanja ili zaprskavanja. Radnici ne smiju pusiti ni jesti, a
da prije ne operu ruke. Presipavanje, odnosno prelijevanje koncentrata
treba izvoditi polumehaniziranim postupkom, odnosno specijalnim zgod-
nim oblikom posuda (145). Radi li se o primjeni tih spojeva u zatvore-
nom prostoru, radnk treba da je zaltiéen kapom sa Stitnikom $irine oko
8 cm, nepropusnim Stitnicima za ramena kao i nepropusnim rukavicama,
otpornim prema kemikalijama. Redovno pranje, dusiranje i CiS¢enje
odjeée, a isto tako i strogo pridrZavanje radnog vremena, koje ne smije
prijeéi 8 sati na dan, veoma je vazno.

Za umjereno toksi¢ne spojeve (Diazinon) treba nositi respiratore,
kad god se vrsi prskanje u zatvorenom. Za vrlo toksi¢ne spojeve (Para-
thion, Systox, TEPP) prskanje u zatvorenom ne dolazi u obzir, a na-
polju treba naroditu paznju obratiti ponavljanom pranju ruku i ade-
kvatnoj zastitnoj odjeéi. Pri izboru respiratora treba podesiti vrstu re-
spiratora prema tipu formulacije odredenog otrova (146).

Prskanje organofosfornih pesticida iz aviona zahtijeva provodenje
specijalnih mjera opreza (84). Utovarivanje pesticida ne smije vrSiti
pilot, da se izbjegne li¢na kontaminacija. Narotiti oprez je potreban s
obzirom na Cistoéu, i zbog toga piloti treba da nose bijele kombinezone.
Treba koristiti samo avione konstruirane za tu svrhu, kako bi se svela
kontaminacija avionskog trupa na minimum. Pilot ne smije letjeti kroz
maglu pesticida, koju je proizveo.

Od nadasve velikog je znalenja medicinska kontrola radnika i redov-
no odredivanje stepena ekspozicije pomoéu prikladne metode za odre-
divanje aktivnosti kolinesteraze u krvi (vidi 4.2). Buduéi da normalne
vrijednosti variraju znatno medu zdravim ljudima, a isto tako postoje
znatne varijacije kod jedne iste osobe iz dana u dan (62, 64, 144), inter-
pretacija pojedinatnih vrijednosti kod osoba, koje ne pokazuju simp-
tome, je vrlo teSka. Medutim, izraZena niska aktivnost kolinesteraze
kod pojedinca, ili relativno nizak prosjek aktivnosti kolinesteraze za
grupu eksponiranih radnika ukazuje na potrebu pobolj$anja za$titnih
mjera. Prema Gageu (64) individualne varijacije mogu varirati i za
80%0 od srednje normalne vrijednosti; utvrdi li se medutim pad aktiv-
nosti kolinesteraze za preko 30% od srednje normalne vrijednosti, mo-
zemo sa sigurno$éu zakljuditi da je do$lo do opasne apsorpcije otrova.

Osnovno je organizirati redovno odredivanje aktivnosti kolinesteraze
u krvi svuda, gdje je grupa ljudi eksponirana organofosfornim insekti-
cidima kroz duZi period vremena. Wolfsie (148) isti¢e, da se kontrola
eksponiranih radnika ne smije ograniéiti samo na odredivanje aktiv-
nosti kolinesteraze u krvi, ve¢ treba provesti i sve ostale industrijsko
-higijenske zastitne mjere. Isti autor savjetuje, da se pri rutinskom ocje-
njivanju ekspozicije odreduje aktivnost obiju kolinesteraza u krvi, t. j.

odvojeno aktivnost kolinesteraze eritrocita i aktivnost kolinesteraze
seruma.




ORGANOFOSFORNI INSEKTICIDI 67

Pri radu s Parathionom moze se za ocjenu ekspozicije koristiti odre-
divanje paranitrofenola u urinu. Waldman i suradnici (184) savjetuju
odredivanje aktivnosti kolinesteraze prije potetka rada, a zatim, dok
traje ekspozicija, treba danomice pratiti izlu¢ivanje paranitrofenola u
mokraéi. Utvrdi li se porast izludivanja paranitrofenola, treba nalaz po-
vetane apsorpcije otrova potvrditi ponovnim odredivanjem aktivnosti
kolinesteraze u krvi.

Opasnosti, koje odredeni, a napose organofosforni pesticidi predstav-
ljaju za zdravlje radnika, bilo pri njihovoj proizvodniji ili primjeni,
mogu se u velikoj mjeri smanjiti adekvatnim mjerama zastite i dobro
organiziranom medicinskom kontrolom eksponiranih radnika. Pesticidi
su od neprocjenjivog znalenja za javno zdravstvo i za razvitak poljo-
privrede. Sirenje njihove opravdane primjene zavisit ée u prvom redu
od uspjesno provodenih mjera zatite i prevencije otrovanja eksponi-
ranih ljudi. ,
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Summary

TOXICOLOGY OF ORGANOPHOSPHORUS INSECTICIDES

A review of the biochemistry, pharmacology, experimental and clinical toxicology,
therapy, and prevention of poisonings due to organophosphorus insecticides. The
present-day concepts of the mechanism of the effect of organophosphorus inhibitors
on cholinesterase are described more in detail, as well as the investigations in the
field of the reactivation of inhibited cholinesterase by nucleophilic reagents. '
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