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Organofosforni spojevi su derivati fosfatne, fosfonske ili fosfinske kiseline kod kojih atomi kisika, vezani
neposredno na atom fosfora, mogu biti zamijenjeni atomima sumpora ili dusika. Ti spojevi ¢ine veliku
skupinu organskih spojeva koji se rabe ponajprije kao pesticidi, neki se rabe kao lijekovi, a najtoksicniji
spojevi su ziv€ani bojni otrovi. Glavni uzrok akutne toksi¢nosti organofosfornih spojeva je inhibicija
acetilkolinesteraze, klju¢nog enzima u prijenosu zivcanog impulsa. Organofosforni spojevi koji imaju
sumpor vezan koordinatno-kovalentnom vezom na atom fosfora nisu inhibitori acetilkolinesteraze. Da bi
ti spojevi postali bioloski aktivni, moraju spontanim reakcijama ili u reakcijama biotransformacije prijeci u
svoje oksoanaloge. U reakcijama biotransformacije organofosfornih spojeva moze do¢i do transformiranja
netoksic¢nih organofosfornih spojeva u toksicne ili pretvorbe jednog toksi¢nog spoja u drugi, ili do pretvorbe
toksi¢nih organofosfornih spojeva u spojeve koji viSe nisu inhibitori acetilkolinesteraze.

Uradu je prikazana klasifikacija organofosfornih spojeva koja se zasniva na prirodi supstituenata koji su vezani
neposredno na sredisnji atom fosfora. Nadalje, u radu su opisani enzimi koji reagiraju s organofosfornim
spojevima uz primjere reakcija koje ti enzimi kataliziraju.

KLJUCNE RIECI: esteraze fosfornih triestera, glutation S-transferaze, monooksigenaze, serinske

esteraze

Organofosforni (OP) spojevi rabe se ponajprije
kao pesticidi (herbicidi, insekticidi, fungicidi, akaricidi
i nematocidi). lako je razvoj sintetickih piretroida i
karbamata smanjio uporabu OP pesticida, oko 80
OP pesticida jos$ je u uporabi (1). Americka agencija
za zastitu okoliSa (US EPA) odobrava uporabu oko 40
OP pesticida (2). U Hrvatskoj je u uporabi dvadesetak
OP pesticida (3), koji su takoder na listi spojeva koje
odobrava US EPA. Osim navedene uporabe, neki OP
spojevi rabe se i kao lijekovi (metrifonat, ekotiofat).
OP spojevi su toksicni, a najtoksi¢niji medu njima su
Ziv¢ani bojni otrovi (sarin, soman, tabun, VX). Glavni
uzrok akutne toksi¢nosti OP spojeva je inhibicija
acetilkolinesteraze, klju¢nog enzima u prijenosu
Zivéanog impulsa. Radi sigurnosti rukovanja i
sprecavanja akcidenata potrebno je dobro poznavanje
mehanizma toksi¢nosti te putova razgradnje OP

spojeva u organizmu sisavaca i u okolisu. U ovom su
radu opisane kemijske reakcije OP spojeva koje se
zbivaju spontano ili su enzimski katalizirane.

Razvoj kemije OP spojeva zapoceo je krajem
19. stolje¢a kada je J. L. Lassaigne u reakciji
alkohola i fosforne kiseline dobio trietil-fosfat. Prvi
OP spoj koji je upotrijebljen kao insekticid bio je
tetraetilpirofosfat (TEPP) sintetiziran 1854. (Ph.
de Clermont). Mogu¢nosti TEPP-a kao insekticida
prepoznao je G. Schrader osamdeset godina kasnije.
Otkrice fosfornih tioestera (M. Cleoz, 1847.), konverzija
trialkilnih fosfita u dialkilne alkilfosfonate (C. A. A.
Michaelis i Th. Becker, 1897.) i sinteza fosforoamidnih
klorida (C. A. A. Michaelis, 1903.) dali su novi poticaj
razvitku OP spojeva. Visoku toksi¢nost pojedinih OP
spojeva uocili su W. Lange i G. von Kruger 1932. To
otkrice ubrzo je dovelo do sinteze zivcanih bojnih
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otrova tabuna i sarina te parationa (G. Schrader,
1937.), diizopropil-fosforofluoridata (DFP-a; B. C.
Saunders, 1941) i somana (A. Riser, 1944). Godine
1941. E. Gross i suradnici uocili su antikolinesterazno
djelovanje DFP-a. Iste godine sintetiziran je i OMPA,
sistemski insekticid. Zajednicko svojstvo prvih OP
insekticida bila je i visoka toksi¢nost prema sisavcima.
Daljnji razvitak OP insekticida doveo je do spojeva koji
su mnogo manje toksicni ¢ime su OP spojevi ubrzo
postali vodeca klasa spojeva medu insekticidima.
Detaljniji opis povijesnog razvoja kemije OP spojeva
prikazan je u mnogim publikacijama (npr. ref. 4 i 5).

U organizmu sisavaca i drugih vrsta OP spojevi
prolaze kroz mnoge biotransformacije koje ¢e u
ovom radu biti opisane ovisno o strukturi OP spojeva
i katalitickim svojstvima enzima koji kataliziraju te
reakcije.

KLASIFIKACIJA OP SPOJEVA

Op¢u strukturu OP spoja predlozio je G. Schrader
koji je sustavnom sintezom i ispitivanjem mnogih OP
pesticida uocio povezanost njihove bioloske aktivnosti
s njihovom strukturom (slika 1). OP spojevi su esteri,
anhidridi ili halogenidi potpuno supstituirane fosforne,
fosfonske ili fosfinske kiseline. Kod tih spojeva sredisnji
atom fosfora mora biti peterovalentan, kisik ili sumpor
moraju biti koordinatno-kovalentnom vezom vezani na
peterovalentni fosfor (obi¢no se ta veza prikazuje kao
dvostruka), R, i R, mogu biti alkil-, alkoksi-, alkiltio-,
aril-, ariloksi-, mono- ili dialkil-aminogrupe. U reakciji
hidrolize (spontane ili enzimske) odcjepljuje se ona
skupina cija je veza s fosforom najslabija (izlazna
skupina L; slika 1). OP spojevi koji imaju slobodnu
hidroksilnu skupinu (-OH) nisu bioloski aktivni i
ne inhibiraju acetilkolinesterazu. Ni OP spojevi koji
umjesto kisika, vezanog na sredis$nji atom fosfora,
imaju atom sumpora nisu inhibitori acetilkolinesteraze.

X: QiliS
Ry, Ry alkil-, alkoksi-, alkiltio-, aril-, aril oksi-, mono- ili
dialkil- amino skupine

L: -F,-CN, -SR;, -OR;

Slika 1 Opca formula organofosfornih spojeva

Da bi postali inhibitori acetilkolinesteraze, ti spojevi
moraju prijeci u svoje oksoanaloge.

U ovom su prikazu OP spojevi podijeljeni s obzirom
na prirodu supstituenata koji okruzuju sredisnji atom
fosfora (usp. 6, usp. 7). Prema takvoj podjeli OP
spojeve je moguée podijeliti u 32 skupine (usp. 6).
Medutim, prema toj podjeli sve OP spojeve koji se
trenutacno rabe moguce je podijeliti u 14 skupina
koje su prikazane na slici 2. Fosfati, fosfonati i fosfinati
su derivati fosforne, fosfonske i fosfinske kiseline kod
kojih je sredi$nji atom fosfora okruzen samo atomima
kisika; fosforotioati, fosfonotioati, fosforoditioati i
fosforotritioati derivati su kod kojih je jedanli viSe atoma
kisika zamijenjen atomima sumpora; fosforoamidati
su derivati kod kojih je jedan atom kisika zamijenjen
atomom dusika, a fosforoamidotioati su derivati kod
kojih su atomi kisika zamijenjeni sumporom i dusikom.
Na slici 2. prikazane su i grupe OP spojeva kod kojih
je jedna od -OR skupina zamijenjena atomom fluora
(fosforofluoridati i fosfonofluoridati). Takvu strukturu
imaju Ziv¢éani bojni otrovi sarin, soman i DFP te neki
pesticidi. Zivéani bojni otrov VX je fosfonat kod kojega
je izlazna skupina -SR, dok tabun spada u skupinu
fosfata jer je ugliikov atom, iako vezan direktno na
atom fosfora, dio cijanoskupine, koja je kemijski
sli¢nija halogenidima, hidroksi ili alkoksiskupinama
(slika 3) (8). Na slici 2 prikazani su i anhidridi fosforne
kiseline (pirofosfati).

Atom sumpora moze biti vezan na sredisnji atom
fosfora ili koordinatno-kovalentnom (:S) ili esterskom
vezom (-S). U oba slucaja ti spojevi spadaju u skupinu
fosforotioata ili fosfonotioata (slika 2). U literaturi
starijeg datuma polozaj atoma sumpora odredivao
se uporabom sufiksa -tionat za vezanje sumpora
koordinatno-kovalentnom vezom i sufiksa -tiolat za
vezanje sumpora esterskom vezom (5, 9). Literatura
novijeg datuma takav nacin odredivanja poloZaja
atoma sumpora u molekuli uglavnom napusta. Polozaj
atoma sumpora se, prema preporukama [UPAC-ove
nomenklature, odreduje uporabom O- i S- prefiksa
prije imena supstituenata (10, 11). Tako se npr. klasa
(Me-0O),P(:S) imenuje O,0,0-trimetil-fosforotioat, dok
se klasa (Me-0),P(:0)-S-Me imenuje O,0,S-trimetil-
fosforotioat. Kod imenovanja fosfonata i fosfonotioata
ime supstituenta na P-C vezi uklju¢eno je kao
jedna rije¢ zajedno s korijenskim imenom. Stoga je
(Me-0),P(:0)-Me dimetil-metilfosfonat, dok se
(Me-0),P(:5)-Et naziva O,0O-dimetil-etilfosfonotioat.
Kod fosfata, fosfonata i fosforoamidata kod kojih ni
jedan atom kisika nije supstituiran atomom sumpora,
sufiks O- se ispusta (6, 10).
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(0] 0O S S
R1O—P—O0R3 Rl—lu—om lelu —OR3 R10—P—OR3 R]fL%
OR; ng R‘ > OR2 C‘)Rz
Fosfati Fosfonati Fosfinati Fosforotioati Fosfonotioati
(:S) (:S)
O O S (0] (0] (0]
RlsflU*OR3 lelU*OR3 RlsflUfOR3 R18*M*SR3 Rlsflu*SR3 Rl'RlN*H*OR3
‘ORZ S‘Rz O‘Rz ili (‘)RZ S‘Rz ng
Fosf(orso)tioati Fosf?rg))tioati Fosforoditioati Fosforotritioati Fosforoamidati
S O (0] (0] (0] O
RiRi{N—P—OR3 " Ri{R{N—P—O0R3 RiIO—P—F R{O—P—F RO—P—0O—P—O0OR
OR> SRz ORz R> OR OR
Fosforoamidotioati Fosforofluoridati Fosfonofluoridati Pirofosfati

Slika 2 Strukture organofosfornih spojeva klasificiranih prema prirodi atoma kaoji okruzuju sredisnji atom fosfora (6, 7, 11). Oznaka (:S) znaci da
je sumpor na sredisnji atom fosfora vezan koordinatno-kovalentnom vezom, a oznaka (-S) da je vezan esterskom vezom

i i i I
* *
iso-C3H,0-P F (CH3);C~CH—O—P*F C;H;0-P “cN CH:0—P *—§— (CH,)5—N(is0-C3Hy),
CHs CH; CHs N(CHs), CH;
sarin soman tabun VX
o CH; o Hs
' I cHo—J N _ocH, [ + ob—o
(iso-C3H;0),P —F / \0/ (C;H50), P —S—(CH,)2N(CH3)3 \
CHs0 2Hs o
DFP ekotiofat CH;
TEPP
CH H;C,
; H 3 s :2/043 TOCP
S CH. N=—
(CHs0)p—s~ NN (CH;0),P—0O s |
\ (CH50),P—0O N
. . CH; \_ 7/
disulfoton fention L.
diazinon CH
3
Cl Cl
| i N f
(CHso)zpfo@Noz QT*—O B a—d 0—P(OC,Hs);
OCH, o
metil-paration Cl Cl
leptofos klorpirifos

Slika 3 Strukture i trivijalna imena nekih organofosfornih spojeva koji se spominju u tekstu. * oznacava kiralni centar molekule

Medutim, paralelno s predstavljenom klasifikacijom
(slika 2) i nomenklaturom OP spojeva vrlo je
Cesta uporaba ili trivijalnih ili komercijalnih imena
(slika 3). d hrvatskom jeziku u uporabi su imena
pesticida i ziv¢anih bojnih otrova nastala fonetskim
pisanjem njihovih trivijalnih ili komercijalnih imena

pisanih na engleskom jeziku (hrv. paration od engl.
“parathion”).

Neki OP spojevi su kiralne molekule, tj. opticki su
aktivni. d tu skupinu OP spojeva spadaju svi Zivéani
bojni otrovi (sarin, soman, tabun, VX; slika 3), za koje
se zna da njihovi enantiomeri imaju razlicitu toksi¢nost
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(usp.12) te nekoliko OP pesticida (npr. leptofos i
fonofos; slike 3 i 9, shema b). Medutim, kiralni OP
pesticidi rabe se kao racemati.

TOKSICNOST OP SPOJEVA | NJIHOVA
DETOKSIKACIJA HIDROLIZOM

S OP spojevima reagiraju dvije skupine esteraza
kojima je zajednicko da djeluju na istoj esterskoj ili
halogenidnoj vezi, ali bitno razli¢itim mehanizmima
djelovanja. Jednu skupinu esteraza ¢ine serinske
esteraze, tj. esteraze koje u aktivnom centru imaju serin.
U tu skupinu esteraza ubrajaju se acetilkolinesteraza
(AChE; EC 3.1.1.7), butirilkolinesteraza (BChE;
EC 3.1.1.8), esteraza povezana s neuropatskim
djelovanjem OP spojeva (engl. “neuropathy target
esterase”, NTE; EC 3.1.1.5) (13) i karboksilesteraza
(CaE; EC 3.1.1.1) (14). OP spojevi su inhibtori
serinskih esteraza. Drugu skupinu esteraza Cine
esteraze fosfornih triestera (EC 3.1.8) (14). Bioloski
supstrati tih esteraza nisu poznati. Hidrolaze fosfornih
triestera (kratica PTH, od engl. “phosphoric triester
hydrolases”) jesu arildialkilfosfataze (EC 3.1.8.1;
paraoksonaze (PON)) i diizopropil-fluorofosfataza
(EC 3.1.8.2; DFP-aze) (14). U uporabi su najcesce
imena koja su ti enzimi dobili s obzirom na njihove
karakteristicne in vitro supstrate: paraokson, odnosno
diizopropil-fosforofluoridat (DFP). OP spojevi su
supstrati hidrolaza fosfornih triestera.

N
HOCH,CH, N(CH3)3

Acetilkolinesteraza (AChE) i butirilkolinesteraza
(BChE)

FizioloSka funkcija AChE je hidroliza acetilkolina,
prijenosnika Zivéanog impulsa u sinapsama, ¢ime se
omogucava normalan prijenos impulsa u zivcanim
i zivéano-misi¢nim sinapsama. Ako je hidroliza
acetilkolina inhibirana, dolazi do njegova nakupljanja
na postsinaptickoj membrani ¢ime je onemogudéen
prolaz sliedecega zivéanog impulsa. Osim u sinapsama,
AChE se nalazi i u krvi gdje je vezana na eritrocite, ali
njezina uloga na eritrocitima za sada nije poznata
(usp. 15).

BChE je prisutna u gotovo svim tkivima i u krvi.
Njezina fizioloska uloga za sada nije poznata, ali neki
pokusi na Zivotinjama kojima nedostaje AChE pokazali
su da taj enzim moze djelomic¢no zamijeniti aktivnost
AChE (16).

Mehanizam hidrolize acetilkolina acetilkoline-
sterazom prikazan je na slici 4. Prvi korak u hidrolizi
predstavlja acetiliranje serina u aktivnom centru
enzima (slika 4, shema a). Acetilirani enzim se zatim
hidrolizira pri ¢emu nastaju slobodni enzim i octena
kiselina. Mehanizam interakcije acetilkolinesteraze i
OP spojeva analogan je tom mehanizmu (17); kod OP
spojeva prvi je korak fosfiliranje enzima (skupni naziv
za fosforiliranje, fosfoniliranje i fosfiniliranje) (slika 4,
shema b). Razlika izmedu hidrolize acetilkolina (slika 4,
shema a) i hidrolize OP spojeva (slika 4, shema b) jest
u brzini reakcije s vodom, jer je deacetiliranje enzima
puno brze od defosfiliranja. Defosfiliranje enzima,
koje se Cesto naziva i spontanom reaktivacijom,

a)
kolin
o) o HO o)
[ * Z I o [
AChE-Ser-OH + H;C—C—0O—CH,CH,—N(CHs)3 AChE-Ser-G-C—CH; —> AChE-Ser-OH +H;C—C—OH
slobodni acetilkolin acetilirani enzim slobodni octena
enzim enzim kiselina
b)
o} HL H,0 10)
| e I N [
AChE-Ser-OH + L*IT —OR' (iliR") AChE-Ser-O—lT —OR'(lliR") ——==> AChE-Ser-OH + HO*I‘?*OR' (ii R")
slobodni OR OR spor_ltan? lobodni OR
. Kt slobodni
enzim reativacia enzim

fosfilirani enzm

dealkilacija
("starenje" enzima)
(0]

[
AC hE-Ser-OfF“ —OR' (iliR")

(0]

ireverzibilno inhibirani enzim

"RHC=N-O

reaktivacija
P oksimima

I
AChE-Ser-OH +"RHC=N-O—P —OR' (iliR")

slobodni (‘)R
enzim

fosfilirani oksim

Slika 4 Mehanizam interakcije acetilkolinesteraze (AChE) sa supstratom acetilkolinom (a) i s organofosfornim spojem (b). R i R’ mogu biti alkil-,
alkoksi-, alkiltio-, odnosno mono- ili dialkil aminogrupe. L je izlazna skupina
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sporo je a kod nekih spojeva i ne postoji (slika 4,
shema b). Reaktivacija je brza s oksimima, koji su
puno jaci nukleofili od vode (17) (slika 4, shema
b). Produkti hidrolize OP spojeva vise nisu inhibitori
acetilkolinesteraze. Osim reaktivacije, kod fosfilirane
kolinesteraze moze do¢i i do dealkilacije jedne
alkoksiskupine na fosforu, ¢ime fosfilirani enzim dobiva
negativan naboj koji vodi ili oksimima onemogucava
nukleofilni napad te takav enzim ostaje ireverzibilno
inhibiran (slika 4, shema b).

AChE i BChE su toksikolo$ki bitni enzimi jer
predstavljaju biomarkere izloZzenosti OP spojevima,
a mjerenje njihove aktivnosti u krvi pokazuje stupanj
apsorpcije tih spojeva u organizmu (18).

Esteraza povezana s neuropatskim djelovanjem OP
spojeva (NTE)

Osim akutne toksi¢nosti, neki OP spojevi
uzrokuju i “odgodenu” neuropatiju (kratica OPIDN,
od engl. “organophosphate induced delayed
neuropathy”). Simptomi “odgodene” neuropatije
su neurodegenerativni poremecaj karakteriziran
gubitkom osijetila i ataksijom te degeneracija osjetilnih
i motorickih aksona (19) koja se javlja oko dva tjedna
nakon akutne toksi¢nosti koja moze, ali i ne mora biti
izrazena. Pojava OPIDN-a pracena je inhibicijom NTE,
Cija fizioloska funkcija jo$ nije utvrdena (9, 19-21).
OP spojevi jesu inhibitori NTE, medutim nastajanje
OPIDN-a ovisi o prirodi OP spoja kovalentno vezanog
na serin u aktivnome mjestu enzima (6, 22). Za
nastajanje OPIDN-a je nuzno da fosfilirani enzim
podlijeze procesu “starenja” (usp. slika 4, shema

b). Klinicki znakovi OPIDN-a su prvi put uoceni jo$
1930. god. kada je nekoliko tisuca ljudi pokazivalo
znakove ataksije i slabosti u ekstremitetima nakon
konzumacije alkoholnog pi¢a “Ginger Rogers” koje
je bilo kontaminirano tri(o-krezil)-fosfatom (TOCP)
(slika 3). Trovanja tim spojem zabiljeZzena su i kasnije
u Europi, Africi i Aziji (19). Istrazivanja radena na
kokosima i miSevima pokazala su da se OPIDN ne
javlja kod mladih Zivotinja, nego samo kod odraslih
(20, 23). NTE iz mozga kokosi i ljudi imaju sli¢na
kataliticka svojstva, pa stoga NTE iz kokosjeg mozga
predstavljaju model za ispitivanje OPIDN-a kod
ljudi (6, 24). Za desetak OP spojeva je poznato da
uzrokuju nastajanje OPIDN-a kod ljudi (npr. TOCP,
DFP, leptofos, klorpirifos) (6).

Karboksilesteraza (CaE)

CaE katalizira hidrolizu estera i tioestera ili amidnih
skupina karboksilnih kiselina (16), dok je njezin
fizioloski supstrat vjerojatno O-acetilsijalicna kiselina
(usp. 25). Kako su CaE serinske esteraze, njih OP
spojevi inhibiraju mehanizmom analognim inhibiciji
acetilkolinesteraze (slika 4, shema b). Medutim,
inhibicija CaE OP spojevima kod ljudi ne uzrokuje
toksi¢ne efekte. Fosfilirana CaE je manje stabilna
od fosfilirane acetilkolinesteraze i brzo se spontano
reaktivira. OP spojevi koji u svojoj strukturi imaju
karboksilnu estersku vezu, CaE moze detoksicirati
jer hidrolizom nastaje slobodna -OH skupina pa taj
spoj takoder vise nije acetilkolinesterazni inhibitor (7).
Primjer takvog spoja je malation (slika 5, shema b).
CaE moze hidrolizirati i njegov oksoanalog (9).

S COOC,H5
(CH;0), P—S
CH,COOC,H;5
malation
215
CaE \P/_s
COOC,Hs /
(CH;0), P—S H,O CH;O CH,COOC;Hs
CH,COOCH . .
2 s izomalation
malaokson i COOH
) (CH,0), P—S + CoHsOH c)
CH,COOC,H5
b)

Slika 5 Reakcije malationa: a) oksidativna desulfuracija katalizirana mikrosomskom P-450 monooksigenazom (P450), b) hidroliza katalizirana
karboksilesterazom (CaE) (6, 9) i ¢) intramolekularno transmetiliranje u izomalation (4, usp. 6)
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Hidrolaze fosfornih triestera (PTH)

Ovi su enzimi pronadeni u mnogim organizmima
ukljucujudi sisavce, glavonosce, insekte, biljke i
mikroorganizme. Enzimi iz razli¢itih vrsta medusobno
se razlikuju po specifi¢nosti prema OP spojevima
te stabilnosti i molekularnoj masi enzima (usp. 26).
PTH za svoju kataliticku aktivnost zahtijevaju dva
dvovalentna kationa: jedan koji sudjeluje u katalizi,
a drugi koji stabilizira konformaciju enzima (27, 28).
Ovisno o organizmu iz kojeg je enzim izoliran, kationi
mogu biti Ca, Zn, Mg ili drugi (usp. 27, usp. 28, 29).

Paraoksonaza (PON) sisavaca kodirana je trima
genima: PON1, PONZ2 i PON3. Najbolje proucen ¢lan
te porodice je humana paraoksonaza (PON1) koja
u svom aktivnome mijestu ima dva Ca®* iona (28).
Fizioloski supstrat PON1 nije poznat, ali se zna da
hidrolizira arilestere kao $to je fenil-acetat, karbamate,
ciklicke karbonate i laktone te mnoge OP spojeve
(npr. paraokson, klorpirifos okson, diazokson) (slika
6) (30).

Kako PON1 hidrolizira i zivcane bojne otrove
soman, sarin i tabun (30, usp. 31), taj enzim
predstavlja biomarker osjetljivosti na otrovanje OP
spojevima. U ljudskoj populaciji serumska PON1
postoji u vise varijanata o kojima ovisi specifi¢nost
prema supstratima ili koncentracija enzima (32).
PONT1 s glutaminom (GIn) na polozaju 192 predstavlja
varijantu s niskom aktivno$¢u prema paraoksonu, dok
arginin (Arg) na tom poloZaju predstavlja varijantu s
visokom aktivnoscu (33-35). Distribucija GIn192Arg
varijanata je etnicki ovisna; kod europskih populacija je
dominantnija GIn192 varijanta (53 %) (34). Pokusi na
Zivotinjama pokazali su da PON1 utjece na toksi¢nost
OP spojeva ovisno o spoju i o koncentraciji PON1
u organizmu (usp. 1, 36). S koncentracijom PON1
povezana su dva polimorfizma: zamjena leucina (Leu)
na polozaju 55 s metioninom (Met) (Met55 predstavlja

(0]

l
a) (C2H5O)2P—OON% + H,0

o}
I

varijantu s nizom koncentracijom enzima) (usp. 1) te
polimorfizam na 5 “-regulatornoj regiji gdje je cistein
(Cys) na polozaju -108 zamijenjen treoninom (Thr)
(Thr-108 predstavlja varijantu s nizom koncentracijom
enzima) (35, 32). Kod odredivanja PON1 statusa, radi
odredivanja osoba koje su potencijalno osjetljivije
na otrovanje OP spojevima i neke kardiovaskularne
bolesti, utvrduje se postojanje polimorfizama na
polozaju 192, 55 i -108 da bi se odredile osobe s
niskom paraoksonaznom aktivnos$¢u enzima te osobe
s niskom koncentracijom enzima (1, 32).

Diizopropil-fluorofosfataze (DFP-aze) takoder
kataliziraju hidrolizu OP spojeva koji kao izlaznu
skupinu imaju F, Cl ili CN. Prema razlici u brzini
hidrolize DFP-a i somana ili tabuna razlikuju se DFP-
aze iz lignje koje brze hidroliziraju DFP nego soman
ili tabun i DFP-aze izolirane iz drugih organizama
(posebno iz mikroorganizama i beskraljeznjaka) koje
se ponekad nazivaju zajednickim imenom Mazurov
tip DFP-aza, a koje brze hidroliziraju soman ili tabun
nego DFP (33). Od bakterijskih DFP-aza (38, 39)
najvise je proucavana DFP-aza iz Pseudomonas
diminutae, koja moze hidrolizirati i VX (40). U DFP-
aze se donedavno ubrajao i enzim izoliran iz bakterija
roda Alteromonas koji takoder hidrolizira OP spojeve,
za koji je kasnije utvrdeno da pripada prolidazama (EC
3.4.13.9) (41).

NEHIDROLITICKE REAKCIJE OP SPOJEVA

Antikolinesterazno djelovanje nekog OP spoja
moze se mijenjati i nehidrolitickim reakcijama
biotransformacije ili kemijskim putem pri ¢emu moze
dodi do transformiranja netoksi¢nih OP spojeva u
toksi¢ne ili pretvorbe jednoga toksi¢nog spoja u drugi
(reakcije aktivacije), ili do pretvorbe toksi¢nih OP

7 ~
(C;H50),P—OH + HO NO,

o]
I

|
b) (H3C)2CHO—IT—F + H0O —— (H3C)2CHO—I|>—OH + HF

CH;

CH;

i i
c) H3c—c—o—© + H,0 — H;C—C—OH + HO—@

Slika 6 Reakcije katalizirane paraoksonazom (PONI1): a) hidroliza paraoksona, oksonskog analoga organofosfornog insekticida parationa, b)
hidroliza zivéanoga bojnog otrova sarina i c) hidroliza aromatskog estera fenilacetata (usp. 31)
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spojeva u spojeve koji vise nisu acetilkolinesterazni
inhibitori (reakcije detoksikacije). Od ukupno dvadeset
i dva OP pesticida cija je uporaba dopustena u
Hrvatskoj (3), Cetrnaest ih spada u skupinu tioata
ili ditioata. Reakcije aktivacije tih spojeva kataliziraju
monooksigenaze: mikrosomska P-450 (P450; EC
1.14.14.1) (14, 42) i flavin monooksigenaza (FMO; EC
1.14.13.8) (14, 43), dok glutation S-transferaza (EC
2.5.1.18) (14) katalizira detoksikaciju. Postoje i primjeri
detoksikacijskog djelovanja nekih monooksigenaza.
Detoksikacijsko djelovanje esteraza opisano je u
prethodnom poglavlju.

Monooksigenaze

lzmedu P450 i FMO postoje preklapanja u tipovima
reakcija koje kataliziraju, kao i u specifi¢nosti prema
supstratima. Reakcije koje P450 moze katalizirati jesu
oksidativna desulfuracija, S- i - oksidacija, Y-, O- i S-
dealkiliranje, epoksidacija alkilnih skupina i redukcija
(6, usp. 25, 44, usp. 45). Reakcije koje katalizira FMO
su S- i N- oksidacija i oksidativna desulfuracija (usp.
6, 44).

Jedna od najvaznijih reakcija aktivacije potpo-
mognutih enzimom P450 je reakcija oksidativne
desulfuracije kojoj podlijezu fosforotioati i drugi spojevi
koji sadrzavaju P=S skupinu. Primjer takve aktivacije
su paration i malation (slika 7, shema a, slika 5,
shema a). Reakcija te¢e preko P-S-O-epoksidnog
meduprodukta (usp. 9), ¢ijim pregrupiranjem nastaje
P=0 skupina (slika 7, shema a).

Usporedo s desulfuracijom, preko istog
meduprodukta zbiva se i reakcija oksidativne
dearilacije kod koje pregrupiranje ide u smjeru
uklanjanja arilne izlazne skupine, pri ¢emu se spoj
detoksicira. Produkti dearilacije su izlazna arilna
skupina i dialkil-fosforotioat, odnosno dialkil-fosfat
zbog Cega reakcija sli¢i hidrolizi iako je katalizirana
enzimom P450 i uz sudjelovanije kisika i NADPH (slika
7, shema b) (usp. 9, usp. 25). Fosforotioati i njihovi
analozi podlijezu i reakcijama oksidativne dealkilacije
u kojima se jedan od C atoma alkoksiskupine oksidira
do aldehida pri ¢emu se polazni spoj detoksicira (slika
7, shema c). Oksidativnom N-dealkilaciiom amidnih
skupina fosforoamidata, kataliziranom s P450, mogu

S
[
csond-o{ e

P450
s P
(C2Hs50)2P— O—Q
P450
I
(C2H50)2P— O
paraokson

(a)

$(0)
(C2H50)2P OH +HO

(b)

paration

k"
i
(C2Hs0)2 POONHZ

aminoparation

(d)

P450

o)
i I
HO—p_ OONQ + CHsCH
C2H50

(c)

NOz

Slika 7 Biotransformacije parationa katalizirane monooksigenazama: (a) oksidativna desulfuracija, (b) oksidativna dearilacija, (c) oksidativna
dealkilacija katalizirane mikrosomskom P-450 (P450) i (d) redukcija amidne skupine katalizirana NADPH-P450 reduktazom (RED) (6, 9,

usp. 25)
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HCL,N. O O H,C),N o  [CHOH
(1% >P// p—N(CHy), paso PP \\P/N/\CH (H3C)2N\P//O 0\\P N
N — - 3 U
(H5C)N \o/ N(CHy), (H5C),N \o/ \Nﬂz (H3C)2N/ \o/ \NH
OMPA

Slika 8 Oksidativna N-dealkilacija amidne skupine OMPA-e katalizirana mikrosomskom P-450 (P450) (46)

nastati produkti koji su puno toksic¢niji od polaznog
spoja (slika 8). Tako prisutnost kisika u amidnom
dijelu molekule znatno povecava antikolinesterazno
djelovanje OMPA-e (46).

Reakciju desulfuracije i S-oksidacije OP spojeva
uz P450 katalizira i FMO (slika 9, sheme a i b). Dobri
supstrati za FMO su OP spojevi koji sadrzavaju
tioestersku vezu (P-S-R) (npr. fonofos, forat, disulfoton,
fention) (slike 9 3).

FMO katalizira desulfuraciju onih OP spojeva koji
imaju jednu P-C vezu jer djeluje direktno na atom
fosfora, dok P450 katalizira desulfuraciju OP spojeva
djelujuéi na sumpor dvostrukom vezom vezan na
fosfor (P=S). Paration i neki drugi fosforoditionati
nisu supstrati za FMO.

Oba enzima, P450 i FMO, za svoju kataliticku
aktivnost trebaju NADPH i jedan atom molekularnog
kisika, ali se mehanizmi katalitickog djelovanja
tih dvaju enzima razlikuju (6, 25). FMO prima
elektrone direktno s NADPH, dok u metabolickim
reakcijama koje potpomaze P-450 sudjeluje jos
jedna monooksigenaza: NADPH-P450 reduktaza
(RED; EC 1.6.2.4) (14, usp. 25). RED je flavoprotein

a)
S
[

koji omogucava prijenos elektrona s NADPH na
P450, ali moze i reducirati nitroskupinu parationa u
aminoskupinu pri ¢emu nastaje aminoparation koji
nije kolinesterazni inhibitor (slika 7, shema d) (9).
P450 ¢ini veliku porodicu hemoproteina (od oko 700
enzima) koji su strukturno sli¢ni, ali pokazuju razlike
u specifi¢nosti prema supstratima (usp. 25, usp. 47).
Poznato je da P450 2B1 katalizira i aktivaciju parationa
i njegovu detoksikaciju. Kod detoksikacije nastaju
dietil-fosforna kiselina i p-nitrofenol (slika 7, shemab -
bez nastajanja epoksidnog intermedijera) (usp. 9, usp.
45). Omjer navedenih reakcija aktivacije i detoksikacije
parationa (slika 7, sheme a i b) ovisi o kojem se P450
enzimu radi. P450 se nalazi uglavnom u jetri, a neke
se njegove forme nalaze i u drugim tkivima, pa se neki
OP spojevi mogu metabolicki aktivirati i u mozgu,
plucima, kozi i bubrezima (6, usp. 25).

Glutation S-transferaze

Glutation S-transferaza (16) katalizira O-dealkilaciju
(naj¢es¢e metoksiskupine) fosfornih triestera u
odgovarajuce diestere (usp. 6, usp. 9) pri ¢emu
nastaje spoj koji vise nije inhibitor acetilkolinesteraze.

o S
I P450 I

P450
(C,H50),P—S—CH,—S—C,H; W)»(cznso)zp—s—cnz—s—<:21-|5 —— (C,H;0),P—S—CH,—S—C,H;

forat foratsulfoksid foratsulfon fo)
lP450 lP450 P450

(C,H50),P—S—CH,—S—C,H;

(C,;H;0),P—S—CH,—S—C,H;

i
(C,H50),P—S—CH,—S—C,Hs

foratokson foratoksonsulfoksid foratoksonsulfon O
b
) S (o]
Il, FMO I
C,H;—P—S§ W C2H5—IT—S
OC,H; OC,H;
fonofos fonofosokson

Slika 9 S-oksidacija forata (a) (usp. 9) i desulfuracija fonofosa (b) (11) katalizirane flavin monooksigenazom (FMO) i mikrosomskom P-450
monooksigenazom (P450) (usp. 6, usp. 25). * oznacava kiralni centar molekule
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H3CO—1|?—O NO, + GSH— H3co—1|>—o NO, + GSCH;

OCHs

S(0)

OH
(a)

[|
H3CO—1|>—OH + c334<j>71\lo2

OCHs
(b)

Slika 10 O-dealkilacija (a) i O-dearilacija (b) metil-parationa i njegova oksoanaloga katalizirane glutation-S-transferazom (usp. 6, usp. 9). GSH

oznacava glutation

Dealkilacija se zbiva cijepanjem veze izmedu kisika
i alkilne skupine koji su direktno vezani na atom
fosfora te prijenosom metilne skupine s OP spoja
na glutation (slika 10, shema a). Cijepanje iste veze
kataliziraju i esteraze fosfornih triestera, a u nekim
slu¢ajevima i monooksigenaze [P450 katalizira O-
deetilaciju klorfenvinfosa i dearilaciju parationa, (usp.
25)]. ZabiljeZena je i in vitro O-dealkilacija parationa
(deetilacija) i njegova oksoanaloga (usp. 6). Glutation
S-transferaza posjeduje i O-dearilacijsku aktivnost
koja je potvrdena kod diazinona, metil-parationa i
njegova oksoanaloga, kao i kod parationa i njegova
oksoanaloga paraoksona (slika 10, shema b) (usp.
6).

Neenzimske reakcije

Do nastanka toksi¢nih analoga OP spojeva ili
njihove detoksikacije moze dodi i neenzimskim
reakcijama (6). Hidroliza OP spojeva zbiva se u
luznatome mediju, a Cesto se ubrzava djelovanjem
UV zracenja. Reakcija desulfuracije prikazana na
slici 9, shema a moze tedi i uz UV zracenje, ali puno
sporije nego metaboli¢ckim putem. Do aktivacije
fosforotionata dolazi i reakcijom izomerizacije kada je
spoj dulje vrijeme izlozen visokoj temperaturi. Primjer
takve reakcije je intramolekularno transmetiliranje
malationa pri temperaturi visoj od 30 °C pri ¢emu
nastaje toksi¢ni izomalation (slika 5, shema c). Takva
pretvorba malationa bila je 1976. god. uzrok trovanja
velikog broja ljudi u Pakistanu, kada je malation bio
rabljen radi suzbijanja malarije (48).

Alkilni supstituenti nekih fosforotioata mogu na
visokoj temperaturi djelovati kao samoalkilirajui
agensi. Do takve termalne izomerizacije dolazi kada
jedna molekula fosforotioata alkilira sumpor druge
molekule fosforotioata te nastaje S-alkil-fosforotioat

(npr. samoalkiliranje parationa i metil-parationa u
tioloizomere) (usp. 6).

Neke od kemijskih reakcija kojima podlijezu OP
spojevi imaju svoju primjenu u medicini. Tako se
naprimjer metrifonat prije pedeset godina masovno
rabio kao lijek protiv shistosomijaze (usp. 49, usp.
50, 51, 52). Vrlo dobrim se pokazao i u tretmanu
Alzheimerove bolesti te je doSao do llI. faze klinickih
ispitivanja, ali nije registriran kao lijek (53). Metrifonat
je spoj koji nije inhibitor kolinesteraza, ali u vodenim
otopinama spontanim pregrupiranjem prelazi u
DDVP (diklorfos) koji je inhibitor kolinesteraza (slika
11) (19).

HCl

[ [
c13c—c‘H —P(OCH;), —A» ClL,C=CHO — P(OCHj),

OH

metrifonat DDVP

Slika 11 Spontano pregrupiranje metrifonata u DDVP (19, usp. 25)

ZAKLJUCAK

Velik broj teroristickih prijetnja uklju¢uje uporabu
visokotoksi¢nih zivéanih bojnih otrova (npr. uporaba
sarina 1991. u Zaljevskom ratu, 1994. u naselju
Matsumoto u Japanu te 1995. u tokijskoj podzemnoj
zeljeznici) (usp. 45) i drugih OP spojeva koji su takoder
inhibitori acetilkolinesterze. Iz tog se razloga intenzivno
istrazuju enzimi koji mogu OP spojeve Sto brze
razgraditi u netoksi¢ne produkte. U ovom je prikazu
dan pregled enzima koji reagiraju s OP spojevima, i
to onih koji OP spojeve ¢ine toksic¢nima, kao i onih
koji ih detoksiciraju.

AChE i BChE mogu posluziti kao zastita od OP
spojeva djelujudi kao stehiometrijska ili kataliticka
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cistila (engl. “scavenger”). AChE i BChE kao
stehiometrijska Ccistila vezu OP spojeve i time
pridonose snizenju koncentracije OP spojeva u
organizmu (54, 55). Kada se AChE i BChE rabe
kao kataliticka Cistila, tada se zajedno s enzimima
primjenjuju i oksimi ¢ime se osigurava reaktivacija
enzima i njihovo ponovno vezanje s OP spojem. Kao
stehiometrijsko cistilo moze se rabiti i CaE, jer njezina
inhibicija OP spojevima ne uzrokuje toksic¢ne efekte,
ali se inhibicijom snizuje koncentracija OP spoja (usp.
7, usp. 25). PTH hidroliziraju OP spojeve i mogu se
iskoristiti kao sredstva za dekontaminaciju ljudi, vode
ili tla. Mnogi od tih enzima svoju aktivnost zadrzavaju
u Sirokom pH-rasponu i pri relativno visokim
temperaturama pa su stoga pogodni za uporabu i na
terenu imobilizirani na razne podloge (poliuretanske
spuzve i druge podloge) (27, 38, 39, 41). Intenzivno se
radi i na pripravi mutanata enzima koji bi bili efikasniji
od nativnih enzima u detoksikaciji OP spojeva i koji
bi mogli detoksicirati veci broj razli¢itih OP spojeva.
Tako je nacinjeno nekoliko varijanata PON1 koje
efikasnije hidroliziraju soman i DFP nego divlji tip
enzima (56). Nacinjeno je i nekoliko mutanata misje
AChE (potencijalnih katalitickih cistila) kojima se
mutacijom nastoji produZiti vrijeme pocetka “starenja”
fosfiliranog enzima da bi se dobilo na vremenu za
reaktivaciju oksimima (57). U detoksifikaciji OP
spojeva koji sadrzavaju P-S vezu (npr. VX) efikasnima
su se pokazale i oksidaze nekih gljiva, peroksidaza iz
hrena, lignin-peroksidaza i druge koje oksidiraju P-S
vezu tih OP spojeva (58, 59).
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Summary
ORGANOPHOSPHORUS COMPOUNDS: CLASSIFICATION AND ENZYME REACTIONS

Organophosphorus compounds are derivatives of phosphoric, phosphonic or phosphinic acids whose
oxygen atoms bound directly to the phosphorus atom can be substituted by sulphur or nitrogen atoms.
These compounds represent a large group of organic compounds used primarily as pesticides. Some
are used as drugs and the most toxic compounds as nerve agents. Acute toxicity of organophosphorus
compounds is due to the inhibition of acetylcholinesterase, the critical enzyme in neurotransmission.
Organophosphorus compounds whose sulphur atom creates a coordinative covalent bond with the
phosphor atom are not acetylcholinesterase inhibitors. To become biologically active these compounds
must transform into their oxo analogues, passing through spontaneous or biotransformation reactions.
Biotransformation reactions of organophosphorus compounds involve a large number of enzymatic
reactions that can make them more or less toxic, or even non-toxic for acetylcholinesterase.

The classification of organophosphorus compounds in this paper considers the nature of groups bound
directly to the central phosphorus atom. The paper describes the enzymes taking part in biotransformation
of organophosphorus compounds and gives examples of their reactions.

KEY WORDS: glutathion S-transferase, monooxygenase, phosphoric triester hydrolases, serine
esterases
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