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On some pharmacodynamic properties of the diethyl-p-nitro-
phenyl-phosphoric ester

Zainteresowania fizjologia, patologia i farmakologia ukladu wegetacyj-
nego ulegly w ostatnich latach dalszemu znacznemu ozywieniu w duzej
mierze dzieki rozwojowi enzymologii i preparatyki chemicznej, W drodze
syntezy otrzymaneo szereg zwiazkow o wielkiej sile dzialania na uklad wege-
tacyjny. Miedzy innymi rowniez szereg nowszych $rodkéw owadobodjczych sto-
sowanych w rolnictwie (DDT i inne} sa jadami ukladu wegetacyjnego przez ich
dziatanie hamujgce cholinesteraze, Istnieje mozliwos$¢ zatrucia tymi zwigzkami
u czlowieka. Jednym z bardzo energicznie dzialajacych jadow wegetacyjnych,
hamujacych chol'nesteraze okazal sie uzyskany syntetycznie oster dwuetylo-
para-nitrofenylofosforowy, ktéry w dalszym opisie oznacza¢ bedziemy w skrécie
DEFF. Zwiagzek ten niedawno wprowadzony zostal zagranica do praktyki okuli-
stycznej jako sSrodek zwezajgcy zrenice i przeciw jaskrze pod nazwami Minta-
colu i Paroxonu. Badania farmakologiczne nad DEFF przeprowadzone zostaly
na szerszg skale, o ile nam wiadom~ jedynie przez Wirtha (23, 24), ktérego
praca w oryginale nie byla dla nas dostepna lecz tylko w streszczeniach. Syntezg
DEFF w kraju wykonat jeden z nas (W. M.) w Zakladzie Chemii Farmaceutycznej
A. M. w Lublinie przy wspoludziale mgr Lecha Przyborowskiego. Nie-
stety ze wzgledow od nas niezaleznych nie mieliSmy moznoséci sprawdzenia
stopnia czystoéci preparatu i jego ewentualnego oczyszczenia. Z rozwazan teo-
retycznych wynika, ze moga by¢ domieszki para-nitrofenolu, tlenochlorku fos-
foru i-ewentualnie inne estry, ktore jednak w stosowanych w niniejszej pracy
znacznych rozciennczeniach preparatu mie powinny by¢ aktywne. Wobec braku
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danych zZrédtowych o wtasciwosciach farmakologicznych DEFF i nielicznych
prac w tym zakresie uwazaliSmy rozpoczecie naszej pracy za usprawiedliwione
a nawet konieczne.

DEFF czyli ester dwuetylo-p-nitrofenylofosforowy posiada wzor:

P
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Jest to w temperaturze pokojowej plyn o barwie ciemno-brunatnej, cie-
zarze wilasciwym okolo 1,2 przy 20°C, temperaturze wrzenia ok. 178°. Latwo
rozpuszczalny w rozpuszczalnikach organicznych. W wodzie o tempera-
turze pokojowej mozna uzyskaé najwyzisze stezenie 0,1%. Wodne roztwory
przy pH <6 sg bezbarwne, przy pH > 6 zielonkawo-zotte. Jest to zwiagzek sto-
sunkowo nietrwaly, w $rodowisku zasadowym latwo ulega zmydleniu
(Wirth (23, 24).

Zwigzki chemiczne, hamujgce dzialanie cholinesterazy mozna podzieli¢ na
trzy grupy (Wright (25)).

Do grupy pierwszej zalicza sie polaczenia, zawierajace boczny tancuch
uretanowy -O-OC-N-(R1, Re), w ktérym R: lub Re albo tez jedno i drugie, sg to
grupy alkilowe lub fenylowe polaczone z azotem. Reszta drobiny w rozmaitych
zwigzkach tej grupy moze znacznie od siebie sig rozni¢. Najbardziej znanymi
przedstawicielami tej grupy sa ezeryna i prostigmina. Wsréd antycholinesteraz
tego zespolu mozna rozréini¢ jeszcze dwie podgrupy. Jedna to antycholineste-
razy tzw. trzeciorzedowe, sa to chlorowodorki i siarczany. Druga, to antycholi-
nesterazy czwartorzedowe jak metylojodki i metylosiarczany. I tak np. siarczan
ezeryny jest przedstawicielem zwigzkéw trzeciorzedowych, prostigmina, bedaca
metylosiarczanem, — czwartorzedowych.

Druga grupa to dwuizopropylofluorofosforany i zwiazki pochodne.

Do grupy trzeciej naleza prostsze potaczenia fosforanowe, jako czteroetylo-
pyrofosforan (TEPP) lub szes$cioetylo-czterofosforan (HETP). Badany przez nas
DEFF nalezy réwniez do tej grupy.

Kinetyka reakcji DEFF z cholinesteraza byla przedmiotem szczegoétowych
badan biochemicznych Aldridge'a (1, 2, 3) i wspolpracownikow. Na ogét przy-
puszcza sig, Ze antycholinesterazy dziataja wedlug zasady , wspoélzawodnictwa”
z podlozem. Hydroliza acetylocholiny pod wplywem cholinesterazy zalezy od
uprzedniego polgczenia sie tych dwoch zwiazkow. Antycholinesterazy lacza sie
z cholinesteraza przez co uniemozliwiaja jej zadzialanie na acetylocholing. Pola-
czenie enzymu z antycholinesterazg ma poczatkowo charakter odwracalny, péz-
niej powstaje nieodwracalny zespét i produkty reakcji. :
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Wediug Aldridge'a hamowanie cholinesterazy przez DEFF mozna przed-
stawi¢ w spesob nastepujacy:

E o+ @ + @+ Wew
Enzym Antycholin- Odwracalny Nieodwracalny
esteraza zespot zesp6l enzymu
i antycholin-
esterazy

Podczas procesu hamowania antycholinesteraza ulega hydrolizie, Zachodzi¢
ma zjawisko analogiczne do tego, jakie stwierdza sie w czasie hamowania chymo-
trypsyny przez ester dwuizo-propylo-fluorofosforowy (DFP). Dwuizopropylofosforan
zostaje polgczony z nieuczynnionym enzymem, przy czym uwalnia sie¢ jedna dro-
bina kwasu {luorowodorowego (HF). W czasie hamowania cholinesterazy surowicy
konskiej przez DFP, zawierajacy znaczony fosfor P, jak wykazali Boursnell
i Webb (5), zachodzi wigzanie fosforu znaczonego z cholinesterazg. Jak wynika
z prac Jandorfa i McNamary (10), po podaniu krolikom DFP, zawiera-
jacego fosfor znaczony, rownolegle ze znikaniem fosforu z krwinek nastepuje
reaktywacja cholinesterazy.

Material i metodyka badan

W naszych badaniach farmakologicznych postugiwalismy sie
nastepujgcymi metodami.

W ostrych doswiadczeniach na krolikach, uspionych uretanem
(2,0 g na kg wagi), zapisywalismy ci$nienie krwi na walcu okopco-
nym przy pomocy manometru rteciowego Ludwiga, polaczonego
z odsloniety tetnicq szyjna wspolng. OdslanialiSmy nerwy bledne,
hamujgce serce oraz szyjne odcinki pni wspoiczulnych. Pnie ner-
wowe drazniliSmy pradem indukcyjnym przy pomocy aparatu
saneczkowego Dubois-Reymonda zasilanego z akumulatora o na-
pieciu 4 woltow. Czas draznienia wynosil zazwyczaj 6—7 sekund.

Ruchy oddechowe zapisywaliSmy metoda Berta. Do prze-
cietej tchawicy wprowadzaliSmy kaniule w ksztalcie litery T
i laczyliSmy z bebenkiem Mareya a ten za$ przy pomocy nitki
z pisakiem szwedzkim. Wodne roztwory DEFF wprowadzaliSmy do
odstonietej zyly szyjnej.

Ruchy jelit zapisywaliSmy u krolikéw in situ metodga Nik o-
tajewa (14). U krélikow uspionych wodnikiem chloralu (0,8 g/kg)
otwieralismy jame brzuszng w linii srodkowej na dlugosci okoto
10 cm. Na wydobytej petli jelita cienkiego zakladaliSmy dwa szwy
w odlegiosci od siebie o 3-—4 cm. Dalszy (distalny) koniec petli



252 J. Billewicz-Stankiewicz, W, Mizgalski i D. Gérny

umocowywalismy szwem do laseczki szklanej u dolu zagigtej pod
katem prostym. Nastepnie petle wraz z paleczkg wprowadzaliSmy
do cylindrycznego plaszcza szklanego, ktory stanowita rura o diu-
gosci 10 cm i $rednicy 4 cm. Dolng cze$¢ plaszcza owijaliSmy tasma
gumowa i wprowadzaliémy do jamy brzusznej. Nastepnie §ciany
powlok brzusznych $ciggaliSmy szwem okreinym, szczelnie lacza-
cym brzegi rany z tasma gumowaq na plaszczu szklanym. Plaszcz
i wolny koniec paleczki szklanej umocowywali§my w uchwytach
statywu. Po tym blizszy (proksymalny) koniec petli jelitowej lgczy-
liSmy nitkg szwu z pisakiem, za$ do plaszcza szklanego nalewali-
$my tyle ptynu Tyrode'a, aby petla jelitowa byla w nim catkowi-
cie zanurzona. Cieplote zwierzecia i odslonietej petli utrzymywali-
$my na poziomie 38—39° przy pomocy zarowek lub grzejnika elek-
trycznego. DEFF wprowadzaliémy do zyly szyjnej. W ten sposob
zapisywalismy ruchy jelita, bedacego w nerwowej i naczyniowej
lacznosci z ustrojem. Czesé¢ doswiadczen przeprowadziliSmy na wy-
osobnionych jelitach zapisujac ich ruchy ogolnie znana metoda
Magnusa. Pojemnosé naczynka wynosila 40 ml. UzywalisSmy
plynu fizjologicznego o nastepujgcym skladzie: NaCl 9,0, KCI. 0,42,
CaCl2.6H20 0,12, NaHCOs 0,3, MgCl: 0,1, glukozy 1,0, wody de-
stylowanej do 1000,0.

Skurcze serca zabiego zapisywaliémy metodami Gramenic-
kiegooraz Strauba. W metodzie Gramenickiego uzy-
skuje sie preparat ,krazeniowy’ izolowanego serca przez to, ze do
tylnej zyly gléwnej wklada sie kaniule doprowadzajgcg pltyn, zas
kaniule odprowadzajgcg, podobnie jak w metodzie Strauba, do
lewego tuku tetnicy gléwnej. Zyly ptucne i obie zyly gtéwne gérne
byly szczelnie podwigzane.

Aktywnosé cholinesterazy i stopien jej zahamowania w pomia-
rach wstepnych oznaczaliSmy metoda biologiczng Scheine-
ra (16, 17) na mieéniu prostym brzucha zaby. - W dalszych bada-
niach aktywnosé cholinesterazy mierzyliSmy metoda manometrycz-
ng Ammona (4). Kalibracje manometré4w i oznaczanie ,stalej"
przeprowadzaliSmy przy pomocy rteci sposobem podanym przez
Loomisa (13). Jako podiloza uzywalismy 2% roztworu chlor-
ku acetylocholiny ,,Roche” w plynie Ringera ,ktéry w ilosci 0,5 ml
umieszczaliS$my w bocznych przestrzeniach naczyniek manome-
trycznych. Jako zrédiem enzymu postugiwali$my sie surowicag kon-
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ska, zawierajacq pseudocholinesteraze. Surowice rozciericzong pty-
nem Ringera w stosunku 1:20 w ilosci 1 ml umieszczaliSmy w gtow-
nej przestrzeni naczyniek manometru. Manometry wypetnialiSmy
mieszanka gazowa, zawierajacg 95% obj. Oz i 5% CO:. Wypemhia-
nie manometréw gazem dokonywaliSmy oszczednosciowym sposo-
bem ewakuacyjnym przy pomocy pompy olejowej, metoda podang
przez Burrisa (21). Wytrzasanie manometréw odbywalo sie w
rytmie 100—120 okreséw na minute. Temperatura pomiaru wynosi-
ta 37°C. Ptyn Ringera przygotowalis$my przez zmieszanie 100 m! 0,9
NaCl, 2 ml 1,2% KCl, 2ml 1,76%0 CaCl2.6H20 i 20 ml 1,26% NaHCOs.
Roéznice cisnien odczytywaliSmy co 10 minut w ciggu 50—60 min.
Odczytang objetos¢ wydzielonego CO: przeliczaliSmy i wyrazali-
$my w mililitrach na 1 ml surowicy i na 1 godzine.

Inne szczegoly, tyczace metodyki, podane beda w dalszym tek-
$cie niniejszej pracy.

Badania wlasne

Jak wynika z naszych doswiadczen, dzialanie DEFF na izolo-
wane serce zaby zaczyna sie ujawniaé w rozcienczeniu 1:50 tysie-
cy, rozcienczenia wyzsze widocznego wplywu nie majg. Jako
zjawisko stale wystepuje ujemny inotropizm: wysokosc skurczow
pod wplywem DEFF stopniowo zmniejsza sie. W stezeniach wiek-
szych np. 1:20000, DEFF obok ujemnego inotropizmu wywotuje
rowniez ujemny chronotropizm: skurcze serca staja sie nie tylko
stabsze, lecz réwniez wyraznie zwalnia sie ich rytm. Nalezy jednak
doda¢, ze to ostatnie zjawisko nie jest stale, gdyz wystepowalo
tylko w czesci doswiadczen. Pod wplywem roztworu DEFF 1:20.000
zachodzilo czesto nieodwracalne zatrzymanie czynnos$ci komory
‘w rozkurczu, tzn. nie ustepujace nawet po dlugotrwatym przemywa-
niu serca plynem Ringera. DEFF w stezeniu 1:10.000 zawsze wywo-
luje nieodwracalne zatrzymanie akcji serca w rozkurczu (patrz
ryc. 1). Po zatrzymaniu czynnosci komory nieraz przez dluzszy czas
(1/2 — 1 godz.) mozna bylo obserwowac utrzymujace sie stabe skur-
cze przedsionkdéw, nieraz wyrazne drzenia wlokienkowe. Atropini-
zacja serca izolowanego roztworami atropiny 1:10.000 i 1:5.000 nie
wplywa na jego wrazliwos¢ wzgledem DEFF. Progowe stezenie
DEFF, dzialajgce na serce atropinizowane, wynosi, podobnie jak dla
serca nieatropinizowanego, 1:50.000. Serce atropinizowane zatrzy-
muje sig¢ w rozkurczu pod wplywem roztworéow DEFF o stezeniu
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by zreszta dalszych doswiadczen, ktérych jednak ze wzgledéw tech-
nicznych przeprowadzi¢ nie moglismy.

Dawki silnie toksyczne i $miertelne 0,6—5,0 mg/kg powodujg
nieraz bardzo znaczny wzrost cisnienia krwi z pojawianiem sie
wvaguspulsu” (ryc. 6). Wzrost ci$nienia po dawkach duzych wyste-
puje rowniez u zwierzat z przecietymi nerwami biednymi, hamuja-
cymi serce i szyjnymi odcinkami pni wspoélczulnych oraz wylaczo-
nymi z krazenia zatokami tetnic szyjnych. Jedynie , vaguspuls” ze
wzgledow zrozumialych w tych warunkach nie wystepuje (ryc. 7).
Bezposrednia obserwacja jelit przez wyciete okienko w powlokach
brzusznych wykazala, ze w czasie wzrostu ci$nienia tonus jelit bar-
dzo znacznie zwieksza sie, jelita ulegajg silnemu skurczowi i stajg
sie blade. Mozna przypuszcza¢é, ze nadci$nienie spowodowane jest
kurczeniem sie jelit i nastepczym zmniejszaniem sie pojemnosci
lozyska naczyniowego w obrebie jamy brzusznej, podobnie jak to
zachodzi po duzych dawkach ezeryny. Wzrost cisnienia przypomi-
na zupelnie krzywa cisnienia po podaniu adrenaliny. Zagadnienie,
czy w danym wypadku mamy do czynienia z wyladowywaniem
adrenaliny do krwiobiegu réwniez wymagaltoby dalszego opraco-
wania.

Jak wspomnielismy, dawki male i srednie DEFF nie wplywaja
na glebokos¢ i rytm ruchéw oddechowych, poza tym stwierdzili-
smy, ze dawki duze moga dziala¢ slabo pobudzajgco (ryc. 7). Daw-
ki $miertelne powoduja ostabienie i ustanie ruchow cddechowych
réownoczesnie z koncowym, agonalnym spadkiem cisnienia krwi.

Po nastgpieniu $mierci klinicznej i otwarciu klatki piersiowej
czesto stwierdzaliSmy diugotrwale, bo 20—30 minut trwajace drze-
nia widkienkowe miesnia sercowego. Drzenia wldokienkowe migéni
szkieletowych, widoczne zwtlaszcza na szyi, pojawialy sie po du-
zych dawkach DEFF (0,5 mg/kg i wiecej). Te same dawki prowa-
dzily do silnego $linotoku i lzawienia a nieraz rowniez do bardzo
znacznego i dlugotrwatego zwezenia zrenicy.

Fakt zwezania sie zrenicy pod wplywem pozajelitowego poda-
wania DEFF stoi w sprzeczno$ci z danymi Wirtha (23, 24), ktory
utrzymuje, ze DEFF podany pozajelitowo nigdy nie dziala na Zre-
nice, lecz tylko miejscowo, tzn. wkroplony do worka spojowko-
wego.
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Sci wilékien, wywolujacych spadek cisnienia krwi. Po podaniu
DEFF pobudliwo$¢ obwodowej czesci nerwu blednego wyraznie
zwiekszala sie, co przejawialo sie w tym, ze taki sam spadek cis-
nienia uzyskiwano przy znacznie wiekszej odlegtosci cewek,
‘wzglednie przy tej samej odleglosci cewek wystepowal o wiele
glebszy spadek ci$nienia (patrz ryc. 8). W niektoérych doswiadcze-
niach DEFF, nawet w duzych dawkach, nie powodowal zmian w ci-
$nieniu krwi. Zawsze jednak stwierdzaliSmy wyrazne zwiekszanie
sie¢ pobudliwosci obwodowego konca nerwu blednego.

Obok wzrostu pobudliwosci obwodowych zakonczen nerwu
blednego stwierdziliSmy po podaniu DEFF uczulenie ustroju na
acetylocholine w zakrésie ukladu krazenia. Dawka 10 gamma ace-
tylocholiny na kg wagi wywolywatla po podaniu DEFF (0,03 mg/kg)
spadek ci$nienia o okolo 50% glebszy i bardziej dlugotrwaly w po-
rownaniu z efektem przed wprowadzeniem DEFF.

Atropinizacja, prowadzaca do porazenia cholinergicznego dzia-
fania nerwu bltednego, nie wptywa na przebieg spadku ci$nienia krwi
po podaniu DEFF. Na rycinie 9 przedstawione sg krzywe jednego
z typowych doswiadczen. Draznienie obwodowego konca przecie-
tego nerwu blednego powodowalo charakterystyczny spadek cis-
nienia, a podanie 0,06 mg/kg DEFF zwykla przejsciowa depresje
cisnienia krwi o 25 mm Hg. Po dozylnym wprowadzeniu atropiny
w ilosci 2 mg/kg draznienie obwodowego konca nerwu btednego
nie powodowalo spadku cisnienia lecz jego wzrost, co $wiadczy
o tym, ze nastgpilo skuteczne antycholinergiczne zadziatanie atro-
piny. Ponowne podanie DEFF w tej samej dawce (0,06 mg/kg) spo-
wodowalo przejsciowy spadek ciSnienia rowniez o 25 mm Hg, tak
jak przed atropinizacja. Wyniki tych doswiadczen przemawiajg row-
niez za tym, ze spadek ci$nienia krwi pod wplywem mniejszych da-
wek DEFF dochodzi do skutku niezaleznie od zakonczen choliner-
gicznych w miesniu sercowym.

Draznienie dosrodkowego konca przecietego nerwu blednego
slabszymi podnietami elektrycznymi powodowalo wzrost cisnienia
krwi, natomiast podniety silniejsze wywolywaly spadek cisnienia
I ,vaguspuls”. Zjawisko to mozna tlumaczy¢ rdéznica w pobudli-
wosci presyjnej i depresyjnej czesci osrodka naczyni,ofuchowego.
Dawki 0,25 mg/kg DEFF prowadzily do zwiekszania sie pobudliwo-
$ci zwlaszcza presyjnej czesci o$rodka. I tak np. w jednym z do-















O wiasnosciach farmakologicznych DEFF 269

choliny. Dodanie do ptynu Tyrode'a dodatkowej, minimalnej nawet
dawki acetylocholiny powoduje nadmierny wzrost bodzca neuro-
hormonalnego, wystarczajacy, aby wprowadzi¢ miesnie jelit w faze
paradoksalna lub ultraparadoksalng hamowania parabiotycznego,
wyrazem czego Jest brak efektu lub zahamowania ruchéw. W przeci-
wienstwie do nas Wirth (23, 24) w swoich badaniach stwierdzit
uczulenie petli jelitowej na acetylocholine pod wplywem uprzed-
niego zadzialania DEFF. O mozliwych przyczynach rozbieznosci
mowié bedziemy dalej.

Wzmozenie tonusu i ruchow wahadlowych jelita po zadziala-
niu DEFF moze by¢ natychmiast zniesione przez dodanie do ptynu
Tyrode'a atropiny w ilosci 250 gamma na 40 ml plynu (ryc. 16).

Ryc. 16, Dalszy ciag krzywej z ryc. 14 i 15. 250 mikrogramow siarczanu atropiny
znosi dziatanie 150 mikrograméw DEFF.

W badaniach nad dzialaniem DEFF na oko postugiwalismy sie
zaba, krolikiem i kotem. Wptyw DEFF na oko zmiennocieplnych
badalismy zaréwno na izolowanym oku zaby, jak réwniez na oku
in situ. Zaby zabijaliSmy przez dekapitacje, a nastepnie nozyczka-
mi wycinaliSmy galki oczne wraz z otaczajacymi kostnymi $ciana-
mi oczodoléw. Oko kontrolne umieszczaliSmy w roztworze 0,7%
NaCl, oko badane w roztworach DEFF w 0,7% NaCl o wzrastajacej
koncentracji. Jako zjawisko state w oku kontrolnym wystepowato
po 1 godzinie, a nieraz i szybciej, ,samoistne” zwegzanie si¢ otworu
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centracji. W wiekszoséci doswiadczen pod wplywem roztworu DEFF
o stezeniu 1:5.000 nie wystepowala zmiana wielkosci otworu zre-
nicznego, podczas gdy w oku, pozostajagcym w samym tylko roz-
tworze 0,7% NaCl zachodzilo wyrazne zwezanie sie zrenicy. Dlate-
go tez stezenie 1:5.000 nalezy uwaza¢ za progowe w dzialaniu na
izolowane oko zaby. Pod wplywem roztworu DEFF o stezeniu
1:3.000 obserwowaliSmy wyrazne rozszerzanie si¢ zrenicy, wyste-
pujgce po 40 minutach, osiggajgce maksimum po. | godzinie. Wyz-
sze stezenia 1:1.000 i 1:500 powodowaly energiczniejszy skurcz
mied$ni rozszerzajacych zrenice i bardzo znaczne zwiekszanie sie
otworu Zrenicznego. Stezenia bardzo znaczne, np. 1:200 prowadzity
do uszkodzen galki ocznej w postaci zmetnienia soczewki i ro-
gowki.

Zjawisko rozszerzania sie Zrenicy oka 2zaby pod wplywem
DEFF nalezy uwaza¢ poniekad za paradoksalne, gdyz antycholi-
nesterazy przez swoje dziatanie ochronne w stosunku do acetylo-
choliny zwiekszaja jej stezenie w tkankach, a jak wiadomo acety-
locholina powoduje zwezanie sie zrenicy. Zjawisko podobne para-
doksalnego rozszerzania sie zrenicy pod wpltywem srodkow zwe-
. zajacych, jak pilokarpina i ezeryna opisat Langendorff (cyt.
wedlug Wesselyego (26) u zwierzat stalocieplnych po prze-
cieciu szyjnego odcinka pnia wspolczulnego.

Po wstrzyknieciu zabie malych, srednich oraz $miertelnych da-
wek DEFF do workéw limfatycznych lub dootrzewnowo, nie widzie-
liSmy dzialania na oko in situ.

Kroélikom wkraplaliSmy do worka spojéwkowego 2—3 krople
roztworu DEFF o wzrastajgcej koncentracji i obserwowalismy
wielkos¢ otworu Zrenicznego. Wystepowalo dzialanie zwezajace.
Progowy efekt zachodzil przy stezeniu 1:3.000 — 1.5.000 (ryc. 17).

Poza tym dokonaliSmy u krélikéw pomiarow zmian ci$nienia
wsrédocznego przy pomocy tonometru ocznego Schidtza. W tym
celu znieczulaliSmy uprzednio rogéwke 0,25%0 roztworem perkainy.
Okazalo sie, ze rownolegle do dziatania zwezajacego Zrenicg wy-
stepowalo dzialanie obnizajgce cisnienie wewnatrzoczne, przy czym
pojawiala sie niekiedy przejsciowa faza zwyzki ci$nienia. Stezenie
progowe DEFF 1:5.000 u jednych osobnikéw powodowalo nieznacz-
ne zwezenie zrenicy i ledwo zaznaczony spadek cisnienia wewngtrz-
ocznego o 5 mm Hg z poprzedzajacg wyraing przejSciowa faza
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Szerokodé Ciénienie
godz, Zrenicy w mm | wérddoczpe Uwagl
KROLIK I doéw, Nr 42 ¢
1096 40 om Hg
1928 8
1 24 Wkroplono do lewego
9 oka 3 kr,DEFF 1:5000}
1998 8 55 mm Hg
201> e 55 mm Hg
20%° 6 35 mm Hg
20°% ? 35 om He
KROLIK II doéw, Kr 42d ,
1993 35 mm He
19%3 7
25 Wkroplono do lewego |
19 oka 3 kr,DEFF 1:500C,
197% 3 35 mo Hg
2010 5 55 mm Hg
2030 4 40 mm He
20°7 3 26 mm Hg
KROLIEK IIT doéw, Nr 42 a .
1999 35 oa Hg
1923 10
Wkroplono do lewego
bad
19 oka 3 ur,DEFF 1:250C
1923 3 35 mm Hg
20" 3 35 om Hg
2040 3 35 mn He
2009 3 2€ om Hg
KEKROLIK IV. dodw, Nr4z2bd ,
19Y 42 mm Hg
191 1
42 ‘Wkroplono do lewego
19 oka 3% kr,DEFF 1:1000
19°7 a 40 mm Hg
20% a 26 om Hg
203 3 23 o Hg
219 5 26 oo Hg

Tabela I
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wzrostu ci$nienia. U innych zwierzat DEFF w tym samym stezeniu
powodowal wyraznie zwezanie sig¢ zrenicy i dobrze zaznaczony
spadek cisnienia wewnatrzocznego okolo 10 mm Hg bez widocznej
przejsciowej fazy zwyzki cisnienia. Koncentracje wieksze DEFF
1:2.500 oraz 1:1.000 wywolywaly bardzo wyrazne zwezanie sie zre-
nicy i spadek cisnienia wérdodocznego do 16 mm Hg (tabela I).

Na zrenice kota 1 kropla roztworu 1:5.000 dziala wyraznie zwe-
zajaco. To zwezenie moze by¢ czesciowo lub zupelnie zniesione
przez wkroplenie 3 kropel roztworu atropiny 1:1.000.

Dzialanie DEFF na oko bylo przedmiotem badan doswiadczal-
nych Wesselyego (26). Autor ten zajal sie zagadnieniem wply-
wu DEFF na przepuszczalno$é naczyn krwionosénych, przy czym
obiektem badania bylo oko krolika, w ktérym oznaczany byl sto-
pien przenikania bialka i fluoresceiny z naczyn krwionosnych do
komor ocznych. Po wstrzyknieciu krolikowi do zyly usznej 0,25 g
soli sodowe]j fluoresceiny na kilogram wagi nastepowalo u zwie-
rzat normalnych nieznaczne dyfuzyjne przenikanie fluoresceiny do
cieczy komorowej, ujawniajgce sie w postaci tzw. smugi Ehrlicha.
W przypadkach przekrwienia gatki ocznej przechodzenie fluore-
sceiny do plynu komorowego ulegalo znacznemu wzmozeniu, cze-
mu zazwyczaj towarzyszylo rowniez przenikanie bialka, ktére
oznaczane bylo ilosciowo po pobraniu plynu przez dokonanie punk-
cji komory przedniej. Postugujac sie tg metodykg Wessely (26)
stwierdzil, ze DEFF wywoluje o wiele wieksze wzmozenie przepu-
szczalnoséci zapory miedzy krwia a komorami oka, niz to ma miej-
sce po zadzialaniu pilokarpiny i fizostygminy. W godzine po wkro-
pleniu do worka spojowkowego kilku kropel DEFF w stezeniu
1:6000 wystepuje o wiele silniejsza fluorescencja niz w oku kon-
trolnym, jak réwniez ilos¢ biatka zwieksza sie dwudziestokrotnie
w porédwnaniu z okiem normalnym. Dzialanie DEFF utrzymuje sig
jednak nie diuzej niz 56 godzin po wkropleniu. Wielokrotne
wkraplanie do tego samego oka DEFF prowadzi do powstania pew-
nej opornosci wzgledem dziatania DEFF na przepuszczalnos$¢ na-
czyn krwionosnych. Przenikanie fluoresceiny i biatka staje sie
z biegiem czasu coraz stabsze. Doda¢ nalezy, ze do dzialania zwe-
zajgcego zrenic oko mie przyzwyczaja sie, pomimo dlugotrwalego
i czestego wkraplania DEFF. Po jednostronnym przecigciu u kro-
lika szyjnego pnia wspotczulnego DEFF, podobnie jak i inne srodki
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zwezajgce zrenice, nie wywoluje zwezenia lecz paradoksalne roz-
szerzenie zrenicy, opisane przez Langerdorffa, o czym juz
uprzednio wspomnielismy. Poczgtkowo po stronie przeciecia DEFF
powoduje takie same przenikanie biatka jak po stronie, gdzie pien
wspoliczulny nie zostal przeciety. Jednak na 4—5 dzien po przecie-
ciu pnia wspélczulnego przenikanie biatka po zadziataniu DEFF po
stronie operowanej ulega znacznemu zahamowaniu. Pozagatkowe
wprowadzenie nowokainy powoduje zmniejszenie przenikania fluo-
resceiny i biatka do komor oka pod wptywem DEFF. To dzialanie
nowokainy wzmaga sie po dozylnym jej podaﬁiu. Okazuje sie row-
niez, ze pod wplywem morfiny zwigkszajace przepuszczalnosé¢ na-
czyn dziatanie DEFF zostaje prawie calkowicie zniesione (W ess e-
ly (26).

Antychéﬁinesterazy zmieniajg czynnos¢ odruchowa jako wy-
nik oddzialywania na ukfad nerwowy. Trzeciorzedowe antycholi-
nesterazy (np. siarczan ezeryny) majq dziatanie pobudzajace na
rdzen kregowy, jak stwierdzili to Schwei tzer i Wright (18).
W dawkach mniejszych wzmagaja odruchy, w wiekszych prowa-
dza do uogolnionych silnych drgawek. Czwartorzedowe antycholi-
nesterazy np. prostigmina wywotuja odwrotne dzialanie, powodu-
Jjac ostabienie lub zahamowanie odruchéw w wyniku bezpos’rednie-
go dzialania na rdzen. I tak np. prostigmina, wstrzyknieta do kanalu
kregowego czlowieka, znosi napiecie mies$ni i odruchy, jak row-
niez zmniejsza zdolno$¢ wykonywania ruchéw dowolnych
(Wright (25). Réznica w dzialaniu o$rodkowym tych dwoch . ro-
dzajow antycholinesteraz istnieje pomimo tego,  ze reaktywnoé(:
ustroju na te antycholinesterazy w obrebie innych tkanek jest taka
sama. Antycholinesterazy trzecio- i.czwartorzqdowe majg identycz-
ne dzialanie na cholinesteraze in vitro, na miesnie szkieletowe, cis-
nienie krwi oraz inne czynnosci ustroju. Pomimo tego antycholi-
nesterazy trzeciorzedowe sa osrodkowymi jadami drgawkowymi,
czwartorzedowe jadami porazajgcymi. Wright (25) daje naste-
pujacg interpretacje réznicy w osrodkowym dziataniu tych dwéch
rodzajow antycholinesteraz. Czwartorzedowe antycholinesterazy
1 ich pochodne sg nierozpuszczalne w lipidach i prawdopodobnie
w zwigzku z tym nie moga one przenika¢ poprzez otoczki do wne-
trza komorek nerwowych. Dzialanie ich przypuszczalnie ograniczaé¢
sig ma do powierzchni elementéw nerwowych. Natomiast trzecio-
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rzedowe zwigzki amonowe odszczepiajgc wolne zasady, rozpuszczal-
ne w lipidach, wnikaja do wnetrza komorek. Dlatego tez osrodko-
we dziatanie obu rodzajow antycholinesteraz drgawkowych i po-
razajacych sprowadza sie prawdopodobnie do zwiekszania koncen-
tracji acetylocholiny w roznych miejscach uktadu  nerwowego.
Roéznice miedzy ciatami czynnymi obu tych grup polegaja na od-:
miennym stosunku tych antycholinesteraz do blon powierzchnio-
wych komoérek nerwowych. Z tego wynika, ze acetylocholina w
obrebie rdzenia moze by¢ zaréwno czynnikiem pobudzajgcym jak
i hamujgcym, zaleznym nie tylko od tego, w jakim stanie czynno-
$ciowym znajduje sie dany osrodek nerwowy, lecz réwniez ;od
tego czy stezenie acetylocholiny wzrasta, np. w obrebie samych
komoérek rogoéw przednich rdzenia, czy tez na ich powierz-
chni. Inne antycholinesterazy, jak dwuizopropylofluorofosforany,
oraz prostsze pochodne fosforanowe dziataja podobnie do siarczanu
ezeryny jako ciata osrodkowo pobudzajace. Badany przez nas
DEFF, jako substancja rozpuszczalna w lipidach, jest rowniez srod-
kiem osrodkowo pbbudzajqcym, przynajmniej u zwierzat stalo-
cieplnych. ot

Wedlug Wirtha (23, 24) émiertelna dawka DEFF dla my-
szy wynosi 72 mg/kg wagi. W naszych doswiadczeniach po pod-
skornym podaniu tej dawki tylko czes¢ myszy' ginela (mniej wig-
cej 50%) w czasie rozmaicie diugim, od kilku minut do kilku go-
dzin. U tych, ktére ginely w ciggu kilku minut, pojawial sig slinotok,
niepokoj ruchowy, ziewanie, przyspieszenie oddechu, niedowlad
konczyn tylnych o charakterze spastycznym, niézbornoéé ruchéw
i ruchy manezowe, w koncu drgawki, oddawanie katu i moczu, si-
nica i émieré¢. U innych, ktére przezyly okres dfuzszy, pojawil sie
bezruch, trwajgcy do konca zycia zwierzecia. Jednak u tych zwie-
rzat mozna bylo wywota¢ napad drgawkowy, trwajacy kilka sekund
przez poruszenie lub wstrzasnienie podstawy, na ktorej zwietze
siedzialo. Jak z powyzszego wynika, DEFF jest niewatpliwie jadem
drgawkowym. Dawki DEFF, nawet najwigksze, u krolikow w nar-
kozie uretanowej drgawek nigdy nie wywolywaly.

Silnie toksyczne i $miertelne dawki dla zaby wynosily
1,0—3,5 mg/10 g wagi. U zab obserwowalo sie jedynie stopniowy
zanik ruchliwosci, nastepnie bezruch, przechodzacy w $mier¢ zwie-
rzecia. Zmian tonus mieséni i+ drgawek nie obserwowalismy. Aby
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przekona¢ sie, czy istnieje wplyw DEFF na pobudliwos¢ odru-
chowg u zab, jednej grupie zwierzat, na 3—6 godzin przed bada-
niem, podaliSmy dootrzewnowo DEFF w roztworze 1:1000 w ilosci
0,5 mg/10 g wagi. Drugiej grupie kontrolnej wstrzykiwalismy row-
niez dootrzewnowo tyle samo 0,7%0 NaCl, ile podawalismy zabom
badanym roztworu DEFF. W obu grupach bylo po 16 zab. Nastep-
nie oznaczaliSmy czas odruchu metodg Tiirka, u kaidej zaby
przewaznie szesciokrotnie, w odstepach mniej wiecej trzyminuto-
wych. Ogélem w grupie zab, ktérym podano DEFF, oznaczono czas

Zabdy nieatrcpinizowlane

Nr Czaswpnx;fg?ycﬁ q 42
1 320 + 208 43264
2 115 + 3 9
3 2 - 80 6400
4 69 - 43 ’ 1849
5 132 « 20 400
6 28 - 84 7056
7 60 - 52 2704
8 149 . 1369
9 136 -« 24 576
10 128 + 16 256
11 143 « 951
12 97 - 15 225
i3 105 - 7 49
14 146 + 34 1156
15 77 - 3 1225
1676 T2 = 67499
M = 1670:152112, O'M,= Vsas: n(n-1) = 17,92, G'¥3 = 321

Tabela IL
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odruchu 89 razy, w grupie kontrolnej 92 razy. Sredni czas odruchu
u zab, ktéorym podano DEFF, wynosit M: = 6,8 sekundy, $redni
blad $redniej s M1 = 0,346. Sredni czas odruchu u zab kontrol-
nych M2 = 53 sek., sredni blad s$redniej ¢ M2 = 0,3, Nalezato
stwierdzi¢, czy réznica wartoéci $rednich Mi—M: = 1,5 jest wyra-
zem istotnego wptywu DEFF, czy tez jest przypadkowa, tzn. zalezna

2 a v y a2 t r o p i n i z o w a n e
Gr Cze: i;;fiycia 4 d2
1 %1 - 80 6400
2 29 - 82 6724
3 40 -7 5081
4 : 107 - & 16
5 77 - 1156
6 86 - 5 625
? 7?7 - 34 1156
8 104 - 7 49
9 159 + 48 2304
10 - 108 - 3 9
11 134 + 23 529
12 223 + 112 12540
13 249 + 108 11660
14 169 + 58 3364
15 55 - 56 3126
16 163 + 52 2704
1781 La2=57413
M, = 1781116 = 111 G'M_= m) =15,46, 5“2-239
\16“ +Gn' =1: 248 = 0,04

Tabela IIL
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od innych pobocznych przyczyn. Zakiadajac wymagane dzis dla
$cistosci badan biologicznych ryzyko btedu 0,27%, istotno$é réznicy

M;—M, bedzie pewna, jezeli wspotczynnik (M;— M,): ]/ o M2 + 3 M22
1

przekroczy graniczng wartosé¢ ,t", wynoszaca dla liczebnosci 89
i 92 (razem 181) pomiaréw 3,04 (Koller (12). Z obliczen wynika,
ze wartos¢ wspotczynnika w naszej serii pomiaréow wynosi
1,5:0,4583 = 3,27. Poniewaz 3,27 > 3,04 roznica S$rednich czasow
odruchu jest istotna. Wobec tego mozemy stwierdzi¢, ze DEFF
zmniejsza nieco pobudliwo$é odruchowa u zab. Zachodzi wiec
zjawisko odwrotne do tego, ktére obserwuje sie u zwierzat ciepto-
krwistych.

Badania nad wplywem atropinizacji zwierzat na toksycznos¢
DEFF przeprowadzilismy na zabach i bialych myszach.

Zabom wstrzykiwalis$my 1 mg siarczanu atropiny na 10 g wagi,
a nastepnie po 30 minutach podawaliSmy podskérnie w oko-
lice workéw limfatycznych lub dootrzewnowo DEFF w ilosci
4,0—4,5 mg/10 g wagi. Zaby kontrolne otrzymaly tylko DEFF.
Obie grupy zab liczyly po 30 sztuk. Wsrod zab atropinizowanych
padlo 16 a przezylo 14 sztuk, co stanowi 53%¢ $miertelnosci. W gru-
pie zwierzat nieatropinizowanych padlo 15 i przezylo 15 sztuk.
Smiertelno$¢ w tej grupie wynosita wiec 50%. Zachodzi pytanie,
czy roznica 53—50 = 3% jest istotna i $wiadczy o wplywie atropi-
nizacji na toksycznosé, czy tez moze by¢ uwazana za przypad-
kowg. Jak wynika z tablic do oceny liczb statystycznych (Ko l-
ler (12), réznica 3% w porownywanych szeregach spostrzezen
o liczebnosci 30 jest nieistotna i lezy daleko w obrebie granic
wahan przypadkowych. Rdznica bylaby istotna, gdyby przekra-
czala wartosé 37%. Do zagadnienia wplywu atropinizacji na tok-
syczno$é DEFF podeszliémy réwniez od innej strony. Wéréd grup
zwierzat, ktore padly, mierzyliSmy czas przezycia, tzn. czas, uply-
wajacy od podania DEFF do chwili $mierci. Wyniki podane sa
w tablicach 1I i III. .

Jak wynika z danych przedstawionych na tabelach IT i III,
Sredni czas przezycia Zab nieatropinizowanych M: = 112 minut,
$redni blad sredniej s Mi = 17,92. Sredni czas przezycia zwierzat
atropinizowanych wynosil M2 = 111 minut, $redni btad Sredniej
6 Mi = 15,46. Nalezato stwierdzié¢, czy rdéznica wartosci srednich
Mi—M:2 = 1 jest wyrazem wplywu atropinizacji, czy tez jest przy-
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padkowa. Istotno$¢ roznicy Mi—M: = 1 bedzie pewna, gdy wspét-

czynnik (M;—M,): ]/c M2 +3 M2 przekroczy graniczng warto$§é¢ 3,28
1 2

(Koller (12). Z obliczen wynika, ze wspolczynnik ten w naszych
pomiarach wynosi 0,04 i lezy daleko w gramicach wahan przypad-
kowych. Wobec tego stwierdzamy, ze istotnej réznicy miedzy cza-
sem przezycia zwierzat atropinizowanych i nieatropinizowanych
nie ma. '

Doswiadczenia na myszach daly wyniki podobne. Myszom
wstrzykiwaliSmy podskoérnie DEFF w ilosci 72 mg/kg wagi. Pierw-
sza grupa myszy, ztozona z 33 osobnikow, otrzymata tylko DEFF,
drugiej grupie 32 myszy na 1 godzing przed podaniem DEFF
wstrzykneliSémy atropine w ilosci 1 mg/kg. Okazalo sig, ze w grupie
zwierzat nieatropinizowanych na 33 padio 20 czyli 61%, w grupie
atropinizowanych na 32 padlo 11 czyli 34%. Jak wykazalo bada-
nie przy pomocy tablic statystycznych (Koller (12), réznice
61—34 = 27%p $miertelnosci nalezy uwaza¢ za nieistotna, gdyz
granica wahan przypadkowych przy danej liczbie spostrzezen wy-
nosi 42%.

Streszczajgc stwierdzamy, ze nie uzyskalismy dowodéw, aby
atropinizacja zwigkszala opornos$¢ zwierzat wzgledem toksycznych
i émiertelnych dawek DEFF. Nasze spostrzezenia stojg w tym wzgle-
dzie w sprzecznosci z danymi Wirtha (23, 24), wedlug ktdrego
przy rownoczesnym podawaniu atropiny myszy znosza podwodjne
a morskie $winki potrojne dawki DEFF. Nasze wyniki majg lo-
giczne uzasadnienie w stwierdzonym przez nas i innych autorow
(Frazer cyt. wg Sollmanna (19} fakcie, Ze atropina znosi wy-
lacznie pobudzajgce dzialanie ezeryny, jak DEFF i innych antycho-
linesteraz, podczas gdy na ujemne hamujace dzialanie (obnizenie
cisénienia, hamowanie serca) nie ma wplywu. A przeciez wtlasnie to
hamujgce dzialanie powinno by¢ giéwna przyczyna $mierci zwie-
rzecia. Jesli chodzi o ochronne dziatanie atropiny na zwierzgta
wzgledem $miertelnych dawek ezeryny, to wyniki nie sg zgodne.
I tak np. wedlug Frazera (cyt. wg Sollmanna (19) mate daw-
ki atropiny majag zwiekszac¢, za$§ wieksze obniza¢ opornosé zwierzat
wzgledem ezeryny. Zresztg dzialanie zaré6wno DEFF, jak i innych
antycholinesteraz, nie koniecznie musi sie sprowadza¢ jedynie do
dziatania hamujacego cholinesteraze. I tak np. jesli chodzi o ha-
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mowanie pobudzajgcego dzialania ezeryny i acetylocholiny przez
atropine to jest ono mniej wyrazne w stosunku do ezeryny jak do
atropiny (Dale i Narayana, Kahane i Levy(6 11). Poza
tym stwierdzono, ze po unieczynnieniu cholinesterazy w miesniu
prazkowanym przez DEFF dotetnicze wstrzykiwanie zarowno ace-
tylocholiny jak i neostygminy powoduje skurcz miesnia, co Swiad-
czy o tym, Ze neostygmina poza hamowaniem cholinesterazy po-
siada bezposredni wplyw na mieénie (Ricker i wspélpracow-
nicy (15). Te fakty nasuwajg przypuszczenie, ze, obok dziatania
hamujgcego cholinesteraze, ezeryna i inne antycholinesterazy nie-
zaleznie od tego moga wywiera¢ swoiste dzialanie na ustroéj.

Tabela IV,
ML COs/1 ml Stopien zahamo-
X X wania aktywno-
surowicy/60 min. ‘s °
sci w %
1. Surowica konska
rozcienczona 1:20 5,64 O (100% akt.)
2. Surowica konska
rozc. 1:20 w pit Ringera. DEFF
1:400 000 (9,08X10-% mola) ‘ 0,62 89
3. Surowica konska
rozc. 1:20 w pl. Ringera. DEFF )
1:500 000 (7,26 X10-% nrola) 1,70 70
4, Surowica konska
rozc, 1:20 w pl. Ringera 6,14 O (100% akt.)
5. Surowica kornska
roze. 1:20 w pl. Ringera z dod.
DEFF 1:2000000 (1,82X10-¢ mola) 2,94 52

Badania nad dziataniem DEFF na cholinesteraze krwi przepro-
wadzaliSmy poczgtkowo w celach orientacyjnych metodg Schei-
nera (16, 17), oznaczajgc czas polowicznego rozkurczu miesnia
prostego brzucha zaby, skurczonego pod wplywem 20 gamma ace-
tylocholiny. StwierdziliSmy, ze podanie krolikowi 0,5—1,0 mg/kg
DEFF powoduje catkowite zahamowanie aktywnosci cholinesterazy
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osocza i bardzo znaczne (okolo 70%6) zahamowanie jej w krwin-
kach. Dalsze pomiary wykonywalismy przy pomocy aparatu War-
burga na surowicy konskiej. Jak wynika z tabeli IV, nasz prepa-
rat DEFF powodowat zahamowanie aktywnosci pseudocholineste-
razy osocza w 52% w stezeniu 1,82X1076¢ mola (1:2 000 000) w tem-
peraturze 37°C i w ciggu 60 minut.

Omodwienie wynikéw badan i wnioski

Streszczenie wynikéw naszych badan przedstawia sie naste-
pujaco. Ester dwuetylo-p-nitrofenylofosforowy (DEFF) dziala na
izolowane serce zaby ujemnie dromotropowo i ujemnie chrono-
tropowo. Stgzenie progowe wynosi 1:50000, stezenia wyzsze
(1:10 000) powodujg nieodwracalne zatrzymanie serca zaby w roz-
kurczu, przy czym stwierdza sie trwajace jeszcze przez pewien
czas drzenia widkienkowe zwlaszcza miesniowki przedsionkoéw.
Atropinizacja serca roztworami 1:10000 i 1:5000 siarczanu atro-
piny nie zapobiega ujemnemu wplywowi DEFF na serce.

Jezeli chodzi o uktad krazenia u stalocieplnych, to u kro-
lika w narkozie uretanowej dawki 0,03 — 0,12 miligrama/kg po-
wodujg spadek cisnienia, prawdopodobnie obwodowego pochodze-
nia naczyniowego. Dawki silnie toksyczne i $miertelne (0,2—5,0
mg/kg) wywolujg poczatkowo znaczny wzrost cisnienia spowodo-
wany przypuszczalnie zmniejszeniem pojemno$ci naczyn jamy
brzusznej. Po tym nastepuje agonalny spadek cis$nienia, jak wy-
daje sie, jako nastepstwo toksycznego dzialania DEFF na serce.
Frzecigecie nerwow blednych, hamujacych serce, szyjnych pni
wspolczulnych oraz wylaczenie z krgzenia zatok tetnic szyjnych
nie zmienia zasadniczo wplywu DEFF na krazenie. Male i Srednie
dawki w tych warunkach réwniez obnizajg, dawki duze podnosza
cisnienie krwi, podobnie jak u zwierzat z nieprzecietymi nerwami
i riewylaczonymi zatokami szyjnymi. Po wystgpieniu $mierci kli-
nicznej zwierzecia i otwarciu klatki piersiowej stwierdza sig jesz-
cze przez kilkadziesiat minut trwajace drzenia wlokienkowe mie-
snia sercowego. Atropinizacja krolika (2,0 — 3,0 mg/kg), prowa-
dzaca do porazenia cholinergicznego dzialania nerwu bigdnego nie
zmienia wpltywu DEFF na krazenie. Po podaniu DEFF w dawkach
0,25 mg/kg stwierdza sie zwiekszenie sie pobudliwosci, zwlaszcza
presyjnej czesci osrodka naczyninruchowego na podniety, docho-
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dzagce z dosrodkowego ‘konca przecietego nerwu biednego. Odru-
chy depresyjne w wyniku draznienia dosrodkowego konca nerwu
biednego ulegaly réwniez pewnemu wzmozeniu, lecz zjawisko to
nie bylo stale i tak wyrazne, jak w odniesieniu do odruchu wzma-
gajacego ciSnienie krwi. W zwigzku z tym nalezy bra¢ pod uwage
mozliwo$¢ interferencji dzialania obwodowego obnizajgcego
i osrodkowego wzmagajgcego cisnienie. Brak odczynu w niekto-
rych doswiadczeniach ze strony cisnienia pomimo istniejgcego
wplywu na inne czynnosci ustroju moze by¢ tlumaczony jako wy-
nik ‘przeciwdziatania obwodowego i osrodkowego wplywu DEFF
na cisnienie krwi. DEFF uczula ustréj w obrebie ukladu krazenia
na dziatanie acetylocholiny. Te same dawki acetylocholiny po po-
daniu DEFF majg silniejsze dzialanie obnizajace ci$nienie, niz
przed podaniem. Dozylnie wprowadzony DEFF wywoluje silny
$linotok, lzawienie i niekiedy znaczne zwezenie Zrenicy.

Dawki matle i $rednie (0,03 -—0,15 mg/kg) DEFF nie wywotuja
zmian w glebokosci i rytmie ruchéw oddechowych, dawki wigk-
sze (0,2 mg/kg i wieksze) dzialaja poczatkowo stabo pobudzajaco;,
a nastepnie porazajgco na oddech. Nie zauwazyliSmy, aby prze-
ciecie nerwow i wylaczenie zatok szyjnych zmienialo dzialanie
DEFF na oddychanie.

Wptyw DEFF na jelita w doswiadczeniach z zapisywaniem
ruchéw wahadlowych in situ u krolika metoda Nikotajewa
przejawia sie wzmaganiem ruchdéw po wprowadzeniu dozylnym
0,06 — 0,1 mg/kg. Na jelitach izolowanych stwierdziliSmy wzma-
gajace dzialanie DEFF na ruchy w stezeniu 1:400000. Wzmozenie
ruchéw utrzymuje sie dlugo, nawet po wielokrotnej zmianie ptynu
Tyrode'a. Dodanie atropiny znosi wzglednie ostabia efekt wywo-
tany przez DEFF. W naszych doswiadczeniach DEFF nie uczulal
jelit izolowanych na dzialanie acetylocholiny, lecz odwrotnie badz
znosit jej dziatanie badz tez acetylocholina zamiast wzmagania
ruchéw powodowatla ich zahamowanie. Podajemy prébe wyjasnie-
nia tego zjawiska fazowymi stanami parabiotycznymi wedlug
Wwedenskiego i Pawlowa (fazy paradoksalna i ultra-
paradoksalnaj).

DEFF na izolowanym oku zaby powoduje ,paradoksalne” roz-
szerzenie zrenicy w progowym stezeniu 1:5000. Na oku zaby in
situ podany podskérnie i dootrzewnowo nie wywiera dzialania, na
oku kroélika in situ wkroplony do worka spojowkowego powoduje
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zwezenie zrenicy w stezeniu 1:3000 — 1:5000, przy czym zachodzi
spadek cisnienia wsrédocznego o 5—9 mm Hg z przej$ciowym po-
przedzajgcym wzrostem ci$nienia. Stezenia wyzsze 1:1000 — 1:2500
powodujg silne zwezZenie zrenicy i znaczniejszy spadek ci$nienia
wsrédocznego do 16 mm Hg, zazwyczaj bez wyrainej fazy przej-
sciowego wzrostu ci$nienia. Jak juz wspomnieliémy, DEFF podany
krolikowi w narkozie uretanowej moze zweza¢ zrenice, chociaz
zjawisko to nie wystepuje stale. U kota progowe dzialanie zwezal
jace ujawnia sie w stezeniach wyzszych od 1:5000. Atropina osta-
bia lub znosi to zwezajgce dzialanie DEFF.

Silnie toksyczne i $miertelne dawki u zab (3,5 — 4,5 mg/10 g)
nie wywoluja drgawek. Dawki mniejsze 0,5 mg/10 g powoduja
przedluzenie sSredniej czasu odruchu mierzonego metoda Tirk a,
co Swiadczy o zmniejszaniu sie pobudliwosci odruchowej. Fakt
ten jest statystycznie pewny. Natomiast u myszy dawki toksyczne,
a dla niektérych osobnikow smiertelne 72 mg/kg, powodujg wy-
razne napady drgawek lub wzrost pobudliwosci odruchowej.
Smiertelne dawki dla krélika (2,0—5,0 mg/kg) w narkozie uretano-
wej drgawek nie wywoluja, powodujg natomiast drzenie wiokien-
kowe miesni.

Wplyw atropinizacji na toksvcznos¢ DEFF badaliSmy na za-
bach i bialych myszach. Zaré6wno wsérod zab atropinizowanych
i nieatropinizowanych, jak rowmniez i myszy, nie stwierdziliSmy
istotnych statystycznie roznic w $miertelnosci, czy tez dlugosci
czasu przezycia.

Hamowanie aktywnosci cholinesterazy surowicy konskiej
przez DEFF oznaczaliSmy biologicznie i metodg gazometryczna
w aparacie Warburga i stwierdziliSmy, ze zahamowanie w 50%o
zachodzi przy stezeniu DEFF, wynoszacym 1,82>X10% mola (1:2 mi-
liony).

Przyczyny rozbiezno$ci niektorych naszych wynikow z wy-
nikami Wirth a (23, 24) moga by¢ rézne. Rozbieznosci te sa na-
stepujgce: brak uczulajgcego dzialania DEFF na jelito wzgledem
z zewnatrz doprowadzanej acetylocholiny, a jedynie dziatanie zno-
szace wrazliwos¢ lub powodujgce odwrocenie dzialania acetylo-
choliny. Brak ochronnego dziatania atropiny wzgledem S$mier-
telnych dawek DEFF. Mozliwo$¢ wywolania zwezenia zrenicy
przez dozylne podawanie DEFF. Przyczyny tych rozbieznosci moga
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mie¢ Zrédlo w réznicach materialu doswiadczalnego u Wirtha
i u nas (inny gatunek zwierzgat, inny ich wiek, roznice w reaktyw-
nosci zwierzat wywolane odmiennymi warunkami srodowiska i by-
towania), jak rowniez mozliwoscia istnienia w naszym preparacie
domieszek wysoce aktywnych zwigzkow, Dlatego tez dalsze ba-
dania poréwnawcze z preparatami o najwyzszym stopniu czysto-
sci sg bardzo wskazane. Badania te mogg doprowadzi¢ do odkry-
cia nowych aktywnych zwigzkow, dzialajacych w swoisty sposob
na uklad wegetacyjny.



[~ ST T S U R

~

10.

11

12

13.
14.

15.

16.
17.
18.

19.

20.

21.

O wlasnosciach farmakologicznych DEFF 285

PISMIENNICTWO

. Aldridge W. N. — Bioch. J. 46, 451—460 (1950).
.Aldridge W. N. i A N, Davison — Bioch. J. 51, 62—70 (1952).
. Aldridge W. N. i A. N, Davison — Bioch. J. 52, 663—671 (1952),

Ammon R. i G. Voss — Pfliig, Arch, 235, 393—402 (1935).
Boursnell J, C.i Webb — Nature 164, 875875 (1949).

. Dale H. i Narayana — Quart. J. Exper. Physiol. 25, 85 (1935) cyt. wg

Sollmannat,

. Davies D. R. — Journ. Pharm. and Pharmacol. VI, 1—26 (1954).

. Gramenicki M. I. — Nowyje metody fiziotogiczeskich issledowanij

i ich rezultaty. Moskwa 1939, Biomedgiz.

. Gramenicki M. I. — Russkij Fiziol. Zurnal XII, wyp. 1 (1930) cyt. wg

Szarapowa?

Jandorf B, J.i Mc Namara P. D. — J. Pharmacol. 98, 77 (1950) cyt.
wg Aldridgea?®

Kahane E. i Levy — Arch. internat. pharmacodyn. therap. 57, 467
(1937) cyt. wg Sollmanna?.

Koller S. — Graphische Tafeln zur Beurteilung statistischer Zahlen.
2 Aufl. Dresden — Leipzig 1943, Th. Steinkopff Verl.

Loomis W. F. — Science 109, 491—492 (1949).

Nikotajew M, P. — Russkij Fiziol. Zurnal XIV, wyp. 1 {1931) th. wg
Szarapowa?®,

Riker W. F,, Wescoe i inni — Fed. Proc. 5, 199 (1946) wg Sollma n-
natl,

Scheiner H. — C. r. soc. biol. CXXX, 748—752 (1939).

Scheiner H. — C. r. soc. biol. CXXX, 752—754 (1939).

Schweitzer i Wright J — J. Physiol. 89, 183 (1937) cyt. wg
Wrighta?,

Sollmann T. — A Manual of Pharmacology. Philadelphia 1949, 7 Ed.
Saunders Ed.

Szarapow N. I — Prakticzeskije zaniatija po farmakologii. Moskwa
1952, Selchozgiz.

Umbreit W. W,, R. H Burris, J. F, Stauffer — Manometric Tech-
niques and Tissue Metabolism. Minneapolis 1951, 6 Ed., Burgess Publ.



286 J. Billewicz-Stankiewicz, W, Mizgalski i D, Gérny

22. Werszinin N. W. — Farmakologia. Moskwa 1952, Medgiz.

23. Wirth W. — D. M. Wschr, 74, 1243—1245 (1949) cyt. wg Excerpta Med.
sect, II, vol. III, 1680 (1950) oraz Chem. Zentralbl. I, 1751 (1950).

24. Wirth W. — Arch. exper. Pathol. Pharmacol. 207, 547—568 (1949) wg
Excerpta Med. sect, II, vol. III, 1303 (1950).

25. Wright S. — Applied Physiology. London 1952, 9 Ed. Oxford Univer-
sity Press.

26. Wessely K. — Miinch. Med, Wschr. 95, 43—47 (1953).



O ¢apmaxonornueckux csoifcrBax DEFF - 287

PE3I0ME

ABTopaMil mpou3BeleHbl HccienoBadus Hax (apMaromoruyec-
KHMU cBoifcTBAMH [M3TWJI - apa - HnrpqueHI/m mocq)opnoro acTpa
(DEFF), BemecTBa, HMMeIOIEro Py CXOICTB B CBOEM MEHCTBUM C 33e-
punoM (Pusocturmuuom). I[Ipn nmoMomm MaHOMETPHYECKOro MeTond
apropaMn ycraHoBieHo, 4ro DEFF momaBaser aKTMBHOCTH XOJINH-
ecTepassl B CHIBOPOTHe Jomanu B 50, mpit uonuempaunu 1,82 % 10 -8
MO,

-

Ha ocHoBaHHHM OIBITOB, HpOII3BeJIeHHbIX Ha KPOJHKAX, YCHI-
IUIEHHHIX TIPH IOMOIUI YPETaHa, HOHCTaTnpOBaHo, 4TO MaJjble J03H
0,03-0,12 mr/kr DEFF Br3pBaOT najexue aprepuanbﬂoro HaBJeHNns
KpOBH, MHOBUAMMOMY, nepmbepuqecmoro NPOUCXOKAEHHUA. Honoﬁﬁoe
nameHHe HaGII0MAETCA TOMKE M IOCTE OTPABIEHUs ATPOIMHOM, IIOCIE
fepecedeHUA Gy HIAI0MUX HEPBOB TOPMO3AINNX AT TIbHOCTD cepnua
W MeHHBIX CUMIATHYECKHX CTBOJOB, & TAKKE 10CI€ BBHIKIIOUEHHL
cuHycoB wefineix aprepuit. ITox Bamsumem mosst. 0,03 Mr/kr D EFF
HACTYyMaer , MOBLILEHIE BO30YIUMOCTH OKOHYAHIHI 6:iym11élomero
HEpBa, ClIeACTBHEM qero ABIAETCA NafeHle naBnemm KpOBH, Hacry-
[aeT TaKKe y(;lmexme B036yIII/IMOCTH cocynonmiraTenbﬂoro HeHTpa
OTHOCHTENIBHO, CTAMYJIOB, BH3bIBAIOIIMX BO BDEMsl pas[paeHus Ie-
pEeCeYeHHoro qumnaxomero HepBa yBEIWYeHHE naBnemm KpoBH,
KHpome Toro astopaMit yCTaHOBIEHO, 4YTO TIOX | B'IIIHHHC’VI uame
HHYTOREBIX 703 DEFF (0,03Mr/kr) mpomexomut ycunenue. neMCTBnH
aUeTIIXOIIIHA, CHUKAIOWET0 MAaBIIeHNe KPOBI.

Boasmme poser 0,2-5,0 Mr/Kr BHI3BIBAIOT INpPEUMYILECTBEHHO
3HAUUTEIbHOE YBelnYenue [aBlleHUA,  NIpHYeM KpHUBAA HAaBJIEHUs
HarnoMuHaeT cBoeii (opMoil KpuByI0 mocie NpUMeHEHHA ajpeHa-
anHa. Takoe noBeIlieHNHe JAaBJIEHNsA HACTyNaeT Tak:e IOCEe Tnepe-
€eueHHA [IEHHBIX BereTaTMBHBIX CTBOJOB; HEPBOB  OJYKIAIINUX
M TOPMO3AWUX Cepflie, a PaBHO U I6cile BHIKJIIOUEHUs CIHYCOB wLieii-
HpIX aprepuii. Hemnocpencrennsle HaGII00eHUA KHIIOK MMOKA3aiH,
4TO BO BPEeMA pocTa [aBleHHA KPOBM NPOUCXORMT CHIbHOE COKpa-
IeHMe KHILIOK M HeNOCTaTOuHOe CHal:enue uX Kposblo, Cienyer
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npefoaaratb. YTO NOBBILEHHE [aBICHWA KPOBH BbI3BAHO YMEHb-
HieHneM o0beMa KPOBAHBIX COCYZOB B OGpIOmMIHOIT MOJOCTH,

Ha cepnue narymkun D EFF B passegenni 1:50.000 okassiBaeT
TOpMoO3filllee BJIMAHUE, BHI3BIBAA CHH:KeHUe BBICOTH CcHCTOX. HoH-
nentpauuda 1:20.000 Bri3bIBaeT, HApANY CO CHMKCHHMEM BBICOTHI CH-
cToJ, 3aMefieHue ux purMa. IIpn konuedaTpaunu 1:10.000 nacrynaer
HeoOpaTuMoe 3aiep:kanue JeATeJbHOCTH CEepala B CTaJHH THACTOJHL.
ATponuHH3NpOBaHUE CePHila HE OKA3bIBAET BJIMAHUA HA €ro 4yBCTBU-
teabHocth K D EF F.

DEFF B Maasix mo3ax He [eliCTByeT Ha Mmpouecc XbIXaHHA,
HO TIpY yBeJIHYEHHOM [03MPOBAHHM HACTyIaer yriy0:eHHe IbIXaHHA
H yCKOpeHHe ero pUTMa, H HaKOHell NMOJHOe 3alep:KaHHe IbIXaHUA.
JT0 HaOMIORaeTcsd KAK Y KPOJMKOB YCHILIEHHBIX YpeTaHOM, Tak
y Mblneii 6e3 Hapko3a.

Ha wsonuposannom raady aarymen D EFF B rkornenrpauun
1:5000 BrI3BIBaeT pacumupeHue 3payxa. ¥ kpoauka D E F F nocae
BKpaIlIeHUA B KOHBIOKTUBHBI MEIIOK NpPH KOHUeHTpauuax 1:3000—
1:5000 BuI3nIBaeT cy:KeHUe 3pauyka ¥ yMEpEHHOE CHHKEHUEe BHYTpH-
rJIa3HOr0 JAaBIeHUA ¢ BPEMEHHBIM [IpelUIecTBYIOUIUM MOBHIICHUEM
maBiaenuda. Houauenrpamum 1:1000-1:2500 Ber3mBalOT Gojiee 3Ha-
4YuTelIbHOE MNajeHHe BHYTPHUITIA3HOrO JaBileHUA 0e3 3aMeTHOIro Bpe-
MEHHOT'0 €ro BO3pacTAHHUA.

DEFF B po3ax CHIIbBHO TOKCHYECKHX M CMepTelbHBIX MOBBIIIAET
y Geawnlx Mbimeii peduieKTopHYI0 B0O30yIHMMOCTb, MpHYEM HEPENKO
BHICTYNAIOT CYZOPOru. ¥ aarymex ha6maiofnaercda obGpaTHoe sABjeHue,
a MMEHHO CHHKeHHe pedaeKTOpHOii BO30yIUMOCTH.

ATponuH He YBEIMYNBAET PE3UCTEHTHOCTb JIATYHIEK uau Ge-
JIBIX Mpiiell UPOTHB CHIBHO TOKCHYCCKHX M cMepTeabHbIX mo03 DEFF.
OtHocutenbHO cMepTHocTH BenenctBue peiicrsua DEFF kak cpemnm
JKUBOTHBIX OTPABICHHBIX AaTPONNHOM, TaK U CPedd HEeOTPaBIeHHBIX
HIKAKUX CYIIEeCTBEHHBIX CTAaTHMCTHMYECKHX pa3HUI He Habmomaercd.
B kunueyHuke, Kak in situ TAK U B M30JIMPOBAHHOM, IOJ BINAHHEM
DEFF npoMcXOOuT 3HAYHTEIbHGE YCUICHHE MagTHUKNOOPa3HLIX IBH-
skennii. Becbma xapaktepHo, dto mocie BosjeiictBua DEFF na wkn-
IIeYHNK, aleTH;I0X0N1H, npubaBieHnoil Kk sunkoctu Tupope, He BbI-
8LIBaeT YCWJIeHUA MafATHHKOOODA3HBIX ABHMHKEHMIl, HO HaobopoT, MX
mofaBjleHHe WM He OKa3blBaeT HuKakoro BiauMAHUA. Ilo MHeHuiO
ABTOPOB MO}HO 6Bl paccMaTPMBAaTh 3TO #ABIEHHE, KAaK IPOABIIEHME
YibTpanapagoKcaibHOt M napafnokca;bHoil gas no BeegeHckomy
u IlaBmoBy.
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SUMMARY

The present work is devoted to studies of the pharmacody-
namic properties of the diethyl-para-nitrophenyl-phosphoric ester
(DEFF), in its action a substance of a number of analogie to ese-
rine. Usino the manometric method the authors proved, that DEFF
inhibits the activity of cholinesterase in the horse serum in 50%
in concentration 1.82>X107% mol.

In experiments on rabbits under urethane anaesthesia it was
found, that small doses of 0.03—0.12 mg/kg DEFF cause a drop of
arterial pressure most likely of a peripheric vascular origin. This
drog appears also following poisoning with atropine after the
section of vagal nerves inhibiting the heart, cervical sympathetic
trunks and exclusion of carotic sinuses. A dose of 0.03 mg/kg of
DEFF causes an increase in the excitability of the endings of the
vagal nerve, followed by a drop of the blood pressure, and an in-
crease of the excitability of the wvasomotor centre to impulses,
which cause during the irritation of the sectioned vagal nerve an
increase- of the blood pressure. The authors found also, that even
after small doses of DEFF (0.03 mg/kg) there appears an increase
of the action of acetylcholine, which lowers the blood pressure.

Large doses 0.2—5.0 mg/kg cause usually a considerable in-
crease of the pressure, whereby the pressure curve resembles the
curve obtained after adrenaline. This increased pressure takes also
place after the section of the cervical sympathetic trunks, vagal
nerves inhibiling the heart and after eliminating the carotic sinu-
ses. Direct observations of intestines showed, that during the in-
crease of the blood pressure there appears a strong contraction of
the intestines and their ischaemia. It should be assumed, that the
increase of the blood pressure is caused by the decrease of the lu-
men of vessels in the abdominal cavity.

DEFF in dilution 1:50 000 acts inhibiting on the heart of the
frog causing a decrease of the amplitude of contractions. Concen~
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tration of 1:20000 causes in addition to the decrease of con-
tractions a decrease of their rhytm. In concentration 1:10000 an
irreversible stoppage of the heart in diastole takes place. Poiso-
ning of the heart with atropine does not act on its sensitivity to
DEFF.

DEFF in smaller doses does not act on respiration, in larger
doses it causes deeper and accelerated respiratory movements and
finally the respiration ceases. This can be observed both in rab-
bits anaesthetized with urethane and in nonanaesthetized mice.

DEFF causes on an isolated eye the frog dilatation of the pu-
pil in the threshold concentration of 1:5000. In the rabbit DEFF
after the introduction into the coniunctival sac in concentration
1:3000 — 1:5000 causes contraction of the pupil and a moderate
drop of the eye-pressure with an initial transitory rise of the pres-
sure. Concentration of 1:1000 — 1:2500 leads to a considerable
drop of the intraeyeball pressure usually without any evident tran-
sitory rise of the pressure.

DEFF in highly toxic and lethal doses increases the reflex
excitability in white mice, whereby often appear convulsions. The
contrary takes place in the frog, in which a decrease of the reflex
excitability is observed.

Atropine does not increase resistance of the frog nor the
white mice to highly toxic and lethal doses of DEFF. Mortality
following the action of DEFF both among poisoned animals and
not poisoned with atropine does not show statisticaly essential
differences.

Intestines both in situ and isolated show after DEFF a consi-
derable increase of pendular movements. A characteristic fact is,
that after the action of DEFF on the intestine, acetylcholine added
to Tyrode's solution does not cause any increase of pendular mo-
vements but on the contrary, their inhibition, or does not show
any action at all. The authors attempt to explain this phenome-
non as a symptom of ultraparadoxal and paradoxal phases accor-
ding to Wwedenskiand Pawlow.
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