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Streszczenie. Artykul jest poswigcony metodom odkazania broni masowego razenia (biologicznej
oraz chemicznej) opartym na stosowaniu bialkowych katalizatoréw reakcji chemicznych — enzymow.
Celem artykutu jest przedstawienie mozliwoéci wykorzystywania enzyméw do neutralizacji oraz de-
strukeji szkodliwych dla srodowiska i czlowieka zwigzkéw chemicznych uzywanych w broni masowego
razenia. Pokazano mechanizm reakcji enzymatycznej. Przedstawione sg mozliwosci wykorzystywania
lizozymu oraz mieszanin lizozymu z chitynaza, mutanolizyng jako destruktora niebezpiecznych bakterii
(E. Coli, laseczki waglika Bacillus anthracis) oraz ich zarodnikéw. Dokonano poréwnania wad i zalet
stosowania chemicznych oraz enzymatycznych sposobéw dekontaminacji. Ustalono, ze w okreslonych
warunkach enzymy moga stanowi¢ alternatywe dla chemicznych sposobéw dekontaminacji broni
masowego razenia.
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1. Wprowadzenie

Od drugiej polowy XX w. opracowywane s3 sposoby odkazania broni masowego
razenia oparte na stosowaniu enzyméw — w wigkszosci katalizatoréw bialkowych
przyspieszajacych specyficzne reakcje chemiczne poprzez obnizanie ich energii
aktywacji. W reakcjach dekontaminacyjnych uczestniczg takie enzymy jak lizozym, lak-
toferyna, mutanolizyna, chitynaza i in. Ta grupa bialek zlokalizowana jest w komoérkach
oraz plynach ustrojowych organizmdéw zywych, pelnigc role biokatalizatoréw reakcji
biosyntezy i rozkladu. Bez ich udzialu zachodzace w organizmie reakcje odbywatyby
sie zbyt wolno lub za malo intensywnie, by zaspokaja¢ potrzeby organizmu.



58 E. Prusiriska-Kurstak

Enzymy mogg by¢ zbudowane z samego biatka (np. rybonukleaza, ureaza)
lub z biatka, ktdre jest czescig przewazajaca, oraz substancji niebiatkowej
(maloczasteczkowe zwigzki nieorganiczne, pochodne, jak réwniez atomy metali).
Niebiatkowa cze$¢ koenzymow pelni role przenos$nikéw elektronéw, atoméw lub
ugrupowan chemicznych z jednego metabolitu na inny [1].

Podczas katalizy enzymatycznej czasteczka substratu jest wigzana w okreslonym
obszarze czasteczki enzymu (tzw. centrum aktywne). Znajduje si¢ w nim grupa
prostetyczna. W wyniku reakcji powstaje przejsciowy nietrwaly kompleks
enzym-substrat. Korzystajac ze swoistego ukladu grup chemicznych w centrum
aktywnym, enzym oddzialuje na nie, rozluzniajac okreslone wigzania chemiczne [2].
Centrum aktywne enzymu to niewielka cze¢s¢ calej czasteczki enzymu, ktéra stanowi
okreslong tréjwymiarowa szczeline lub zaglebienie w czasteczce enzymu. Tworzg je
reszty aminokwaséw kontaktowych, ktérych grupy biora bezposredni udziat w tworzeniu
i zrywaniu wigzan. W tej roli najczesciej wystepuja histydyna, lizyna, cysteina i in.

Szybkos¢ reakcji katalitycznej zalezy od: stezenia substratu i enzymu; obecno-
$ci aktywatoréw enzymatycznych i inhibitoréw enzymatycznych; stezenia jonéow
wodorowych (enzymy znacznie rdznig si¢ optymalnym poziomem pH reakc;ji),
a takze od temperatury (optymalna wynosi od 30 do 40°C) [3].

Przy stalym stezeniu enzymu szybko$¢ reakcji zwigksza si¢ proporcjonalnie do
wzrostu stezenia substratu az do osiggniecia maksymalnej szybkosci reakcji [4].

Na drugim etapie katalizy enzymatycznej dochodzi do rozpadu kompleksu
enzym-substrat z uwolnieniem produktu do srodowiska. Powstajacy wolny enzym
moze rozpocza¢ nowy cykl katalityczny, wigzac kolejng czasteczke substratu.
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Rys. 1. Mechanizm katalizy enzymatycznej [3]
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Poszczegdlne grupy enzymow sg odpowiedzialne za przyspieszenie réznego typu
reakcji. Za przenoszenie roznych grup chemicznych odpowiedzialne sg transferazy,
za reakcje hydrolizy-hydrolazy itd.

2. Dekontaminacja enzymatyczna $rodkow biologicznych

Wspomniane wlasciwo$ci enzymdw moga by¢ uzyteczne przy odkazaniu
skazen bronig chemiczng i biologiczng. Pierwszym enzymem, ktérego dzialanie
przeciwbakteryjne zostalo potwierdzone, byt lizozym, posiadajacy wlasciwosci en-
zymu hydrolitycznego rozktadajacego peptydoglikan $ciany komorkowej bakterii.
W warunkach laboratoryjnych lizozym (pozyskiwany gléwnie z jaj kurzych) wy-
kazat zdolno$¢ zakl6cania struktur E. Coli, a takze innych bakterii. W przypadku
E. Coli lizozym wykazal synergetyczne dzialanie z laktoferyna (LF). Razem maja
zdolno$¢ bakteriobojcza, w ten czas osobno okazaty si¢ bakteriostateczne zaréwno
w stosunku do E. Coli, jak i S. typhimurium oraz Vibrio cholerae. Pod wplywem
LF i lizozymu nastepowalo roztwarzanie struktury bakterii, co prowadzito do
jej zabijania poprzez uszkodzenie osmotyczne [5]. Lizozym oddzialuje poprzez
destrukcje $ciany komorkowej bakterii. Rozrywa wigzania glikozydowe pomie-
dzy czasteczkami kwasu N-acetylomuraminowego (NAM) i N-acetyloglukozaming
(NAG). Mechanizm dzialania lizozymu (muramidazy) polega na hydrolizie wigzan
B-1,4-glikozydowych pomiedzy czasteczkami NAM i NAG w taki sposéb, ze atom
tlenu wigzania glikozydowego pozostaje przy czasteczce NAG, podczas gdy czastecz-
ka NAM otrzymuje grupe OH- z czasteczki wody. Proces ten odbywa sie wedtug
mechanizmu substytucji nukleofilowej pierwszego rzedu Sy1. Optymalny poziom pH
reakcji, przy ktérym lizozym wykazuje najwyzsza aktywno$¢ przeciwbakteryjna,
wynosi 6,24. Szerszy zakres optymalnej wartosci pH dla bakteriobdjczych wlasciwosci
tego enzymu wynosi od 5 do 7. Niezaleznie od tego lizozym wykazuje efektywnos¢
takze w srodowisku kwasnym i zasadowym [6].

Na oddzialywanie lizozymu najbardziej podatne s3 Gram-dodatnie bakterie,
ktore nie posiadaja zewnetrznej blony komdrkowej. Natomiast dziatanie lityczne
lizozymu wobec Gram-ujemnych bakterii jest ograniczone, poniewaz ich $ciany
komorkowe posiadajg dodatkowe polipeptydy, lipoproteidy i lipopolisacharydy,
ktore tworzg dodatkowg warstwe ochronng [7].

W przeprowadzonych w potowie lat 90. XX wieku badaniach zdolnos¢ niszcze-
nia bakterii zaréwno Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych wykazata mieszanina
lizozymu z chitynazg (PR-3), osobno posiadajaca zdolnos¢ niszczenia $cian komor-
kowych grzyboéw [8]. Mieszanina lizozymu z mutanolizyng okazuje oddziatlywanie
na grupe bakterii Bacillus species [9].

W dekontaminacji skazen bronig biologiczng duzy problem stanowi destrukcja
zarodnikéw bakterii. Zarodniki laseczki waglika (Bacillus anthracis) poddawane
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byly oddzialywaniu mieszaniny skladajacej si¢ z glukozy, L-alaniny, adenozyny oraz
inozyny. Poprzez zmuszenie zarodnikéw do kietkowania obnizono ich zdolnosci
ochronne [9].

Enzymy moga by¢ wykorzystywane rowniez przy wytwarzaniu materiatéw
dezynfekujacych. Najbardziej odpowiednie do tego sg peroksydazy oraz haloperok-
sydazy, ktore wykorzystuja nadtlenek wodoru do aktywacji halogenkow potrzebnych
do produkcji zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych [9].

3. Dekontaminacja enzymatyczna srodkow chemicznych

Srodki chemiczne mozna podzieli¢ na kilka grup w zaleznosci od ich wptywu
na organizm: paralityczno-drgawkowe, np. sarin (GB), soman (GD), VX, ktére
oddzialujg na uklad nerwowy; parzace — substancje powodujace pecherze,
poparzenia, takie jak iperyt siarkowy (HD) i luizyt (L); duszace; ogdélnotrujace;
drazniace; psychotoksyczne. Budowa strukturalna niektérych z nich przedsta-
wiona jest ponizej.
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Rys. 2. Budowa strukturalna niektérych BST

Wiele z metod odkazania jest opartych na stosowaniu proszkéw do dekonta-
minacji, ktore pochlaniajg ciekle bojowe $rodki trujace, lub ptynéw do dekonta-
minacji, rozpuszczajacych bojowe srodki trujace. Adsorpcja lub zmycie substancji
chemicznej moze zostawi¢ pozostalosci trujace. Wigkszos¢ srodkéw chemicznych
moze by¢ zneutralizowana za pomocg odpowiednich substancji chemicznych.
Wykorzystywane s w tym celu, miedzy innymi, $srodki do dekontaminacji, ktore
maja wlasciwosci utleniajace. Jednakze niektore z tych form dekontaminacji sa
niebezpieczne dla personelu, sprzetu lub srodowiska. Moga prowadzi¢ do powsta-
nia toksycznych produktéw ubocznych, ktdre trafiajg do srodowiska, i tym samym
stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla zdrowia ludzi. Ich sktadnikami aktywnymi
chemicznie sg substancje, ktore stopniowo zuzywaja si¢ podczas reakeji. Jedli te
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zwigzki (fenolowe, zwiazki chloru, aldehydy, preparaty zawierajace metale ciezkie
i in.) dostang sie¢ do gleby lub wody, moga stanowi¢ zagrozenie dla srodowiska.
Wymagaja tez bezpiecznego obchodzenia si¢ ze strony personelu przeprowadzaja-
cego odkazanie. Srodki wykorzystywane do dekontaminacji do$¢ czesto wykazuja
réwniez dzialanie agresywne wobec materialéw, z ktérymi wstepuja w kontakt.
W wyniku takiego kontaktu moze dochodzi¢ do korozji elementéw sprzetu sto-
sowanego w tym celu. Z odkazalnikami chemicznymi wigze si¢ tez problem ich
stosowania w pomieszczeniach zamknietych.

Tych niedoskonatosci odkazania chemicznego mozna w znacznym stopniu
unikng¢ dzigki zwigzkom chemicznym zawierajacym katalizator enzymatyczny.
Enzymy sa tagodne dla srodowiska. Sa to wysoce wydajne katalizatory biologiczne,
zdolne do zwiekszania szybkosci reakeji ok. 10-12 razy w poréwnaniu do niekata-
lizowanych reakcji. Znaczng zaleta stosowania enzymow jest rowniez to, ze nie s
one toksyczne, zrace i palne. Ponadto enzymy sa fatwe w transporcie, stosowaniu,
sa bezpieczne dla personelu i sprzetu [10].

Enzymy s fatwo biodegradowalne. Inng atrakcyjna ich cechg jest to, ze moga
skutecznie dziala¢ przy neutralnym pH odkazanej powierzchni, obnizajac koszty
energetyczne, zwiekszajac bezpieczenstwo i zmniejszajac zniszczenia urzadzen,
budynkéw i srodowiska. Jednak niska temperatura moze obniza¢ dziatanie enzy-
mu. Wyzsze temperatury oraz skrajne pH prowadza do dezaktywacji biatka [11].
Enzymy o réznych wlasciwosciach, w przeciwienstwie do wigkszosci katalizatorow
chemicznych, moga by¢ mieszane ze sobg. Istnieja réwniez pewne wady stosowania
enzymow, takie jak niewystarczajaca stabilno$¢ lub pracochlonna ich izolacja.

Podsumowujac, wykorzystanie katalizatorow enzymatycznych do dekontami-
nacji i ochrona przed bojowymi §rodkami chemicznymi w pewnych warunkach jest
skuteczne, bezpieczne i przyjazne dla srodowiska [12]. Enzymy zapewniajg wysoka
wydajno$¢ przy minimalnym zuzyciu katalizatora. Jako naturalne bialka, enzymy
przyczyniaja si¢ do ekologicznych rozwigzan probleméw [13].

Jedna z najwiekszych zalet enzymatycznego usuwania zanieczyszczen jest ich
wzajemna kompatybilnos¢. Stosowanie enzymoéw do odkazania jest tez dos¢ tatwe
pod wzgledem logistycznym. Przez dtuzszy czas przy stosowanych metodach dekon-
taminacji BST trzeba bylo liczy¢ sie z niska stabilnoscia stosowanych odkazalnikow
oraz uwzglednia¢ takie warunki pracy, ktére czesto stanowily znaczne trudnosci.
Najnowsze postepy w biologii molekularnej i inzynierii biatek okazaly si¢ niezwykle
pomocne w tworzeniu enzymow, ktdre sg znacznie mniej podatne na wspomniane
ograniczenia. Nowoczesne techniki molekularne umozliwiajg przeprowadzenie eks-
perymentdw laboratoryjnych pozwalajacych na stworzenie wymaganych warunkéw
do rozwoju biokatalizatoréw. Dalszy rozwdj badan nad dekontaminacjg enzyma-
tyczng powinien w przysztosci zaowocowaé stworzeniem metod dekontaminacji
wieloskladnikowej, ktéra ma zapewni¢ skuteczng ochrone przed bronia chemiczna.
Katalizatory enzymatyczne moga réwniez by¢ stosowane przy likwidacji zapasow
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srodkow chemicznych, ktorg uwzglednia konwencja o broni chemicznej. W tabeli 1
przedstawiono pordwnanie chemicznych oraz enzymatycznych metod odkazania

z uwzglednieniem ich zalet oraz wad.

TABELA 1

Poréwnanie chemicznego oraz enzymatycznego odkazania bojowych $rodkéw trujacych

Brak wiasciwosci zracych
Bezpieczne dla $rodowiska
Duza skutecznosé

Male zuzycie odkazalnika
Kompatybilnos¢ z innymi
odkazalnikami

Szerokie zastosowanie

Odkazanie Zalety Wady
Chemiczne Znaczna skuteczno$é Dzialanie zrace
Duza stabilnos¢ Toksycznos¢
Latwe przygotowanie Agresywno$¢ dla skory
odkazalnika Wysoki poziom zuzycia
Szkodliwo$¢ dla $rodowiska
Nie tacza si¢ z innymi odkazalnikami
Produkty uboczne czasami s3 toksyczne
Enzymatyczne | Nietoksycznos¢ Mata stabilnos¢

Ograniczone przez warunki laboratoryjne
Wysoka aktywnos$¢ w wodzie

Doé¢ waski zakres zastosowania
Ograniczone parametry pracy

Wystepuje uzaleznienie od posiadania innych
substancji

Sklonno$¢ do zahamowania reakcji
Alergennos¢

W przeprowadzonych dotychczas badaniach udalo si¢ uzyska¢ pozytywne wy-

niki odkazania poszczegdlnych rodzajéw BST za pomoca enzyméw. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze badania te znajdujg si¢ w stadium poczatkowym i wymagaja dalszej
pracy. Enzymy, ktore wykazaly dzialanie dekontaminacyjne w stosunku do niektérych

BST wraz z charakterystyka dziatania tych BST, ukazane zostaty w tabeli 2.

TABELA 2

Dzialanie poszczegolnych typéw BST a enzymy stosowane w celu ich unieszkodliwienia

Typ BST Sposob dziatania Objawy zatrucia Nazwa Enzymy odkaza-
jace
Paralityczno- | inaktywuje enzym zwezenie Zrenic, | Tabun, Organophosphate
-drgawkowe | acetylocholinesterazy, | bol glowy, Sarin, hydrolases
zapobiega podzialowi | mdloéci, wymioty, | Soman, (EC3.1.8.1),
neuroprzekaznikéw  |biegunka, utrata | Cyklosarin, diisopropylfluoro-
acetylocholiny przytomnosci, VX phosphatases
w zlgczach $mier¢ poprzez (EC3.1.8.2),
nerwowych ofiary uduszenie butyrylcholineste-
i powoduje zaréwno rase (EC 3.1.1.8)
muskarynowe,
jak nikotynowe efekty
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Parzace zwigzki kwasotworcze | obszerne ciekte Iperyt siarkowy, | Haloalkane
lub alkilujace, ktére | pecherze, powazne | Iperyt azotowy, |dehalogenses,
prowadza do poparze- | problemy Luizyt (EC3.8.1.5)
nia skéry oraz uktadu |z oddychaniem, Enzymy nieznane
oddechowego wymioty, Enzymy nieznane
biegunka, $mier¢
na skutek obrzeku
pluc
Ogolnotrujace | moze doprowadzi¢ do | sinica, nudnoéci, | Arsyna, Enzymy nieznane
niewydolnosci nerek | ataki drgawek Cyjanowodor, | cyanide sulfur-
lub bezposérednio przed $miercig Chlorocyjan transferases
zaklocic utylizacje (EC2.8.1.1),
tlenu w komoérkach cyano-L-alanine
synthases
(EC 4.4.1.9),
cyanide
oxygenases
Lakrymatory | powoduja mocne podraznienia oczu, | CN glutathione
pieczenie w oczach gardla, CS gas S-alkene
i prowadza do czaso- | tchawicy, ptuc, transferases
wej utraty wzroku kaszel, wymioty (EC2.5.1.18)

Rys. 3. Mechanizm samorzutnej i enzymatycznej hydrolizy iperytu [14]
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Na rysunku 3 przedstawiony zostal samorzutny (u gory) i enzymatyczny (u dotu)
mechanizm hydrolizy iperytu. Na samorzutng hydrolize wptywa jon sulfonowy
posredni, ktéry jest alkilujacym zwigzkiem powodujacym ogromne komoérkowe
uszkodzenie. Enzymatyczna hydroliza iperytu odbywa si¢ przez wplyw nietoksycz-
nego posrednika [14].

4. Podsumowanie

Wyniki przeprowadzonych dotychczas badan nad dekontaminacyjnymi wlasciwo-
$ciami enzymow ukazuja obiecujace perspektywy wykorzystywania ich do usuwania
skazen spowodowanych bronig masowego razenia (biologiczng oraz chemiczng).

W odréznieniu od stosowanych chemicznych sposobéw dekontaminacji, od-
kazanie enzymatyczne jest bezpieczne dla srodowiska, wysoce wydajne. Enzymy
mogga tez by¢ fatwo dostarczone do miejsca skazenia [15].

Mimo tego ze nalezy rozwiazac jeszcze wiele problemdw teoretycznych i prak-
tycznych (mata stabilno$¢ enzymoéw, ograniczonos¢ parametréw pracy, sktonnos¢
do zahamowania reakcji przy obnizeniu temperatury i in.), enzymatyczne metody
dekontaminacji stanowig obiecujacg alternatywe do stosowanych obecnie chemicz-
nych metod. Wdrozenie dekontaminacji enzymatycznej na szeroka skale wymaga
jednak dalszych badan laboratoryjnych.

Artykut wplyngt do redakcji 30.09.2013 r. Zweryfikowang wersje po recenzji otrzymano 26.09.2014 r.
Zré6dlo finansowania pracy: srodki statutowe Wojskowej Akademii Techniczne;.
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E. PRUSINSKA-KURSTAK

Enzymatic decontamination

Abstract. This paper is devoted to the methods of decontamination of weapons of mass destruction
(biological and chemical), based on the use of protein catalysts of chemical reactions — enzymes.
This paper presents the possibility of using enzymes to neutralize the harmful and destructive to
the environment and human chemicals used in weapons of mass destruction. The mechanism of
the enzymatic reaction is showed. These are the possibilities of using lysozyme as destructor dangerous
bacteria (E. coli, anthrax Bacillus anthracis) and their spores. The advantages and disadvantages
of chemical and enzymatic methods of decontamination have been compared. It was found that
under certain conditions the enzymes can be an alternative to chemical methods of decontamination
of weapons of mass destruction.

Keywords: decontamination, weapons of mass destruction, enzymes






