KISERLETES KOZLEMENYEK

Alkilfoszfatok bomlasanak vizsgélata vérben és szérumban

frta:
Gyarmati Laszlo dr. gy6gyszerész-szazados és David Gabor dr. orvos-alezredes

A masodik vilaghéaboriat kézvetlenll megel6z6 években és a haborl alatt is
Németorszagban (j, hatdsos inszekticidek utdn kutattak. A rendszeres kutatas
soran felfedezték, hogy bizonyos foszforsavészterek kivald rovar6lé hatdstak.
Ezeket a vegylleteket mar régebben ismerték, azonban nem tulajdonitottak
nekik kiulénosebb jelentséget.

1940-ben Schrader és munkatéarsai (1) foglalkoztak ezekkel a vegylletekkel és
ebb6l a vegyllettipusbol tébb szazat allitottak el6. A vizsgalatok soran rajottek, hogy
ezek a vegyuletek az emberre is igen toxikusak, mérgez6 hatdsuk a kolineszterdze
enzim irreverzibilis bénitasan alapszik( (2, 3, 4)

Az6ta szdmos ilyen vegyilet van forgalomban: Parathion, Malathion, Systox,
TEPP (tetraetilpirofoszfat), HEPT (hexaetiltetrapirofoszfat), Diazinon, Demeton,
W ofatox stb. (5, 6) mint ndvényvéd6 és rovarirtészer. Egyes vegyiletek pedig mint
gyogyszerek keriillnek felhasznéalasra: DFP (diizopropilfluoroszfat), Neo-Glaucit, Floro-
pryl néven (7). Ezeket a gydgyaszatban miotikumként és a myasthenia gravis gyogyi-
tdsara ajanljak.

Minthogy e vegyuletek elterjedése — akéar gyo6gyszerként, akar rovarirté és
novényvéddszerként — hazankban is varhaté, tovabbda tekintettel igen magas toxicita-
sukra, sziikségesnek lattuk ezen anyagok toxikoldgiai vizsgélatat.

Ezen csoportba tartozé hatasos vegyiletek az alkilfoszforsavészterek és az aikil-
fluorfoszforsavészterek, melyeknek Aaltalanos szerkezete a kdvetkezd:

Ri\I[Y /° i
r20 [T\ X
ahol Ri, illetve R, alkil-, vagy alkoxi-gyok, X pedig —F, —CN, —CI lehet.

A DFP ezen anyagok modell-vegylletének tekinthet§, ahol az Rx és R,, izoprop-
oxi-gydk és X = —F:

Munkéank sordn megvizsgaltuk a DFP sorsat a szervezetben azért, hogy egyrész-
r6l a bomlads mechanizmuséat kovetni, masrészt pedig, hogy az esetleges mérgezést
kémiailag diagnosztizalni tudjuk.

o 335



Az igen kis mennyiségl alkilfoszfatok és fluorofoszfatok kémiai meghatarozasara
legalkalmasabb moédszernek Gehauf és munkatarsai (8, 9, 10, 11) altal koézolt kolori-
metrias eljaras latszott.

Ezen moddszer alapja az Gn. Schoenemann-reakcié (12). A reakci6 mechanizmusa
teljes egészében nem tisztazott. Lényege a kovetkez6:- az alkilfoszfatokbol és a
fluorofoszfatokb6l (savhaloidokb6l is) elsé Iépésben perhiétroxil-ionok hatdséra lugos
kézegben (pH 9—11) a megfeleld persav keletkezik.

B\ p/° OOH R\ p/°

r2/ \ f OH r2/ N oo-

Az igy keletkezett persav oxidal olyan anyagokat, melyek oxidéacidja egyébként kiza-
rolag peroxidok hatdsara csak lényegesen lassabban, vagy egyéaltaldin nem menne
végbe. igy persavak hatasara:

— a kolorimetrids meghatdrozas esetében szerves diaminokbél (benzidin,
o-tolidin, o-dianizidin) szines vegyilet képzédik (8);

— a fluoreszcencias meghatarozas esetében indolbdl fluoreszkalé indoxil, majd
kék indigé (9) képzddik;

a lumineszcencids meghatarozas esetében luminolbd6l (10) lumineszkalé — sotét-
ben felvillané — vegyilet keletkezik.

Az emlitett szerz6k eljardsaikat az alkilfoszfatok megfelel6 olddszerben elGalli-
tott tiszta oldatara irtdk le s ezen anyagok g6zeinek levegébdl valé kimutatasara alkal-
maztak (13).

Az ismertetett reakcido koriilményeinek a hatasat a modszer reprodukal-
hat6sagadra vonatkozoéan részletesen kivizsgaltuk, célszerii mddositasokat eszko-
z6ltlink az érzékenység novelésére és a modszer alkalmazhatésagi teriletének
a kiszélesitésére.

Ezen vizsgalataink eredményeinek alapjan dolgoztuk ki a DFP meghata-
rozdsanak a modjat szérumban és teljes vérben.

+ F' H2

MODSZER.
Reagensek:

1. o-tolidin 0,3%-0s acetonos oldata.

2. Natriumperborat 0,3%-os vizes oldata. (Mindkét oldat naponta frissen készi-
tendg!

3.)Aceton (aldehidmentes!). [Készitése: kereskedelmi p. a. min&ségl acetonhoz
kevés szilard KOH-t és annyi szilard KM nd4t adunk, hogy az elegy lila maradjon.
Egy hétig allni hagyjuk, de naponta tobbszor 6sszerdzzuk. Ha szikséges, még adunk
hozzd KMné4t. Egy hét malva visszafolyd h(itével egy 6ran at forraljuk és ledesz-
tillaljuk. A desztillatum elejét és »végét (kb. 1/10-nyi mennyiséget) kuldén fogjuk fel és
elontjik. A kozépsé f6 frakciot sotét, jolzard, becsiszolt tivegdugds palackban jég-
szekrényben taroljuk.]

4. Xilol p. a.

Kivitelezés:

1 ml vizsgalandé vérhez, vagy szérumhoz azonnal hozzdadunk 4 ml acetont.
Osszerazzuk, majd centrifugéaljuk. A szupernatansbdl kivesziink 1 ml-t és hozzaadunk
0,5 ml o-tolidin-oldatot és 2,5 ml Na-perborat-oldatot. 20 perces allas utdn 3 ml xilol-
lal kirdzzuk, centrifugéaljuk. A xilolbdl oldott szinezéket 50 mm-es kis-kiivettaba tolt-
juk, S—A47-es sz(ir6n a hasonlé modon elkészitett dsszehasonlité oldattal szemben —
mely szérumot, vagy vért és a reagensek helyett desztillalt vizet tartalmaz —, az
extinkciokat leolvassuk. Az értékelés ismert mennyiségli DFP bemérésével készilt
kalibraciés gorbe segitségével térténik.

EREDMENYEINK ES MEGBESZELES

Szdmunkra természetesen a legfontosabb annak tisztdzdsa volt, hogy mod-
szerink mennyire megbizhat6. Ezért modell-kisérleteket végeztink, ugyhogy
vérhez, illetve szérumhoz ismert mennyiségld DFP-t adtunk és megvizsgaltuk,
hogy az eljaras soran mennyi DFP-t tudunk visszamérni. Mint az 1. szamu tab-
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Sorszam

10

10

DFP meghatarozasa \eérben,

1 ml-hez adott
DFP
y-ban

1. sZ. TABLAZAT

Talalt DFP
y-ban

TELIES ¥

illete szérumban
Eltérés Eltérés
y-ban %-ban
R

0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
—0,5 —5,0
—0,4 —2,0
—2,0 —10,0
—25 —125
-5,0 —125
—1,0 —25
—4,0 —8,0
—0,5 —10,0
—10 -20,0
—0,5 —5,0
21,0 —10,0
—0,5 —50
—25. —125
—30 -12,5
—3,0 —125
—40 —133
—38,0 —16,0
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lazat mutatja, maddszeriinkkel 20%-nyi pontossaggal sikerilt a hozzaadott
DFP-t meghataroznunk. Kisérleteinkhez kétszer desztillalt DFP-t hasznaltunk,
melynek forraspontja 66,8 C° volt 12 Hgmm nyomadson. (Irodalmi: 67,5 C°!
12 Hgmm. (20)

A rendelkezésiinkre all6 DFP-b6l 1%-os (suly/térfogat) oldatot készitet-
tuink propiiénglikollal, oldatunkat hetenként Gjonnan Kkészitettuk és jégen

oldatot desztillalt vizben valé felhigitdssal készitettik el. Minden kisérletnél
ebbél az oldatbdl készitettink kalibraciés gorbét és ennek segitségével olvas-
tuk le a talalt értékeket.

Patkanyokat és nyulakat mérgeztiink DFP-vel 10 esetben a DLwo harom-
szoros mennyiségével, igy a tiinetek néhany percen belil kifejlédtek. Az alla-
tokat ledltik és vérliikben megkiséreltik a még bomlatlan DFP-molekulat Ki-
mutatni. Ez a prdbalkozas nem sikerilt, felvet6ddtt tehat joggal az a gondolat,
hogy a DFP rendkivil gyorsan elbomlik a szervezetben.

A DFP sorsdt a szervezetben eddig a P32-vel jelzett DFP segitségével
vizsgaltak. Kimutattdk, hogy a beadads utan néhany perc mulva megjelenik és
kimutathaté a periférids vérben. Maximalis aktivitdas 90 perc mulva volt ész-
lelhetd, vizelettel 10 napon belil 60—70% drul ki, mint dizopropilfoszfat
(tehat a F’ hidrolizalt), a faecesszel pedig alig 5% (14).

Okinaka (15) kutyakon végzett kisérletei azt mutattdk, hogy a vérben
7 mg/kg i. V. bead4sa utéan

15 perc mulva 6,8 y/'ml

30 perc mulva 54 y/ml

60 perc mulva 3,4 y/ml alkilfoszfat talalhaté, tovabba kimutattak, hogy
a faecesszel 2%-nal kevesebb Grul ki. Megfigyelték, hogy a F’ lehasadasa a
méjban torténik.

Muntier (16), Augustinson (17, 18) kimutattdk, hogy a szérumban és a
méjban van egy enzim, mely az alkilfoszfatokat hidrolizdlja 1 molekula HF-re
és 1 molekula dialkilfoszfatra.

Cohen (14) kimutatta, hogy a DFP er6sen és irreverzibilisen kapcsolddik
a proteinekhez. Ashbolt (19) szerint is a fehérje-molekula végén all6 szerin-
és tirozin-csoportokat foszforildlja a DFP, ezen mechanizmus alapjan 'bénitja
a kolineszterazt, valamint més enzimeket is, tdbbek kozott pl. elég kifejezet-
ten a tripszint.

Ezek a vizsgalatok nem deritenek fényt arra a kérdésre, hogy a DFP-
molekula mennyi id6 alatt bomlik el. Ugyanis az emlitett szerz6k a P 32-szintet
vizsgaltdk, viszont ez nem ad feleletet arra, hogy a P32 még a bomlatlan mo-
lekulaban van-e jelen, vagy sem.

Ezért szikségesnek lattuk megvizsgalni, hogyan térténik a szervezetben a
DFP elbomlasa. Teljes vérben, szérumban végeztink ilyen iranyd kisérleteket
in vitro korilmények kozott, emberi és kutyavért hasznalva kisérleteinkhez.

Kisérleteinkben 20 y/ml DFP-koncentraciot hasznaltunk, az eljards a kovet-
kezd volt:

37 C°-on tartott citratos, oxaldtos, vagy heparinos vér, szérum, illetve
plazma 1 ml-éhez Wa-csdvekben 0.1 ml 200 y/ml vizes DFP-oldatot adtunk, azaz
20 y-1 Az els6é cs6be azonnal bemértink 4 ml acetont, a tobbibe pedig el6re
meghatarozott id6k utdn. A tovdbbiakban a mar leirt médon jartunk el. Min-
den egyes mérés alkalmaval &sszehasonlité oldatokat is készitettink, termé-
szetesen azonos moédon. DFP helyett vizet adtunk ugyanazon vér, szérum, vagy
plazma azonos mennyiségéhez. Ezzel szemben olvastuk le az extinkcidkat, Kki-
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Minta

spr-

Szama 0’
1 100,0 .
2 100,0
3 100,0
4 100,0
5 100,0
6 100,0
7 100,0
g* 00,0

2

DFP -szint

2’ 5’
— 82,0
— 90,0
— 52,5

58,5 —
63,0 35,0
69,0 56,5
— 57,5
— 93,0

TABLAZAT

%-ban

10’

36,0

93,0

Megjegyzés. A 8* sz. készitmény a 7. sz. kutyavérbdl

szuszpenzidja.

DFP
Minta
sor-
szam 0
1 100,0
2 100,0
3 100,0
4 100,0
5 100,0

3

bomlasa kutya-szérumban (20 y DFP/mIl szérum)

DFP -szint
2’ 5’
0,0 0,0
0,0 —
13,0 0,0
- 16,5
— 23,0

%-ban

SZ. TABLAZAT

10’

0,0

0,0

0,0

DFP bomlasa kutyavérben (20 y DFP/mI vér)

perc mulva

15’

0,0

0,0

0,0

41,5

10,0

22,0

6,2

81,0

20’

0,0

0,0

0,0

0,0

nyert mosott vérgsvértestek

perc mulva

15

0,0

20’

0,0



DFP bomlésa emberi vérben (20 y

DFP bomlésa emberi szérumban (20 y

1 Minta
sor-
szama 0’
1 100,0
2 100,0
3 100,0
4 100,0
Minta
sor-
eszama 0’
1 100,0
2 oo
3 100;0
4 100,0
5 100,0
6 100,0

DpP konc.
yIml
szérum

20

50

100

340

100,0

100,0

100,0

4.

SzZ. TABLAZAT

DFP -szint
2’ 5’
— 66,0
85,6 56,0
— 75,0
— 50,0
5.

% -ban

DFP/mI vér)

perc mulva

10°

25

0,0

SZ. TABLAZAT

DFP -szint % -ban
5’ 10,
32,0 '4,0
63,0 13,0
50,0 0,0
57,0 125
41,0 7,8
61,0 ) 23,4
6. SZ. TABLAZAT

ugyanazon szérumban

DFP -szint

% -ban

10’

0,0

0,0

24,0

15’

0,0

39,0

51,0

DFP/ml szérum)

perc mulva

15
0,0

0,0

0,0
2,0

6,4

perc mulva

15’

14,8

20’

0,0

0,0

25,0

20’

0,0

0,0

20’

7,4



kuszobolve igy a vér-, szérum-, illetve plazmabdl esetleg Kkioldédd szinezé
anyagok zavar6 hatésat.

Természetesen megvizsgaltuk a DFP spontdn hidrolizisét, mind desztillalt
vizben, mind a vér, szérum, illetve plazma pH-janak megfelelé puffer-oldatban,

mAtrpSIWI

1
\ oy
Vo
1 sz. 4abra. DFP bomléasa kilonb6z6 2. sz. abra. DFP bomlasa kilonbozé
kutyavérekben (I) és szérumokban (II) emberi vérekben (I) és szérumokban (Il)
MIN sdauM
wQ
5 10 15 SOperc 10 15 20 perc

3. sz. abra

azonos korulmények kozott. Azt taldltuk, hogy a DFP ennyi id6 alatt egyalta-
lan, de még néhany 6ran belul sem hidrolizal szdmottevé mennyiségben. Vizs-
galataink eredményét a kovetkezd 2., 3., 4., 5., 6. szamu tablazatok és az 1., 2,
3., 4., 5. szam( abrak dokumentaljak.
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A tadblazatokbdl és abrakbol lathaté, hogy a DFP a vérben és a szérumban
igen gyorsan elbomlik. A bontdsban az alakos elemek alig vesznek részt. Ezek
a kisérletek is igazoljak a szérumban levé al'kilfoszfatdze enzim létezését.

Masrészr6l a kisérletek bizonyitjak, hogy a mérgezett allatok vérében és
szérumaban a DFP méar nem mutathaté ki, igy diagnosztikus, vagy egyéb cél-
b6l keresni nem érdemes.

%DFPSUNT

4. sz. 4bra. A DFP bomlasa ugyanazon 5. sz. &bra. A DFP bomlasanak fliggése
egyed, vérében (1), szérumaban (Il) és a koncentraciétél, ugyanazon vérben
mosott voOrdsvértest szuszpenzidjédban

()

OSSZEFOGLALAS

1. A szerz6k kidolgoztak eljardst DFP-nek vérben és szérumban val6 meg-
hatdrozasara. A modszer érzékenysége 5 y/ml.

2. Vizsgaltdk a DFP elbomlasat vérben, szérumban és azt talaltdk, hogy
a bomlas rendkivil gyors és ez a gyors bomlas is igazolja az alkilfoszfataze
jelenlétét a szérumban.
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KanutaH tapm. cnyx6bl g-p J1. ObApmatv 1 NoAMOAKOBHUK Med, cnyx6bl g-p I JaBug:

NCCNEALOBAHUWE PACNALA ANTIKNT®OCPATOB B KPOBU
N B CbIBOPOTKE KPOBW

1 ABTOpbl paspaboTann meTog onpegeneHusa DFF (diisopropylfluorophosphat) B KpoBu u
CbIBOPOTKE. YyBCTBUTENIbLHOCTL MeTofa 5 MWKpoOrpamm M.

2. Mpu aHanu3e pacnaga DFP B KPOBM W CbIBOPOTKE 6ObII0 OTMEYEHO, YTO pacnag npo-
MCXOAMT 4pe3BblyaliHO GbICTPO M 3TO TOXe MOATBEPXAaeT MPUCYTCTBME ankungocgara B Cbl-
BOPOTKE.

Dr. L. Gyarmati, Hauptm.-Pharmaz. d. San. und Dr. G. D4vid, Oberstl. d. San.:

VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG DER ZERSETZUNG VON ALKYLPHOSPHATEN
IM BLUTE UND IM SERUM

Verfasser arbeiteten ein neues Verfahren fir die Bestimmung des DFP
(Diisopropylfluorophosphat) aus dem Blute und Serum aus. Empfindlichkeit der
Verfahren erreicht 5 Mikrogramm pro ml. Es wurde der Zerfall des DFP im Blute
sowie im Serum studiert und indessen konnte mann feststellen, dass der Zerfall sehr
rasch verlauft, weiter dass dieser schnelle Ablauf das Anwesen einer Alkylphospha-
tase im Serum erweisst.

Meprobamat (Andaxin) hatasa a vékonybélmozgéasra

Irta: Sanlha Andras dr. orvosalezredes és Hideg Janos dr. orvosf6hadnagy

Az an. tranquillansok vagy ataractikumok alkalmazasa a gydgyaszatban
aranylag rovid id6re tekint vissza, javallati koriilk anndl rohamosabban széle-
sedik, a rajuk vonatkoz6 irodalom pedig napjainkban szinte mar attekinthe-
tetlen. Hazankban e csoportb6l féleg a meprobamat terjed, hatdésmechanizmu-
saval és klinikai alkalmazéasaval az utébbi években szamos kilféldi és néhany
magyar szerz6 is foglalkozik {1, 2, 3, 4, 5 6, 7, 13, 14, 19, 20, 21, 25). A szak-
irodalomban a meprobamatot ,,centrdlis relaxans”-ként kezelik, az adatok sze-
rint hatdsat a thalamus magassadgdban fejti ki, altalanos nyugtatd, csdkkenti
a harantcsikolt izomzat tonusat és a gorcskészséget. Ellentétben a phenothia-
zinokkal és a rauwolfia-alkaloidakkal, nem hat az autonom idegrendszerre,
tehat beadasa utan valtozatlan a szivmiikddés, a légzés, a gyomorsav- és a
verejtékelvalasztas stb. Minddssze egy kozlemény utal arra, hogy a centralis
hatas mellett a meprobamatnak periférids ganglion-bénit6 effektusa is kimu-
tathaté, mely a sympathicus és parasympathicus ganglionokon egyarant jelent-
kezik (Garrett és munkatarsai, 7).

Régebbi visgalatainkban tanulmanyoztuk a vékonybél nyalkahartyajanak far-
gasa, az altalunk bélmikromotorikanak nevezett jelenség, igen érzékenyen reagal a
kilonféle serkentd és gatld hatdsokra. Tanulméanyoztuk a biogén aminok (22), kulon-
féle novényi kivonatok (11), baktériumtoxinok (27), cholin és szarmazékai (15), a
phenothiazinok (8), a hypothermia (23) szerepét a vékonybél mikromotorikajanak val-
tozasaban. Ludany és mtsai (jabban a serotonin (18), a reserpin (16) és mas
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