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Álkilfoszfátok bomlásának vizsgálata vérben és szérumban

ír ta :
G yarm ati László dr. gyógyszerész-százados és Dávid G ábor dr. orvos-alezredes

A m ásodik v ilágháború t közvetlenül megelőző években és a háború a la tt is 
N ém etországban új, hatásos inszekticidek u tán  k u ta ttak . A rendszeres ku ta tás 
során  felfedezték, hogy bizonyos foszforsavészterek kiváló rovarölő hatásúak. 
Ezeket a vegyületeket m ár régebben ism erték, azonban nem  tu la jdon íto ttak  
nekik  különösebb jelentőséget.

1940-ben Schrader  és m u n k a tá rs a i (1) fo g la lk o ztak  ezekkel a vegyü le tekkel és 
ebből a  veg y ü le ttíp u sb ó l több  száza t á ll í to tta k  elő. A v izsgála tok  so rán  rá jö ttek , hogy 
ezek a  veg y ü le tek  az em b e rre  is igen  to x ikusak , m érgező h a tá su k  a ko linesz teráze  
enzim  irrev e rz ib ilis  b é n ítá sán  a lapszik( (2, 3, 4.)

A zóta szám os ilyen  v eg yü le t v an  fo rg a lo m b an : P a ra th io n , M alath ion , Systox, 
T E P P  (te trae tilp iro fo sz fá t), H E PT  (h ex ae tilte trap iro fo sz fá t), D iazinon, Dem eton, 
W ofatox  stb . (5, 6) m in t növényvédő  és ro v a rirtó sze r. Egyes v együ le tek  pedig  m in t 
gyógyszerek  k e rü ln e k  fe lh aszn á lá sra : D FP (d iizopropilfluoroszfát), N eo-G laucit, F loro- 
p ry l név en  (7). E zeket a gyógyászatban  m io tik u m k én t és a m y as th en ia  g rav is gyógyí
tá s á ra  a já n ljá k .

M in thogy  e v eg y ü le tek  e lte rjed ése  — a k á r  gyógyszerkén t, a k á r  ro v a rir tó  és 
növ én y v éd ő szerk én t — h azán k b an  is v á rh a tó , to v áb b á  tek in te tte l  igen  m agas to x ic itá - 
su k ra , szükségesnek  lá ttu k  ezen anyagok  tox iko lóg iai v izsgála tá t.

Ezen csop o rtb a  ta rto zó  h a táso s veg y ü le tek  az a lk ilfo sz fo rsav ész terek  és az a ik il- 
flu o rfo szfo rsav ész terek , m ely ek n ek  á lta lá n o s  szerkezete  a következő:

R i \ | [ Y / °  «si
r 2/ | Г \ x

ah o l Rí, ille tv e  R„ a lk il-, vagy alkoxi-gyök , X  ped ig  —F, —CN, —Cl lehet.
A D FP ezen anyagok  m o d ell-v eg y ü letén ek  tek in th e tő , aho l az R x és R„ izoprop- 

oxi-gyök és X  =  — F:

M u n k án k  so rán  m egv izsgáltuk  a D FP so rsá t a szervezetben  azért, hogy egyrész
rő l a bom lás m ech an izm u sát követn i, m ásrész t pedig, hogy az esetleges m érgezést 
k ém ia ilag  d iagnosztizá ln i tu d ju k .
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Az igen kis m enny iségű  a lk ilfo sz fá to k  és fluo ro foszfa tok  kém iai m eg h a tá ro zásá ra  
lega lk a lm asab b  m ódszernek  G ehau f és m u n k a tá rsa i (8, 9, 10, 11) á lta l közö lt ko lo ri- 
m e triá s  e ljá rá s  látszo tt.

Ezen m ódszer a la p ja  az ún. S ch o en em a n n -reakc ió  (12). A reakció  m echan izm usa  
teljes egészében nem  tisz tázo tt. L ényege a következő :- az a lk ilfoszfá tokbó l és a  
íluoro foszfá tokbó l (savhalo idokból is) első lépésben  perh ié trox il-ionok  h a tá sá ra  lúgos 
közegben (pH 9—11) a m egfele lő  p e rsav  ke le tkez ik .

B‘ \ p / ° ООН R‘\ p / °
r 2/  \ f OH r 2/  N o o -

+  F ' H 20

Az így k e le tk eze tt p e rsav  ox idál o lyan  an y agokat, m elyek  ox idác ió ja  eg y éb k én t k izá 
ró lag  p e rox idok  h a tá sá ra  csak  lényegesen  lassabban , vagy eg y á lta lán  nem  m enne  
végbe. így  p e rsav a k  h a tá sá ra :

— a k o lo rim e triá s  m eg h a táro zás ese tében  szerves d iam in o k b ó l (benzid in , 
o-to lid in , o-d ian izid in) színes v eg y ü le t képződ ik  (8);

— a fluo reszcenciás m eg h a táro zás ese tében  indo lbó l flu o reszk á ló  indoxil, m ajd  
k é k  indigó (9) képződik ;

a lum ineszcenciás m eg h a táro zás ese tében  lum ino lbó l (10) lum ineszkáló  — sö té t
ben  fe lv illan ó  — v eg y ü le t ke le tkez ik .

Az e m líte tt szerzők e ljá rá sa ik a t az a lk ilfo sz fá to k  m egfelelő  o ldószerben  e lő á llí
to tt  tisz ta  o ld a tá ra  ír tá k  le s ezen anyagok  gőzeinek levegőből való  k im u ta tá sá ra  a lk a l
m az ták  (13).

Az ism erte te tt reakció körülm ényeinek a ha tásá t a m ódszer rep rodukál
hatóságára vonatkozóan részletesen kivizsgáltuk, célszerű m ódosításokat eszkö
zöltünk az érzékenység növelésére és a m ódszer alkalm azhatósági te rü le tének  
a kiszélesítésére.

Ezen vizsgálataink eredm ényeinek alap ján  dolgoztuk ki a D FP m eghatá
rozásának a m ódját szérum ban és te lje s vérben.

M ÓDSZER.
R eagensek:

1. o -to lid in  0,3%-os acetonos o ldata .
2. N á tr iu m p e rb o rá t 0,3%-os vizes o ldata . (M indkét o ld a t n ap o n ta  frissen  készí

tendő!)
3. A ceton (a ldeh idm entes!). [K észítése: k e resk ed e lm i p. a. m inőségű  ace tonhoz  

kevés sz ilá rd  K O H -t és anny i sz ilá rd  K M n ó 4-t ad u n k , hogy az elegy lila  m arad jo n . 
Egy hétig  á lln i hag y ju k , de n a p o n ta  többször összerázzuk. H a szükséges, m ég a d u n k  
hozzá K M n ó 4-t. Egy h é t m ú lv a  visszafolyó h ű tő v el egy ó rán  á t  fo r ra lju k  és ledesz
tillá lju k . A d e sz tillá tu m  e le jé t és »végét (kb. 1/10-nyi m ennyiséget) kü lön  fo g ju k  fe l és 
e lö n tjü k . Á középső fő frak c ió t sö tét, jó lzáró , becsiszolt üvegdugós p a lack b an  jég 
szek rényben  tá ro lju k .]

4. X ilo l p. a.

K ivite lezés:

1 m l v izsgálandó  vérhez, vagy szérum hoz azonnal hozzáad u n k  4 m l ace to n t. 
Ö sszerázzuk, m a jd  c en trifu g á lju k . A szu p e rn a tán sb ó l k iv eszü n k  1 m l-t és ho zzáad u n k  
0,5 m l o -to lid in -o ld a to t és 2,5 m l N a -p erb o rá t-o ld a to t. 20 perces á llá s  u tán  3 m l x ilo l- 
la l k irázzuk , c en trifu g á lju k . A x ilo lbó l o ldo tt sz ínezéket 50 m m -es k is-k ü v e ttá b a  tö lt
jük , S—47-es szűrőn  a hasonló  m ódon e lk ész íte tt összehasonlító  o ld a tta l szem ben  — 
m ely szérum ot, vagy v é r t  és a reag en sek  h e ly e tt d e sz tillá lt v ize t ta r ta lm a z  — , az 
ex tin k c ió k a t leo lvassuk. Az é rték e lés  ism ert m ennyiségű  D F P  bem érésév e l készü lt 
k a lib rác ió s görbe segítségével tö rtén ik .

EREDMÉNYEINK ÉS MEGBESZÉLÉS 
Szám unkra term észetesen a legfontosabb annak tisztázása volt, hogy mód

szerünk m ennyire m egbízható. Ezért m odell-k ísérleteket végeztünk, úgyhogy 
vérhez, illetve szérum hoz ism ert m ennyiségű D FP-t ad tu n k  és m egvizsgáltuk, 
hogy az eljárás során m ennyi D FP -t tu d u n k  visszam érni. M int az 1. szám ú táb -
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DFP meghatározása vérben, illetve szérumban
1 .  S Z .  T Á B L Á Z A T

S o rszám
1 m l-h ez  a d o tt  

D FP 
y -ban

T a lá l t  D FP 
y -ban

E lté ré s
y-ban

E lté ré s
% -ban

T E L J E S  Y É R

1 5,0 5,0 0,0 0,0

2 10,0 10,0 0,0 0,0

3 10,0 10,0 0,0 0,0

4 10,0 9,5 —0,5 —5,0

5 20,0 19,6 — 0,4 —2,0

6 20,0 18,0 —2,0 — 10,0

7 20,0 17,5 —2,5 — 12,5

8 40,0 35,0 - 5 ,0 —12,5

9 40,0 39,0 — 1,0 —2,5

10 50,0 46,0 —4,0 —8,0

S Z É R U M

1 5,0 4,5 —0,5 — 10,0

2 5,0 4,0 — 1,0 -2 0 ,0

3 10,0 9,5 — 0,5 —5,0

4 10,0 9,0 - 1 ,0 — 10,0

5 10,0 9,5 —0,5 -—-5,0

6 20,0 17,5 —2,5 . — 12,5

7 25,0 22,0 — 3,0 -1 2 ,5

8 25,0 22,0 —3,0 — 12,5

9 30,0 26,0 —4,0 — 13,3

10 50,0 42,0 —8,0 —16,0
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lázat m utatja , m ódszerünkkel 20% -nyi pontossággal sikerü lt a hozzáadott 
D FP -t m eghatároznunk. K ísérleteinkhez kétszer desztillált D FP-t használtunk, 
m elynek fo rráspon tja  66,8 C° volt 12 Hgmm nyom áson. (Irodalm i: 67,5 C°! 
12 Hgmm. (20)

A rendelkezésünkre álló D FP-ből 1%-os (súly/térfogat) oldatot készítet
tünk  propiiénglikollal, o ldatunkat hetenkén t ú jonnan készítettük  és jégen 
tároltuk. Ebből a törzsoldatból m inden kísérlethez a k íván t koncentrációjú DFP- 
oldatot desztillált vízben való felhígítással készítettük  el. M inden kísérletnél 
ebből az oldatból készítettünk  kalibrációs görbét és ennek segítségével olvas
tuk  le a ta lá lt értékeket.

P atkányokat és nyu lakat m érgeztünk D FP-vel 10 esetben a D L юо három 
szoros m ennyiségével, így a  tüne tek  néhány  percen belül kifejlődtek. Az álla
tokat leöltük és vérükben  m egkíséreltük  a m ég bom latlan D FP-m olekulát k i
m utatn i. Ez a próbálkozás nem  sikerü lt, felvetődött te h á t joggal az a gondolat, 
hogy a DFP rendkívül gyorsan elbom lik a szervezetben.

A DFP sorsát a szervezetben eddig a P 32-vel je lze tt DFP segítségével 
vizsgálták. K im utatták , hogy a beadás u tá n  néhány perc m úlva m egjelenik és 
k im utatható  a perifériás vérben. M axim ális ak tiv itá s  90 perc m úlva volt ész
lelhető, vizelettel 10 napon belül 60—70% ü rü l ki, m in t düzopropilfoszfát 
(tehát a F ’ hidrolizált), a faecesszel pedig alig 5% (14).

O kinaka  (15) k u ty á k o n  v é g z e tt  k í s é r le te i  a z t  m u ta t tá k ,  h o g y  a v é r b e n  
7 m g /k g  i. V. b e a d á sa  u t á n

15 perc m úlva 6,8 y/'ml
30 p e rc  m ú lv a  5,4 у  /m l
60 perc m úlva 3,4 у/m l alkilfoszfát található, továbbá k im utatták , hogy 

a faecesszel 2% -nál kevesebb ü rü l ki. M egfigyelték, hogy a F ’ lehasadása a 
m ájban tö rténik .

M untier  (16), A ugustinson  (17, 18) k im u ta tták , hogy a szérum ban és a 
m ájban  van  egy enzim, m ely az alkilfoszfátokat h idrolizálja 1 m olekula H F-re 
és 1 m olekula dialkilfoszfátra.

Cohen (14) k im utatta , hogy a D FP erősen és irreverzibilisen kapcsolódik 
a proteinekhez. Ashbolt (19) szerin t is a fehérje-m olekula végén álló szerin- 
és tirozin-csoportokat foszforilálja a DFP, ezen m echanizm us alap ján  'bénítja 
a kolineszterázt, valam in t m ás enzim eket is, többek között pl. elég k ifejezet
ten  a tripszint.

Ezek a vizsgálatok nem  derítenek  fényt a r ra  a kérdésre, hogy a D FP- 
m olekula m ennyi idő a la tt bom lik el. U gyanis az em líte tt szerzők a P 32-szintet 
vizsgálták, viszont ez nem  ad fele letet arra , hogy a P 32 m ég a bom latlan mo
lekulában van-e jelen, vagy sem.

Ezért szükségesnek lá ttu k  m egvizsgálni, hogyan tö rtén ik  a szervezetben a 
D FP elbomlása. Teljes vérben, szérum ban végeztünk ilyen irányú  k ísérleteket 
in v itro  körülm ények között, em beri és ku ty av ért használva kísérleteinkhez.

K ísérleteinkben 20 у/m l D FP-koncentrációt használtunk, az e ljá rás  a követ
kező volt:

37 C°-on ta rto tt citrátos, oxalátos, vagy heparinos vér, szérum , illetve 
plazma 1 m l-éhez W a-csövekben 0.1 ml 200 у /ml vizes D FP-oldatot ad tunk , azaz 
20 y -1. Az első csőbe azonnal bem értünk  4 m l acetont, a többibe pedig előre 
m eghatározott idők után. A továbbiakban a m ár le írt m ódon já rtu n k  el. M in
den egyes m érés alkalm ával összehasonlító o ldatokat is készítettünk, te rm é
szetesen azonos módon. DFP helyett vizet ad tunk  ugyanazon vér, szérum, vagy 
plazm a azonos m ennyiségéhez. Ezzel szem ben olvastuk le az extinkciókat, k i-
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2 .  S Z .  T Á B L Á Z A T

DFP bom lása kutyavérben (20 у  D FP/m l vér)

M in ta
so r

szám a

D FP - s z i n t  % - b a n  . . . .  perc  m úlva

0’ 2’ 5’ 10’ 15’ 20’

1 100,0 . — 82,0 36,0 0,0 0,0

2 100,0 — . 90,0 38,0 0,0 0,0

3 100,0 — 52,5 0,0 0,0 0,0

4 100,0 58,5 — 54,0 41,5 —

5 100,0 63,0 35,0 25,0 10,0 0,0

6 100,0 69,0 56,5 37,0 22,0 —

7 100,0 — 57,5 25,0 6,2 0,0

8* Í00,0 — 93,0 93,0 81,0 81,0

M egjegyzés.  A 8* sz. k ész ítm én y  a 7. sz. k u ty av érb ő l n y e rt m osott vö rö sv értestek  
szuszpenziója.

3. SZ. TÁ B LÁ ZA T

DFP bom lása kutya-szérum ban (20 у  D FP/m l szérum)

M in ta
s o r 

szám

D FP - s z i n t  % - b a n  . . . .  perc  m ú lv a

0’ 2 ’ 5’ 10’ 15’ 20’

1 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

2 100,0 0,0 — — — — _

3 100,0 13,0 0,0 — — —

4 100,0 - 16,5 0,0 — —

5 100,0 — 23,0 0,0 — —
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4 .  S Z .  T Á B L Á Z A T

DFP bom lása em beri vérben (20 у  D FP/m l vér)

1 M in ta  
so r

szám a

D FP - s z i n t  % - b a n  ___ perc  m ú lv a

0’ 2’ 5’ 10’ 15’ 20’

1 100,0 — 66,0 2,5 0,0 0,0

2 100,0 85,6 56,0 — 39,0 0,0

3 100,0 — 75,0 — - 51,0 25,0

4 100,0 — 50,0 0,0 —

5. SZ. TÁ B LÁ ZA T

DFP bom lása emberi szérum ban (20 у  D FP/m l szérum)

M in ta  
sor- 

• szám a

D FP - s z i n t  % - b a n  . . . .  perc  m ú lv a

0’ 5’ 10, 15’ 20’

1 100,0 32,0 '4,0 0,0 —

2 оо
63,0 13,0 0,0 —

3 100;0 50,0 0,0 — —

4 100,0 57,0 12,5 0,0 —

5 100,0 41,0 7,8 2,0 0,0

6 100,0
•

61,0 23,4 6,4 0,0

6. SZ. TÁ B LÁ ZA T

A DFP bom lásának sebessége és a DFP koncentrációjának összefüggése  
ugyanazon szérum ban

D p P  konc. 
y !  m l

szé ru m

D FP - s z i n t  % - b a n  . . . .  perc  m ú lv a

0’ 5’ 10’ 15’ 20’.

20 100,0 50,0 0,0 — -

50 100,0 58,0 0,0 — —

100 100,0 49,0 24,0 14,8 7,4
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küszöbölve így a vér-, szérum -, illetve plazm ából esetleg kioldódó színező 
anyagok zavaró hatását.

Term észetesen m egvizsgáltuk a D FP spontán  hidrolízisét, m ind desztillált 
vízben, m ind a vér, szérum , illetve plazma pH -jának  megfelelő puffer-o ldatban,

;
I i

1 'X
\  ч

\ i .

■AtrpSJWI

1. sz. ábra .  D F P  b o m lá s a  k ü lö n b ö z ő  2. sz. ábra .  D F P  b o m lá s a  k ü lö n b ö z ő
k u t y a v é r e k b e n  (I) és  s z é r u m o k b a n  (II) e m b e r i  v é r e k b e n  (I) és s z é r u m o k b a n  (II)

5 10 15 SO perc

3. sz. ábra

Mll\ sdauM 

véQ

10 15 20 perc

azonos körülm ények között. A zt ta lá ltuk , hogy a DFP ennyi idő a latt egyálta
lán, de még néhány  órán belül sem hidrolizál szám ottevő m ennyiségben. Vizs
gálata ink  eredm ényét a következő 2., 3., 4., 5., 6. szám ú táblázatok és az 1., 2., 
3., 4., 5. szám ú ábrák  dokum entálják .
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A táblázatokból és ábrákból látható, hogy a DFP a vérben és a szérum ban 
igen gyorsan elbomlik. A bontásban az alakos elem ek alig vesznek részt. Ezek 
a kísérletek is igazolják a szérum ban levő al'kilfoszfatáze enzim létezését.

M ásrészről a kísérletek bizonyítják, hogy a m érgezett állatok vérében és 
szérum ában a DFP m ár nem  m uta tha tó  ki, így diagnosztikus, vagy egyéb cél
ból keresni nem  érdemes.

% DFP SÜNT

4. sz. ábra .  A  D F P  b o m lá s a  u g y a n a z o n  5. sz. ábra. A  D F P  b o m lá s á n a k  fü g g é s e
egyed, v é r é b e n  (1), s z é r u m á b a n  (II)  és a k o n c e n tr á c ió tó l ,  u g y a n a z o n  v é r b e n
m o s o t t  v ö r ö s v é r t e s t  s z u s z p e n z ió já b a n  

( II I)

ÖSSZEFOGLALÁS

1. A szerzők kidolgoztak eljárást D FP-nek vérben és szérum ban való m eg
határozására. A m ódszer érzékenysége 5 у /ml.

2. V izsgálták a DFP elbom lását vérben, szérum ban és azt ta lálták , hogy 
a bomlás rendkívül gyors és ez a gyors bomlás is igazolja az alkilfoszfatáze 
jelenlétét a szérum ban.
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Капитан фарм. службы д-р Л. Дьярмати и подполковник мед. службы д-р Г. Давид:
ИССЛЕДОВАНИЕ РА С П А Д А  АЛ К И ЛФ О СФ АТО В В КРОВИ  

И В СЫ ВОРОТКЕ КРОВИ

1. Авторы разработали метод определения DFF (diisopropylfluorophosphat) в крови и 
сыворотке. Чувствительность метода 5 микрограмм мл.

2. При анализе распада DFP в крови и сыворотке было отмечено, что распад про
исходит чрезвычайно быстро и это тоже подтверждает присутствие алкилфосфата в сы
воротке.

Dr. L. G yarm ati, H au p tm .-P h a rm az. d. San. un d  Dr. G. Dávid, O berstl. d. San.:
V E R FA H R E N  ZUR B ESTIM M U NG DER ZER SETZU N G  VON A L K Y LPH O SPH A TEN

IM BLU TE UND IM SERUM

V erfasse r a rb e ite ten  e in  neues V e rfah ren  fü r  die B estim m ung  des D FP 
(D iisop ropy lfluo rophosphat) aus dem  B lu te  u n d  S eru m  aus. E m p fin d lich k eit d e r 
V e rfah re n  e rre ic h t 5 M ikrogram m  pro  m l. Es w u rd e  d e r Z erfa ll des D FP im  B lute  
sow ie im  S eru m  s tu d ie r t  und  indessen  ko n n te  m ann  fe stste llen , dass der Z erfa ll seh r 
ra sch  v e rlä u ft, w e ite r  dass d ieser schnelle  A b lau f das A nw esen e in e r A lky lphospha- 
tase  im  S erum  erw eisst.

Meprobamat (Andaxin) hatása  a vékonybélmozgásra

Irta : Sánlha András dr. orvosalezredes és Hideg János dr. orvosfőhadnagy

Az ún. tranquillánsok  vagy ataractikum ok  alkalm azása a gyógyászatban 
arány lag  rövid időre tek in t vissza, javallati körük annál roham osabban széle
sedik, a rá ju k  vonatkozó irodalom  pedig nap jainkban  szinte m ár á ttek in the

tetlen. H azánkban e csoportból főleg a m eprobam at terjed, hatásm echanizm u
sával és k lin ikai alkalm azásával az utóbbi években számos külföldi és néhány 
m agyar szerző is foglalkozik {1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 13, 14, 19, 20, 21, 25). A szak- 
irodalom ban a m eprobam atot „centrális re laxáns”-k én t kezelik, az adatok sze
r in t hatásá t a thalam us m agasságában fejti ki, általános nyugtató, csökkenti 
a harán tcsíko lt izomzat tónusá t és a görcskészséget. E llentétben a phenothia- 
zinokkal és a rauw olfia-alkaloidákkal, nem  hat az autonom  idegrendszerre, 
te h á t beadása u tán  változatlan a szívm űködés, a légzés, a gyomorsav- és a 
verejtékelválasztás stb. Mindössze egy közlem ény u ta l arra , hogy a centrális 
hatás m elle tt a m eprobam atnak  perifériás ganglion-bénító effektusa is k im u
ta tható , mely a sym pathicus és parasym pathicus ganglionokon egyaránt je len t
kezik (Garrett és m unkatársai, 7).

Régebbi visgálatainkban tanulmányoztuk a vékonybél n y á lk a h á rty á já n a k  fa r 
makológiáját és kimutattuk K o k a s  és L u d á n y  (12) nyomán, hogy a bélbolyhok m oz
gása, az általunk bélmikromotorikának nevezett jelenség, igen érzékenyen  reagál a 
különféle serkentő és gátló hatásokra. T an u lm án y o z tu k  a biogén am inok  (22), kü lön
féle növényi kivonatok (11), baktériumtoxinok (27), cholin  és szárm azékai (15), a 
phenothiazinok (8), a hypothermia (23) szerepét a vékonybél m ik ro m o to rik á ján ak  v á l
tozásában. L u d á n y  és mtsai újabban a se ro to n in  (18), a reserp in  (16) és m ás
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