kisérletes kozlemény

Alkilfoszfat-mérgezések biokémiai vizsgalata*
irta: Gyarmati LaszI6 dr. gydgyszerész Ornagy

Jelen kozleményben az alkilfoszfat tipusa idegmérgek (DFP. Tabun, Sarin)
okozta mérgezések kémiai, ill. biokémiai kimutatdsara irdnyuld vizsgélataink-
rol, valamint a nem specifikus kolineszterdze (tovabbiakban CHE) aktivitasa-
nak az alakulasarol kivdnok beszamolni.

Az alkilfoszfatok kémiai kimutatdsdra a kovetkezd lehet6ségek &allanak
rendelkezéstinkre: a) az alkotd elemek vagy gyokcsoportok kimutatasa, b) az
egész molekulara jellemz6 kémiai reakcid. Az elébbiek biol6giai anyagban nem
johetnek szamitasba. A masodik lehet6ség, azaz az egész molekulara jellemzé
reakcid, az un. Schonemann-reakcié. Ennek lényege: az alkilfoszfatok lugos,
hidrogén-hiperoxid hatasara perfoszforsavva alakulnak, a perfoszforsav pe-
dig néhany aromas diamint szines vegyiletté oxidal. A szin erdssége alkalmas
koralmény kozott aréanyos a jelenlevé alkilfoszfat mennyiségével. Ezt a re-
akcidt vizsgaltuk, alkalmas-e a DFP és analdgjainak a bioldgiai kdzegben vald
kimutatasara.

Kidolgoztunk olyan eljarast, amelynek segitségével vérb6l és szérumbol
kb. 10—15 %-0s veszteséggel ki lehet mutatni a hozzdadott DFP-t Ggy, ha —
az enzimfolyamatok gatlasanak céljabol — a szérumot acetonnal azonnal de-
naturaljuk.

A mérgezett allatok véréb6l, szérumabdl azonban méar nem tudtuk Kimu-
tatni a bomlatlan DFP molekulat. E jelenség okat vizsgaltuk modeU kisérle-
tekben — az emlitett modszerrel — és megéllapitottuk, hogy a vér és a szérum
viszonylag gyorsan elbontja a DFP-t. 2050 ju g ml koncentraciéban a DFP a
kilénbdz6 szérumokban valtozd gyorsasaggal, altalaban 5—20 percen belil el-
bomlik. (E vizsgalatainkat részletesen a Honvédorvosban maéar ismertettik:
1961).

A tovébbiakban vizsgalatainkat kiterjesztettik annak a tisztdzasara, hogy
a Tabumés a Sarin hogyan bomlik a szérumban és a vérben. Megallapitottuk,
hogy ezek is gyorsan, kb. egyforma sebességgel, a DFP-nél valamivel gyorsab-
ban bomlanak.

Ezért a mérgezést és a szubtoxikus allapotot — mas Uton — a CHE aktivi-
tasdnak a bénitasa Gtjan probaltuk bizonyitani, miutdn az emlitett vegytletek
igen kifejezett CHE bénitdé hatassal rendelkeznek.

b *é%z) V? Honvédorvosi Tudomanyos Ertekezleten elhangzott el6adas. (1961. ok-
téber 28.
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Ebbél a célbol kidolgoztunk Gj CHE-aktivitas meghatarozasi eljarast, amely
gyorsabb és egyszer(ibb az ismert eljarasoknal és a CHE aktivitdsanak valto-
zasat gyorsan és érzékenyen koveti. A modszer lényege a kovetkez6: a sarga
szinl azonaftilacetat (szubsztrat) a CHE hatasara hidrolizal. A hidrolizis egyik
terméke, az azonaftol, élénk piros szind. A kialakuld piros szin eréssége meg-
felel6 korulmények kozott alkalmas a CHE aktivitdsdnak mérésére. A modszer
részleteit Kisérletes Orvostudomany cimd folyéiratban kézéltik (1960). A mdd-
szerrel kapcsolatban megjegyezziilk még, hogy néhany maédositassal alkalmassa
tettik a szovetek CHE-raktivitdsanak mérésére, tovdbba a moddszer alkalmas
lehet tabori kortlmények kozott a CHE aktivitdsanak, illetbleg a bénitdsanak
vizualis értékelésére, mert a kialakuld piros szin igen jol érzékelhetd.

GEQUM CUL ALAKULASA PATKANYOKN AL
DPP-VEI JOQTANJ MPPGPIASKOP

DOSIS 1mg / kg 0OO0P i.p,

K p i 20 ALLAT)

1 sz. &bra

Mddszertinkkel megvizsgaltuk a CHE alakuldsénak dinamikajat patka-
nyokon, réviddel a mérgezés utan, hogy megallapitsuk a CHE aktivitdsdban be-
kovetkezd csokkenést, alkalmas-e a méreg hatasanak kimutatasara szubtoxikus
adagok esetén, azaz olyankor, amikor a mérgezés klinikai tlnetei még nem,
vagy csak igen enyhe formaban fejl6dtek Ki.

Ezeket a vizsgalatokat a kovetkez6 modszerrel végeztik:

DFP-bdl a patkanyok i. p. 0,25, 0,5 1,0 mg/kg-ot kaptak, gyomorszondan
at pedig 1 mg/kg-ot, kaptak vizes oldatban.

Tahimbdl a patkanyok i. p. 0,1 mg/kg-ot és gyomorszondan 0,25 mg/kg-ot
kaptak vizes oldatban.

Sarinbdl a patkanyok i. p. 0,05 mg/kg-ot és gyomorszondan at 0,1 mg/kg-ot
kaptak, ugyancsak vizes oldatban.
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Az adagok megvalasztasa a kovetkez6 szempont szerint tortént: a szub-
toxikus &llapot elérésére annak a doézisnak a felét (ill. egynegyedét) alkalmaz-
tuk, amely az allatok mindegyikénél jellegzetes Kklinikai tiineteket, heves gor-
csoket okozott, azaz a toxikus dozis felét alkalmaztuk. A vért farokvénabol
vettik, a mérgezés el6tt, majd a mérgezés utan 5, 60, 120 perc és 24 6ra mulva.
A korai, két éran bellli CHE-aktivitds valtozasokat a koévetkez6 (L., 2., 3. sz
abrak) mutatjak.

A DFP i. p. adagolt szubtoxikus adagjainak hatasara a szérum CHE-szintje
5 percen belll az eredeti érték 0—20%-4ara csokkent (kozépértékben 10%-ra)
és ezen a szinten mozog az elkdvetkez6 két ordban is.

A SERUM CUE ALAKULASA A PATEANVOENAI{, TABUNNAL
rogrdNr meldgez”geoq
O0Sie 0,1mg/Eg <p

2 sz. dbra

Az i. p. adagolt Tabun toxikus adagjainal a CHE-aktivitas az elsé 5 perc-
ben az eredeti szint 5—30%-ig csokkent (koézépértékben 20'%-ra), amely a
kovetkez6 két oraban a legtobb allatnal lassan emelkedni kezdett, de néhany-
nal kozel azonos szinten mozgott.

A Sarin i. p. adott szubtoxikus dézisainak a hatasdra az aktivitasok kb.
5 perc malva zomilkben a 10—50%-ra csokkentek. A bénulas foka Uzonban
mar nem olyan nagyfok( és nem olyan homogén eloszlast, mint a Tabunnél
vagy a DFP-nél tapasztalhat6 volt. Ugy, hogy ebben az esetben az atlagolas
nem is indokolt és ezért az abran ezt nem is jeloltik. A bénitas, bar kevésbé,
de azért itt is jellemz6 — legaldbb is a korai id6szakban —, annak ellenére,
hogy a szOras nagy.

Gyomorszondan adagolt mérgek esetében az alkalmazott adagok hatasara
mindharom anyagnal a CHE-aktivitds 10 perc mulva az eredeti értéknek kb.

—30° o-ara csokkent, amely tovabbi két oraban kb. azonos szinten mozgott.
(4. szama abra.)
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A SEDUM CUE ALAkU LA'SA PA TUA'NVODNAL
SAD INNAL TODTENT MEDGEZESEOD
DOS!9 10105 mg/ kg /p.

3 sz. abra

A SEDUM CUE ALAEULA'SA A GYOMODSZONDAN
AT TODTEfNT MEDGEZESEOD.

cue DO91SOU DPP 1mg/ kg *»
o8 - TABUN 0,25 mg/kg. = »
9APIN 0,1 mg/ kg

60 ISO PCOC

4. sz. abra
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A CHE aktivitdsanak a csokkenése az els6 5—10 percben, sét az els6 ora-
ban is jellemz6 a Tabun és a DFP szubtoxikus adagjainal. Sarinnal a csokke-
nés nem olyan nagy és a csokkenés mértéke nagyobb szorast mutat

Azokban az esetekben, amikor az &llatokon mér a klinikai tinetek mutat-
koztak a DFP és Tabun mérgezésekor, a CHE-szint mindig az eredeti érték
tizedére vagy annal kevesebbre csokkent 5 perc mulva, ill. 1 éran beldl. Sarin-
nal még a toxikus adagok esetében sem érte el ezt a szintet, hanem &ltalaban
ennél magasabb, 25—50% kozott volt, annak ellenére, hogy ezen anyagok kézul
a Sarin a legtoxikusabb.

A DFP mérgezésekor az adagok viszonylag nagyobbak voltak, igy a CHE
szintjének csokkenése is nagyobb foku volt és a restitlcio kés6bben indult meg.
A Tabun és Sarin esetében az adagok abszolut értékben egy nagysagrenddel
kisebbek voltak. Ezzel is magyardzhatd az, hogy a CHE szintjének cstkkenése
kisebb foku, ezen belul a szérasok nagyobbak, és a restiticié hamarabb indul
meg. Azt is megfigyeltik, hogy a DFP-mérgezésben az allatok a CHE-aktivi-
tdsnak a 80—90%-0s csokkenését néhany 6ran keresztil minden tinet nélkul
elviselték, a Tabun- és Sarin-mérgezéskor ilyen vagy ennél kisebb foku csok-
kenés a legtobb esetben mar a klinikai tlinetek megjelenésével jart egyutt.

Ezek a megfigyelések — Ugy véljuk — szintén alatdmasztjak azt a megal-
lapitast, hogy az alkilfoszfatok méregtani hatasaban a CHE-bénitds nem az
egyetlen, talan nem is a legfontosabb tényez6, hanem mas korélettani hatasok:
kardiovaszkularis, neurohormonélis hatadsok és méas enzimrendszer bénitasa is
szerepet jatszik a méreghatas Kkifejlesztésében.

Ami a vizsgalati médszer gyakorlati értékét illeti — Ggy véljuk —, alkal-
mas: a meérgezés tényének a megallapitdsara, a mikrodozisok szervezetbe vald
jutasédnak a bizonyitdsara — DFP és Tabun esetében —, a felszivodas sebes-
ségének, a mentesitési eljardsok hatdsossdganak a vizsgélatara. Ugyanakkor
figyelemre mélté az a kortlmény, hogy a Sarin toxikus doézisainak a fele sem
bénitja oly mértékben és jellegzetesen a CHE-t, mint a Tabun vagy a DFP. Ez
pedig a gyakorlat szempontjabdl azt jelenti, hogy magas toxicitasu alkilfosz-
fatok subtoxikus ddzisainak a szervezetbe valé bejutdsdnak a bizonyitasara
a CHE-aktivitas mérésének a viszonylag egyszer(i modszere egyedill nem al-
kalmas.

Szeretnék roviden beszamolni még a CHE-aktivitas restitliciojanak néhany
részletfolyamatara irdnyul6 Kisérleteinkrél.

Ezeket a kérdéseket_ jelen kozleményben csak érintjik, részleteirdl kés6bbiek-
ben kivanunk beszamolni.” m

Megvizsgaltuk a patkényok savojanak CHE-aktivitasat: 1 egyszeri szub-
toxikus adag utan 24 éra mulva és 2. egy honapon keresztlil naponta beadott
szubtoxikus dozisok utan. Ez utobbi kisérletnél a patkanyok a DFP, U116-
jének 1/5-ét, ill. 1/10-ét kaptak i. p.

Az eredmények a kovetkezOk voltak:

Az egyszeri szubtoxikus adagokkal tortént mérgezések egy részénél 24 o6ra
mulva a CHE-aktivitas elérte, s6t tal is haladta az eredeti szintet. Megfigyel-
tik, minél kisebb volt az alkalmazott adag, annal gyakoribb volt a teljes resti-
tacié vagy az eredeti szint tallépése (tllkompenzalas).

A kronikus kisérletekben egy hénap mulva az elvéreztetett allatok savo-
janak a CHE-aktivitdsa a kovetkez6képpen alakult: a DLso 1/5-ével és a DLso
1/10-ével harminc napon keresztiil naponta mérgezett allatok CHE-aktivitasa
magasabb volt, mint a kontroli-allatok savéjdnak CHE-aktivitasa.

A viszonyokat szamszer(ien az enzim-aktivitas bontasi félideje (Tj/2) és a
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reakcié konstansok (els6rend(i reakciét tételezve fel), valamint az 5. sz. abra
mutatja.

A CHE bontési félideje kontroll &llatoknél: 24 perc
A CHE bontasi félideje . mérgezett allatoknal: 18 perc

A CHE bontési félideje ----— mérgezett allatoknél: 15 perc
10

A reakcié konstansok pedig rendre a kovetkez6k:
Kontroll allatoknal: 34XHO-»

DLso 1/5-ével mérgezett allatoknal: 3,9XHO-:
'DLso 1/10-ével mérgezett allatokndl: 4,8XHO-:

DTP-t«! 1 hénapon &t mérgezett patkaryak
eenaanak KCh2 akiivitasa

Osszefoglalds

Eljarast dolgoztunk ki a vérben és szarumban jelen levé alkilfoszfatok ki-
mutatdsara. Az eljards a Schénemann-reakcion alapul.

Ennek az eljarasnak a segitségével megallapitottuk, hogy az alkilfoszfa-
tok a vérben és szérumban igen gyorsan bomlanak, ezért a mérgezett allatok
vérébdl, szérumabdl az alkilfoszfatok mar roviddel a mérgezés utan sem mu-
tathatok ki.

55



Egyszer( eljarast dolgoztunk ki a szérum CHE-aktivitds meghatarozasara.
A modszer gyors, alkalmazhat6 tabori kortlmények kozott is a CHE aktivita-
sanak, ill. benitasanak a megitélésére.

Megvizsgaltuk a patkanyok szérum CHE aktivitasanak az alakulasat a DFP,
Tabun, Sarin szubtoxikus doézisainak a hatdsara, roviddel a mérgezés utan.
Azt talaltuk, hogy a DFP és a Tabun szubtoxikus adagjainak a hatasara az
aktivitds mar az els6 5 percben szignifikansan csokken és nagyjabdl ezen a
szinten marad 2, ill. 1 6rdig. A Sarin szubtoxikus adagjainak hatdsara a CHE-
aktivitds csokkenése kisebb és kevésbé szignifikéns.

Megvizsgaltuk a bénitott CHE restitlcidjanak néhany részletét alkilfosz-
fatokkal mérgezett patkanyok savéjaban és azt talaltuk:

a) a CHE restitucidja egyszeri Kis adagokkal tortént mérgezések utan vi-
szonylag gyors, 24 6ra mulva elérheti, s6t meg is haladhatja az eredeti szin-
tet — ennek valo6szinlsége annal nagyobb, minél kisebb volt az alkalmazott
adag,

b) hossz( idén &t adagolt kis ddzisok hatdsara a CHE-aktivitas magasabb
lesz a kezdeti szintnél. Ennek a”tulkompenzalasnak a mértéke annal nagyobb,
minél kisebb volt az alkalmazott adag.

Ezekben a vizsgalatokban munkatarsam volt dr. David Gabor o. alez.

Ezen az (ton mondok kdszonetét Fanczi Istvan és dr. Kovacs Maténé elv-
tarsaknak a technikai munkéban nyujtott segitségukért.

Maliop dapm. cny>k6bl g-p J1. ObapmaTu:

BNOXNMMNYECKWE WCCNEQOBAHWA MPUN OTPABJNIEHNAX
ANKNNT®POCOPATAMN

ABTOPOM TPaKTYHOTCA COGCTBEHHbIE WCCMEfOBaHWA MO BbIABMNEHUIO OTPaBfeHNA HepB-
HbIMWU SilAMW XMMWYECKMMMU N BUOXMMUYECKMMU crnocobaMu, a Takke M3MEHEHWs aKTUBHOCTU
HecneumMUYecKoi XONMHICTepasbl B paHHeM Mepuode CyBTOKCUYECKUX OTPaBfieHWIA.

ABTOpOM paspaboTaH MeToj OnpeAenieHUs HepacnasLlero ankungocgara B KPOBM U B Cbl-
BOPOTKe. MeTof OCHOBaH Ha peakuuu LlleHemaHHa.

C nomoLlblo 3TOr0 MeTofa YAanocb YCTaHOBUTb, YTO ankungochaTbl pacnajalTcs B
KPOBU 1 CbIBOPOTKE 4Ype3BblHaiiHO 6bICTPO, MO3TOMY OHWM He 06HapyXXMBAKTCA B KPOBU WU Cbl-
BOPOTKE >KMBOTHbIX Y)XKe 4epe3 KpaTKuii NMpPOMeXyTOK BpeMeHW.

ABTOpPOM BbIpabaTbiBasics NPOCTON U 6bICTPbIA CMOCO6 onpefesieHNss aKTUBHOCTUM %O
NIMH3CTepasbl B CbIBOPOTKE, MPWEMEMbIA W B MOMEBbIX YCNOBUAX.

O6cnefoBanncb N3MEHEHWA aKTUBHOCTM CbIBOPOTOYHOM XOMMH3CTEPasbl KPbIC Mof BAUS-
Huem cy6ToKcuyeckmx po3 A®rl, TabyHa, 3apuHa 4epe3 KpaTKUn MNPOMEXYTOK BpeMeHU
nocne otpaeneHus. lMog BAMAHMEM cy6ToKcmyeckux o3 AP u TabyHa aKTUBHOCTb CHU-
XaeTcA yXe B Mepeble 5 MUHYT W ocTaeTca' Ha 3TOM ypoBHe 1—2 uaca. Takoe CHuXeHWe
06Hapy>XMBaeTCa B MeHblUel CTeneHW nocse Cy6TOKCUYeCKMX 03 3apuHa.

O6e nefoBannCb HEKOTOpble feTany BOCCTAHOB/IEHWS 3aTOPMOXEHHOW XOMMH3CTepasbl B
CbIBOPOTKE KpbIC OTPaBneHHbIX ankungochaTamu:

a) BOCCTaHOBMIEHWME XOMMHICTEpasbl NPOUCXOAUT CpaBHUTENbHO 6bICTPO MoOcne oTpaBsie-
HUSI ManbIMWU OAHOKPaTHbIMW [A03aMW. [0CTUraeTcs WCXOAHbIA ypoBeHb uepe3 24 u.

6) Npyv NPUMEHeHMU ManblX MOBTOPHbLIX A03 4Yepe3 ANNTeNbHOe BPeMsl, aKTUBHOCTb XO-
NIMH3CTepasbl CTAHOBUTCA BbIle WCXO4HOr0 YpPOBHA. Pasmep 3Toli 4pe3mepHOl KOMMeHcauun
Tem 60/blUe, YeM MeHbLUe OblIv [03bl.

Dr. L. Gyarmati, Apoth.—Major:
BIOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN UBER ALKYLPHOSPHATVERGIFTUNGEN
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