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PERSPEKTIVY vYUŽITÍ MODELŮ ENZYMŮIPŘI opMOŘOvÁNÍ ORGANOFOSFOROVÝCH
OTRAVNYCH LATEK

Mjr. ing. Jiří CABAL
Vojenská lékařská akademie JEP, Hradec Králové

(rektor: plk. prof. MUDr. Josef Fusek, DrSc.)

v uplynulÿch letech byl v ČSA Smčrøván výzkum
principů odmořování otravných látek (OL) na využití
běžných chemických reakcí a fyzikálních dějů, jako je
Sorpce. Praktickým odrazem této výzkumné činnosti bylo
zavedení individuálního protichemického balíčku fungu-
jícího na Sorpčním principu a aminoalkoholátového
odmořovacího roztoku OR3 pro soupravy 083 do výzbro-
je ČSA. Další zvýšení účinnosti odmořovacího procesu,
Snížení agresivity a korozívního působení vůči různým
konstrukčním povrchům, včetně lidské kůže, je možné
dosáhnout jen činidly s principiálně odlišným mecha-
nismem reakce S otıavnou látkou. Činidla tohoto druhu
byla již delší dobu hledána též mezi látkami Souhmně
nazývanými jako katalyzátory chemických reakcí. Snahy
o využití principu katalýzy v odmořování jsou datovány
již z 50. let, kdy byly prováděny experimenty S cílem
záměrně vytvořit přechodový komplex otravné látky
s katalytickým činidlem, jako jsou např. aminometalické
cheláty (1) aj. Dále byly prováděny pokusy S některými
druhy enzymů, které jsou schopny degradovat nervově
paralytické otravné látky a organofosforové insekticidy.
Zajímavých výsledků bylo dosaženo S alkalickými fosfa-
tázarni, které dobře odmořují látky, jakojsou DFP a tabun.
Touto problematikou Se dříve Zabývali i pracovníci naše-
ho pracoviště (2), přičemž byla potvrzena významná akti-
vita detoxikujících enzymů ve vztahu k tabunu a Somanu,
méně již k Sarinu a zcela zanedbatelná byla u modelové
látky VX. Pro odmořování organofosforových otravných
látek byly využívány í tzv. živé Odmořovací receptury, tj.
roztoky S mikroorganismy Schopnými rozkládat otravné
látky (3, 4, 5). Postupy využívající k detoxikaci orga-
nofosforových OL enzymů a mikroorganismů však nará-
žely i přes vcelku Slibné výsledky experimentů na některé
Obtíže Související S praktickým využitím těchto receptur,
jako je omezená Skladovatelnost, malá odolnost proti
vlivům vnějšího prostředí, pomalost v náběhové fázi
reakce aj. Z těchto důvodů byly dále hledány cesty, jak
získat látky S katalytickou účinnostíenzymů, ale bez jejich
negativních vlastností. Jedním z možných řešeníje využití
tzv. Syntetických modelů enzymů.

Ve Struktuře enzymů, pokud nás bude zajímat jejich
katalytická funkce, mají rozhodující význam tzv. aktivní
a vazebná místa. Jsou to části struktury enzymů Schopné
zachytit molekulu Substrátu s pomocí některých funkčních
Skupin okolních aminokyselin polypeptidového řetězce,
a vytvoñt tak kovalentní vazby Se Substrátem. Tak vznikne
přechodový komplex schopný další reakce. Nároky této
Struktury, co Se týká její funkce, dobře Splňuje Skupina
Sloučenin souhrnně nazývaná cyklodextriny (CD).

Cyklodextriny jsou produkty částečné depolymerace
škrobů způsobené enzymy některých mikroorganismů.
Jejich Struktura je dána základní Stavební jednotkou škro-

bu D-glukopyranózou (obr. 1), která Se v molekule CD
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Obr. I Základní Stavebníjednotka škrobu - glukopyranóza

n-krát opakuje, přičemž oba konce polysacharidového
řetězce jsou Spojeny (obr.2).

Obr. 2 Struktura molekuly CD

ø kovity: cc -cD O,ı.7-O,6nm
I3 -CD 0,8 nm

T—CD 1,0 nm

0br. 3 prostorové uspořádání molekuly CD

V odborné literatuře se první zmínka o CD objevila v r.
1891, kdy byly Villiersem (6) popisovány jako produkt
trávení škrobu Bacillus amylobacter. Tehdy byly nazý-
vány jako celulosiny. V polovině 30. let byly Freu-
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denbergem (7) připraveny čisté CD a objasněna jejich
Struktrn'a. V polovině 50. let se začala intenzivně rozvíjet
cyklodextıinová chemie inkluzních komplexů, jejímž
základem je schopnost CD pohlcovat cizí molekuly
v kapalné i plynné fázi. V praxi jsou využívány alfa, beta
a garna CD S n = 6, 7, a 8, z nichž největší uplatnění našel
beta-CD.

Tabulka l

Přehled fyzikálních a toxikologických vlastností

Parametr alfa-CD beta-CD gama-CD

relativní mol. hmotnost 972 1135 1297

počet glukapyr'anosových
jednotek v cyklu

6 7 8

průměr kavity [m] 4,745.10-lo sur” 1.10-9
krystalografická soustava šesterečná jednoklonná čtverečná

bodtání [°C] cca200 cca200 cca 200

speciální hnxıøın [ynxı] l ,42—1 ,45 1 ,42-1 ,45 1 ,42—1 ,45

1,8 23,2rozpustnost ve 100 ml vody 14,5
při 25 °C [g]

toxicita pro krysu při dlouho-
dobćm [81kg] podávání - LDso

p. o. - 12

i. v. 1 0,788

i. p. - 0,590

To, co tyto látky činí zajímavými, je jejich prostorové
uspořádání, které lze zjednodušeně popsat jako prstenec,
kde na jednom čele jsou umístěny primární hydroxylové
skupiny a na druhém Sekundární. Vnitřní válcová plocha
je tvořena atomy vodíku a glykosidického kyslíku.
Výsledným efektem této konfigurace je hydrofılní vnější
povrch molekuly a hydrofóbní vnitřní povrch dutiny (obr.
3). Toto uspořádání CD molekuly je svými funkčnírni
vlastnostmi podobné aktivnímu i vazebnému místu enzy-
mu.

Příprava CD je založena na fermentaci škrobu těmito
mikroorganismy: Bacillus amylobacter, Bacillus mace-
rans, Bacillus megatherium a Klebsiella pneumoniae
produkujících enzym transglykosylázu, která provádí
konverzi předhydrolyzovaného škrobu na CD (8, 9, 10,
l l, 12, 13). Výzkum CD byl v uplynulých letech veden ve
dvou Směrech. V prvníın byla objasněna funkce
a vlastnosti dutiny uvnitř CD molekuly. To Se po čase
odrazilo i v různých praktických aplikacích a dnes již jsou
CD zcela běžně využívány, např. jako látky schopné řídit
uvolňování aktivních komponent léčiv nebo přípravků na
ochranu rostlin při jejich aplikaci (14, 15, 16, 17, 18, 19,
20).

V druhém Směru, když byla poznána podobnost CD
S enzymy, byla snaha modifikovat hydroxylové Skupiny
glukopyranózy jinými funkčnírni skupinami, a tak zlepšit
reaktivní katalytické vlastnosti CD. V počátku bylo úsilí
výzkumu zaměřeno na přípravu relativně jednoduchých
derivátů CD a v návaznosti na to byly Zkoumány jejich
vlastnosti. Až později Se objevila myšlenka zcela cíleně
napodobitchemickou Stnıkturu aktivních centerněkterých
dobře prozkoumaných enzymů. V této etapě se však obje-

vily některé těžko řešitelné problémy, a to zejména
v oblasti Syntézy, na kterou byl kladen požadavek Zcela
přesně definovaného rozmístění funkčních Skupin na
místech hydroxylových Skupin glukopyranóz tvořících
CD. Popřekonání tétoobtíže, což se meziprvnímipodařilo
Breslowovi a Spol. (21) při Syntéze modelu ribonukleázy,
Se otevřela cesta k Syntéze vysoce účinných enzymových
modelů. Mimo již Zmíněné ribonukleázy Se podařilo
syntetizovat modely některých Serinových proteáz, meta-
loproteáz a alfa-chymotripsinu, u kterého bylo dosaženo
při hydrolýze m-t-butylfenylacetátu 154 000krát větší
rychlosti hydrolýzy než v reakci bez katalyzátoru (22), což
je jen 18krát méně než u nativního enzymu. Dále byla
napodobena funkce karbonátanhydrázy, tryptofansyn-
tázy, některé typy oxidoreduktáz a další.

Shmeme-li dosud uvedená fakta, dospíváme k Závěru,
že je možno Syntetizovat fungující jednoduché modely
enzymů, které jsou Svojí aktivitou blízké Svým nativním
vzorům. Podstatné je též to, že získané modely enzymů
jsou Schopny urychlit hydrolýzu různých esterů a mezi
nimi .i esterů kyseliny fosforečné a esterů fosfonových
kyselin. Szeitli a Bánky-Elöd (23) prováděli experimenty
S organofosforovým insekticidem trichlorfonem, přičemž
Zjistili významný vliv CD na urychlení jeho hydrolýzy.
Kausar a Spol. se v práci (24) Zabývali vlivem CD na
rychlost alkalické hydrolýzy triesterů fosforečné kyseliny
a prokázali též jejich katalytický účinek. Matsumoto
a Komiyama (25) využili jako katalyzátor beta CD substi-
tuovaný diethylentriaminem, který se při reakcích S dieSte-
ry kyselin fosforu projevil jako velmi účinný katalyzátor.
Z vojenského hlediska je zajímavá práce Van Hooidonka
a Breebaart-Hansena (26), kteří uvádějí, že 0,1 M roztok
alfa CD urychluje hydrolýzu Sarinu až 30krát.

Z výsledků těchto prací je patrné, že CD dokáží účinně
štěpit i látky typu organofosforových esterů, přičemž
použité CD nebyly Substituovány nebobyly Substituovány
jen jednoduchými funkčnírni Skupinami. Vezmeme-li
v úvahu výsledky práce Bendera (22), objevuje Se Zde
možnost vytvořit modely enzymů S katalytickou účinností
v detoxikačních reakcích Zmíněných organofosforových
otravných látek. Vlastnosti těchtokatalyzátorů navíc nabí-
Zejí ještě jednu velmi lákavou možnost: vytvořit jednu
Směs katalyzátorů, která by S vysokou účinností mohla
odmořovat všechny typy otravných látek. Nezanedbatelné
je i to, že při zachování reakční rychlosti dnešních odmo-
řovacích receptur by bylo možno radikálně omezit jejich
alkalické a oxidační vlastnosti, což by umožnilo jejich
aplikaci i na povrchy, u kterých to dosud nebylo možné,
včetně pokožky Zamořených osob.

V _ČR. doposud neexistuje velkovýroba CD. Jedná Se
o typickou biotechnologii, ekologicky čistou, S možností
využití domácí Suroviny - škrobu. Je jen otázkou času, kdy
se tyto látky i u nás začnou vyrábět. Ve východní Evropě
je zatím jediným producentem maďarská firma Chinoin:
Nešlo by totiž jen o ryze vojenskou výrobu, ale i mnohem
širší aplikace ve farmaceutickém, potravinářském
a kosmetickém průmyslu, kde je beta-cyklodextrin často
používán jako inkluzní Systém pro molekulární "enkapsu-
laci" farmak, Syntetických či přírodních chuťových
a aromatických látek apod. Inkluzní komplex CD-Substrát
zabezpečuje Stabilitu Substrátu, ochranu proti degradaci
v různých prostředích a jeho postupné uvolňování.
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Souhrn

V článkuje proveden rozbor dosavadního vývoje odmo-
řovacích činidel otravných látek a nastínčny jeho
perspektivy. Jedním z hlavních směrů současného výzku-
mu je hledání odmořovacích činidel na bázi katalyzátorů
blízkých Svojí funkcí enzymům. Mezi tyto látky patří
cyklodextriny, které jsou schopny napodobit základní
funkce enzymů. Zlepšení jejich funkce napomáhá navá-
zání dalších funkčních skupin na cyklodextrinový skelet.
Jsou popsány aplikace těchto látek při hydrolýze esterů
fosforečných a fosfonových kyselin.
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