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PERSPEKTIVY VYUZIT{ MODELU ENZYMU PRI ODMOROVANf ORGANOFOSFOROVYCH
OTRAVNYCH LATEK

Mjr. ing. Jiff CABAL
Vojensk4 1ékai'sk4 akademie JEP, Hradec Krilové
(rektor: plk. prof. MUDr. Josef Fusek, DrSc.)

V uplynulych letech byl v CSA smérovan vyzkum
principh odmofovani otravnych litek (OL) na vyuZiti
b&%nych chemickych reakci a fyzikdlnich d&jd, jako je
sorpce. Praktickym odrazem této vyzkumné ¢innosti bylo
zavedeni individudlniho protichemického balitku fungu-
jictho na sorpénim principu a aminoalkohol4tového
odmotovaciho roztoku OR3 pro soupravy OS3 do vyzbro-
je CSA. Dal¥ zvy3eni i&innosti odmotovactho procesu,
snieni agresivity a korozivniho pisobeni vii¢i riznym
konstruk&nim povrchiim, vletn® lidské kiiZe, je moZné
dosdhnout jen &inidly s principidlng odli¥nym mecha-
nismem reakce s otravnou l4tkou. Cinidla tohoto druhu
byla ji% dels{ dobu hled4na téZ mezi latkami souhrnng
nazyvanymi jako katalyzatory chemickych reakci. Snahy
o vyuZiti principu katalyzy v odmofovén{ jsou datovany
jiz z 50. let, kdy byly provddény experimenty s cilem
zdm&mé vytvolit prechodovy komplex otravné latky
s katalytickym &inidlem, jako jsou napf. aminometalické
cheléty (1) aj. Déle byly provddény pokusy s n&kterymi
druhy enzymf, které jsou schopny degradovat nervové
paralytické otravné litky a organofosforové insekticidy.
Zajimavych vysledkd bylo dosaZeno s alkalickymi fosfa-
tdzami, které dobt'e odmofujf l4tky, jako jsou DFP a tabun.
Touto problematikou se difve zabyvali i pracovnici naSe-
ho pracovistZ (2), pfi¢emZ byla potvrzena vyznamn4 akti-
vita detoxikujicich enzymi ve vztahu k tabunu a somanu,
méng jiZ k sarinu a zcela zanedbatelnd byla u modelové
latky VX. Pro odmofovini organofosforovych otravnych
latek byly vyuZivany i tzv. Zivé odmofovaci receptury, tj.
roztoky s mikroorganismy schopnymi rozkladat otravné
litky (3, 4, 5). Postupy vyuZivajici k detoxikaci orga-
nofosforovych OL enzymi a mikroorganismi v¥ak nara-
Zely i pies vcelku slibné vysledky experimentii na nékteré
obtiZe souvisejici s praktickym vyuZitim t&chto receptur,
jako je omezend skladovatelnost, mald odolnost proti
vlivim vn&j§iho prostfedi, pomalost v ndb&hové fizi
reakce aj. Z t&hto divodid byly déle hlediny cesty, jak
ziskat ldtky s katalytickou i¢innosti enzymi, ale bez jejich
negativnich vlastnosti. Jednim z moZnych feSeni je vyuZiti
tzv. syntetickych modeld enzymd.

Ve struktufe enzymd, pokud nis bude zajimat jejich
katalytick4 funkce, majf rozhodujici vyznam tzv. aktivni
a vazebnd mista. Jsou to ¢4sti struktury enzymi schopné
zachytit molekulu substrdtu s pomoci nékterych funk&nich
skupin okolnich aminokyselin polypeptidového fetézce,
a vytvofit tak kovalentni vazby se substratem, Tak vznikne
pfechodovy komplex schopny dal3i reakce. Naroky této
struktury, co se tyki jeji funkce, dobie spliiuje skupina
slou¢enin souhrnng nazyvan4 cyklodextriny (CD).

Cyklodextriny jsou produkty ¢astetné depolymerace
$krobidl zplsobené enzymy nékterych mikroorganismi.
Jejich struktura je d4na zdkladni stavebni jednotkou Skro-

bu D-glukopyranézou (obr. 1), kterd se v molekule CD
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Obr. 1 Zdkladni stavebn{ jednotka 3krobu - glukopyrandza

n-krdt opakuje, pfiemZ oba konce polysacharidového
fetézce jsou spojeny (obr.2).
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Obr. 2 Struktura molekuly CD
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Obr. 3 prostorové uspordddni molekuly CD

V odborné literatufe se prvni zminka o CD objevila vr.
1891, kdy byly Villiersem (6) popisovany jako produkt
trdveni Skrobu Bacillus amylobacter. Tehdy byly nazy-
vény jako celulosiny. V poloving 30. let byly Freu-
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denbergem (7) pfipraveny ¢isté CD a objasn&na jejich
struktura. V polovin& 50. let se zacala intenzivné rozvijet
cyklodextrinovd chemie inkluznich komplexil, jejimZ
zdkladem je schopnost CD pohlcovat cizi molekuly
v kapalné i plynné fazi. V praxi jsou vyuZiviny alfa, beta
agamaCD sn=6, 7, a 8, z nichZ nejvétsi uplatn&ni nasel
beta-CD.

Tabulka 1
Prehled fyzikslnich a toxikologickych vlastnostf

Parametr alfa-CD beta-CD gama-CD
relativn{ mol. hmotnost 972 1135 1297
polet glukapyranosovych 6 7 8
jednotek v cyklu
primér kavity [m] 4761070 | 8.107° 1107

krystalografickd soustava festereénd | jednoklonnd | &tvereéni

bod ténf [°C] cca 200 cca 200 cca 200
specifilni hustota [g/ml] 1,42-1,45 1,42-1,45 1,42-145
rozpustnost ve 100 ml vody 145 18 232
pii25 °C[g)
toxicita pro krysu pfi dlouho-
dobém [g/kg] podévéni - LDso

p. 0. - 12

i.v. 1 0,788

i.p. - 0,590

To, co tyto latky &inf zajimavymi, je jejich prostorové
uspofddini, které lze zjednodulen® popsat jako prstenec,
kde na jednom &ele jsou umist€ny primarni hydroxylové
skupiny a na druhém sekundérni. Vnitini valcové plocha
je tvofena atomy vodiku a glykosidického kysliku.
Vyslednym efektem této konfigurace je hydrofilni vn&;3i
povrch molekuly a hydrofébni vnitfni povrch dutiny (obr.
3). Toto uspofdddni CD molekuly je svymi funkénimi
vlastnostmi podobné aktivnimu i vazebnému mistu enzy-
mu.

Pifprava CD je zaloZena na fermentaci $krobu témito
mikroorganismy: Bacillus amylobacter, Bacillus mace-
rans, Bacillus megatherium a Klebsiella pneumonijae
produkujicich enzym transglykosyldzu, kterd provadi
konverzi pfedhydrolyzovaného krobu na CD (8, 9, 10,
11, 12, 13). Vyzkum CD byl v uplynulych letech veden ve
dvou smérech. V prvnim byla objasn€na funkce
a vlastnosti dutiny uvnitt CD molekuly. To se po fase
odrazilo i v riznych praktickych aplikacich a dnes jiZ jsou
CD zcela b&%né€ vyuZivany, napf. jako latky schopné fidit
uvoltovani aktivnich komponent 1é&iv nebo ptipravki na
ochranu rostlin pii jejich aplikaci (14, 15, 16, 17, 18, 19,
20).

V druhém sméru, kdyZ byla pozndna podobnost CD
s enzymy, byla snaha modifikovat hydroxylové skupiny
glukopyrandzy jinymi funk&nimi skupinami, a tak zlepit
reaktivni katalytické vlastnosti CD. V podatku bylo usili
vyzkumu zam&eno na pifpravu relativng jednoduchych
derivat CD a v ndvaznosti na to byly zkoumany jejich
vlastnosti. AZ pozdgji se objevila mySlenka zcela cileng
napodobit chemickou strukturu aktivnich centern&kterych
dobte prozkoumanych enzymi. V této etap& se viak obje-

vily nékteré t¥7ko fesitelné problémy, a to zejména
v oblasti syntézy, na kterou byl kladen poZadavek zcela
ptfesné definovaného rozmisténi funk&nich skupin na
mistech hydroxylovych skupin glukopyranéz tvoficich
CD. Popiekon4ni této obtiZe, coZ se mezi prvnimi podafilo
Breslowovi a spol. (21) pfi syntéze modelu ribonukledzy,
se oteviela cesta k syntéze vysoce icinnych enzymovych
modeld. Mimo jiZ zmin&né ribonukleizy se podafilo
syntetizovat modely nékterych serinovych protedz, meta-
loproteédz a alfa-chymotripsinu, u kterého bylo dosaZeno
pfi hydrolyze m-t-butylfenylacetdtu 154 000krat vEtSi
rychlosti hydrolyzy neZ v reakci bez katalyzétoru (22), coZ
je jen 18krdt méné neZ u nativntho enzymu. Déle byla
napodobena funkce karbondtanhydrizy, tryptofansyn-
tazy, n€které typy oxidoreduktaz a dal¥i.

Shrneme-li dosud uveden4 fakta, dospivame k zdvéru,
Ze je moZno syntetizovat fungujici jednoduché modely
enzymi, které jsou svoji aktivitou blizké svym nativnim
vzortim. Podstatné je téZ to, Ze ziskané modely enzymi
jsou schopny urychlit hydrolyzu riznych esterli a mezi
nimi i esterd kyseliny fosfore¢né a esterll fosfonovych
kyselin. Szeitli a Banky-Eld (23) provadéli experimenty
s organofosforovym insekticidem trichlorfonem, pfi¢emZ
zjistili vyznamny vliv CD na urychleni jeho hydrolyzy.
Kausar a spol. se v prici (24) zabyvali vlivem CD na
rychlost alkalické hydrolyzy triesterli fosforedné kyseliny
a prokézali téZ jejich katalyticky ucinek. Matsumoto
a Komiyama (25) vyuZili jako katalyzator beta CD substi-
tuovany diethylentriaminem, ktery se pfireakcich s dieste-
ry kyselin fosforu projevil jako velmi i¢inny katalyzator.
Z vojenského hlediska je zajimava prace Van Hooidonka
a Breebaart-Hansena (26), kteii uvadgji, Ze 0,1 M roztok
alfa CD urychluje hydrolyzu sarinu aZ 30krat.

Z vysledkd t&chto praci je patrné, e CD dok4Z{ i¢inng
§t€pit i latky typu organofosforovych esterl, pfifemZ
pouZité CD nebyly substituovany nebo byly substituoviny
jen jednoduchymi funk&nimi skupinami. Vezmeme-li
v tivahu vysledky price Bendera (22), objevuje se zde
moZnost vytvorit modely enzymii s katalytickou i¢innosti
v detoxika¢nich reakcich zmin€nych organofosforovych
otravnych latek. Vlastnosti t¥chto katalyzatori navic nabi-
zeji je¥t€ jednu velmi ldkavou moZnost: vytvofit jednu
smés katalyzitoril, kterd by s vysokou iucinnosti mohla
odmoiovat viechny typy otravnych latek. Nezanedbatelné
je ito, Ze pii zachovani reak&ni rychlosti dne¥nich odmo-
fovacich receptur by bylo moZno radikédln& omezit jejich
alkalické a oxidalni vlastnosti, coZ by umoZnilo jejich
aplikaci i na povrchy, u kterych to dosud nebylo moZné,
vletng pokoZky zamoienych osob.

V CR. doposud neexistuje velkovyroba CD. Jedn4 se
o typickou biotechnologii, ekologicky Cistou, s moZnosti
vyuZiti domAci suroviny - $krobu. Je jen otdzkou Casu, kdy
se tyto litky i u nis zatnou vyrdbét. Ve vychodni Evropé
je zatim jedinym producentem madarsk4 firma Chinoin:
Neslo by totiZ jen o ryze vojenskou vyrobu, ale i mnohem
§ir¥i aplikace ve farmaceutickém, potraviniiském
a kosmetickém priimyslu, kde je beta-cyklodextrin Casto
pouZivan jako inkluzni systém pro molekul4rn{ "enkapsu-
laci" farmak, syntetickych & piirodnich chufovych
a aromatickych latek apod. Inkluzni komplex CD-substrat
zabezpeCuje stabilitu substritu, ochranu proti degradaci
v riiznych prostifedich a jeho postupné uvolfiovani.
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Souhrn

V ¢&lanku je proveden rozbor dosavadniho vyvoje odmo-
fovacich Cinidel otravnych litek a nastingny jeho
perspektivy. Jednim z hlavnich smérii soutasného vyzku-
mu je hled4ni odmofovacich &inidel na bazi katalyzatord
blizkych svoji funkci enzymim. Mezi tyto litky pati{
cyklodextriny, které jsou schopny napodobit zikladni
funkce enzymd. ZlepSeni jejich funkce napomaha nava-
zén{ dal¥ich funk&nich skupin na cyklodextrinovy skelet.
Jsou popsiny aplikace téchto l4tek pfi hydrolyze esteri
fosforeZnych a fosfonovych kyselin.

Literatura

o

. WAGNER-JAUREG, T. et al.: Model reaction of phosphorus
containing enzyme inactivators. IV. The catalytic activity of certain
metal salts and chelates in the hydrolysis of diisopropyl fluor
phosphate. J. Am. Chem. Soc., 77, 1955, 5. 922-929.

2. ORNST, F.: Enzymatickd detoxikace bojovych organofosfati.
[Kandid4tsk4 disertace]. Hradec Krdlové 1967. 61 s. VLVDU JEP.

3. HOUSKIN, F. C. G. - ROUSH, A. H.: Hydrolysis of nerve gas by
liquid type diisopropyl phosphonofluoridate hydrolysing enzyme on
agarose resin. Science, 215, 1982, s. 1255-1257.

4. FISCHER, H. F. - MUNNECKE, D. M.: Microbial and enzymatic
degradation of Parathion. [Vyzkumné zpriva]. Brunswick, Institut
fiir Bodenbiologie Bundesforschungsanstalt fiir Landwirtschaft
1980.

5. BAUMGARTEN, J. - BLASS, W. - FROMMER, W. -
MAELLHOFF, E.: Umwandlung von Parathion durch spezielle
Mikroorganismen oder Enzymen. [Zivérend vyzkumnd zpréva].
Brunswick, Institut fiir Bodenbiologie Bundesforschungsanstalt fiir
Landwirtschaft 1982.

6. VILLIERS, A.: Compt. rend., 112, 1891, s. 536. Citovéno podle
SZEITLI, J.: Cyclodextrins and their inclusion complexes. Buda-
pest, Akademiai Kiado 1982. 296 s.

7. FREUDENBERG, K. - JACOBI, R.: Schardingers dextrins from
starch. Ann., 518, 1935, s. 102.

8. BENDER, H.: Production, characterisation and application of cyclo-
dextrins. Adv. Biotechn. Proces., 6, 1986, s. 31-71.

9. Pat. Euro 0 045 464. Nihon Shokuhin Kako Co. HORIKOSHI, K..:
Process for producing cyclodextrins. 1982.

10. Pat: Japan 89 168 295. Sanei Tokak. k. ITO, Y. - HASEGAWA, N.

-SUZUK]I, K.: Enzymic manufacture of cyclodextrins from extruded

starch. 1989.

11. HORIKOSHI, K. - NAKAMURA, N. - MATSUZAWA, N. -
YAMAMOTO, M.: Industrial ion of cyclodextrins. In:
Proceedings of the first Intemational Symposium on Cyclodextrins.
Dordrecht 1982, s. 25.

12. Pat. Japan 87 104 590. Ensuiko Sugar Refining Co. HASHIMOTO,
H. et al.: Manufacture of cyclodextrins from starch. 1987.

13. Pat. Japan 86 185 196. Shokuhin Sangyo Bioreactor System Gijutsu
Kenkyu Kumiai. SAKAI S. et al.: Cyclodextrin production with
imobilized enzyme. 1986.

14. SZEITLL, J. - OLAH, B.: Molecular encapsulation of pesticides
using cyclodextrins. Novenyvedelem, 19, 1983, 5. 364-371.

15. MINAMITE, Y. - KATSUDA, Y.: Present status and future aspect
for pestidices included in cyclodextrins. Denpun Kagaku, 31, 1984,
s. 112-116.

16. BOOCOCK, G. - CAMILLERI, P.: Beta cyclodextrin inclusion
complexes of Mevinphos. J. Agric. Food Chem., 33, 1985, 5. 1032-
1034.

17. UEKAMA, K. et al.: Enhanced dissolution and oral biovailability
of alpha-tocopheryl esters by dimethylbeta-cyclodextrin comple-
xation. J. Inclusion Phenom., 6, 1988, s. 167-174.

18. Pat. NSR 3 346 123. Janssen Pharmaceutica N. V. BRAUNS, U.
-MUELLER, B. W. W.: Beta-cyclodextrin inclusion compounds for
phamaceuticals. 1985.

19. DUCHENE, D.: New trends in pharmaceutical applications of
cyclodextrin inclusion compounds. In: Proceedings of the fourth
International symposium on cyclodextrins. 1988, s. 265.

20. SZENTE, L. - HARANGI, J. - SZEITLI, J.: Long term storage
stability studies on flavour beta-cyclodextrin complex. ibid. s. 545.

21. BRESLOW, R. et al.: Beta cyclodextrinylbisimidazole a model for
ribonuclease. J. Am. Chem. Soc., 100, 1978, s. 3227.

22. BENDER, M. L.: An organic chemical model of the alfa
chymotripsin intermediate. J. Inclusion Phenom., 2, 1984, 5. 433.

23. SZEITLI, J. - BANKY-ELOD, E.: Catalysis of the decomposition
of trichlorphon by inclusion complex formation. Acta Chim. Acad.
Sci. Hung., 91, 1976, 5. 67.

24. KAUSAR, A. R. et al.: Hydrolysis of phosphate esters with CD in
alkaline solution. Indian J. Chem., 5, 1984, 5. 476-477.

25. MATSUMOTO, Y. - KOMIYAMA, M.: Beta CD bearing diet-
hylenetriamine as highly active phosphodiester hydrolysing agent.
Chem. Lett., 3, 1990, s. 469-472.

26. VAN HOOIDONK, C. - BREEBAART-HANSEN, J. C. A. E.:
Model studies for enzyme inhibiton. Rec. Trav. Chim. Pays-Bas, 90,
1971, s. 680.

Kli¢ovi slova: Enzym; Cyklodextrin; Organofosfit.

Do redakce doflo 25. 5. 1992



