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Souhrn

Kolorimetrické detektory zaloZzené na rekagiischopnosti acetylcholinesterasy (AChE) jsou wakod
nastrojem pro rychlou a/ftom vysoce senzitivni detekci neregaralytickych latek a ¢kterych pesticid
zaloZené na inhibici AChE. V tomtéepledovénalanku jsou nastigny zékladni biochemické metody vhodné
pro kolorimetrické stanoveni aktivity AChE. Zardysou popsany matrice vhodné pro konstrukci viastni
prukaznilé a chemické i fyzikalni metody vazby AChE na jgimérch. Detehit a ChP-71 jsou uvedeny jako
typické kolorimetrické detektory pro stanoveni ne#\paralytickych latek.

Kli éova slova:Kolorimetrie; Nervo¥ paralyticka latka; AcetylcholinesterasafiRaznik; Detektor.

Colorimetric Detectors Based on Acetylcholinesterasand Its Construction

Summary

Colorimetric detectors based on recognition capabibf acetylcholinesterase (AChE) are a suitabla t
for fast but sensitive detection of nerve agents some pesticides based on AChE inhibition. Inringew
article, basic biochemical methods appropriate ¢otorimetric estimation of AChE enzymatic actiarg
presented. Moreover, the available matrices sué@dbk construction of dipsticks and chemical asl\asl
physical immobilization protocols for AChE bindiog matrice surface are described, too. Detehit @hé-71
are indicated as typical colorimetric detectors &msay of nerve agents.

Key words: Colorimetry; Nerve agents; Acetylcholinesterasqsiick; Detector.

Uvod

Pro stanoveniijtomnosti nervoy paralytickych
latek (NPL) a skterych neurotoxickych organofos-
fatovych pesticid (OP) jsou dlouhodabvyuzZiva-
ny enzymy acetylcholinesterasa (AChE; EC 3.1.1.7.)
a butyrylcholinesterasa (BChE; EC 3.1.1.8). Enzym
acetylcholinesterasa se in natura podili na chgjine
ni neurotransmisi. Jeho konkrétni tloha je hydmlyz
neurotransmiteru acetylcholinu na cholin a octovou
kyselinu v neurosynaptickéegbing a tim ukogeni
pusobeni na cholinergni receptory (9). Vétsv
mite se AChE row¥ nachazi na povrchu krevnich
burgk, kde se podili na neuroendokrinni regulaci
nékterych proces. Vyznam butyrylcholinesterasy
neni tak snadno definovatelny, jako je tomuii p
pads acetylcholinesterasy. V minulosti se nazyvala
plazmaticka cholinesterasa diky faktu, Zze AChE je
na povrchu krevnich bgk a po centrifugaci krve
zustava v plazpouze BChE. Zatimco acetylcho-

linesterasa je pojmenovana po nativnim substrétu,

filo dosud nalézt a butyrylcholin je jen alternafivn
substrat. Mozné vysWeni fyziologické funkce
BChE v organismu je v detoxikactkterych girod-
nich toxini. Butyrylcholinesterasa sdide vyuZiva-
la z divodu snad§si izolace z krve. Ma vSak nizsi
¢islo p'emeny substratu a pro analytick€aly se
dnes vyuZziva acetylcholinesterasa. Jak AChE, tak
i BChE jsou tzv. serinové hydrolazy. V aktivnim €en
tru obsahuji hydrolyticky aktivni serin, ktery ja-z
roven selektivié a ireverzibil@ esterifikovan ner-
vové paralytickymi latkami a organofosfatovymi
pesticidy, pedevsim v tzv. oxoforin(4).

Dostupné detektory zaloZzené
na acetylcholinesterase

Pro sledovani aktivity acetylcholinesterasy bylo
v minulosti navrzeno &kolik metod. D¥ z nich se
zdaji byt nejperspektiwisi a nalezly SirSi uplat-
néni. V Armad Ceské republiky jsoufpdevsim

piirozeny substrat butyrylcholinesterasy se nepoda- 2 typy deteknich instrumerit zaloZzenych na AChE
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a sledovani jeji aktivity Ellmanovou metodou. Prv-
nim detektorem je Chemicky gkaznik (ChP) 71
(obr. 1), resp. jeho modifikace vzor 05. Okerze
ChP jsou schopny semikvantitativniho hodnoceni
piitomnosti nervoy paralytickych latek (a jinych
latek podle typu trullky) v okolnim prostedi za
pomoci deteé&nich trubtek s vazanou AChE. Dru-
hym dostupnym instrumentem jeigaznikovy pa-
pirek Detehit. V minulosti byly Zzazeny i tizné
poloautomatické systémy. V stasné dobje pou-
Zivan napiklad plrg automaticky signalizator GSA.
DalSi alternativou je pouziti indoxylacetatujeho
derivati. Vyhodou této metody je ds{Si barevny
piechod, nevyhodou je pak pomalejSi konverze in-
doxylacetatu acetylcholinesterasou. Jednoducty pr
kaznik zaloZeny na tomto principu dodava inap
Neogen Corporation (Lansing, Michigan, USA).

Pro Uplnost Ize zminit, Ze v dneSni &gdou fre-
vazujicimi zdéizenimi pro rychlé stanoveni nengov
paralytickych latek fenosné hmotnostni spektro-
metry. Komeé&n¢ dostupnym zézenim jsou nap
hmotnostni spektrometry RAID-1, RAID-M, RAID-S
a RAID-E od spolénosti Bruker Daltonics. Tyto
piistroje porovnavaji spektra ziskan&renim ne-
znamych vzork se spektry z uloZzenych standard
Vyhodou hmotnostnich spektromiefe lepsi repro-
dukovatelnost ®¥eni, protoZe jsou mérovliviio-
vany skladovacimi podminkami ve srovnani s de-
tektory obsahujicimi biorekogmi makromolekuly.

V neprosgch hmotnostni spektrometrie vSak ho-
vori vySSi pdizovaci cena a problematické stano-
veni még znamych toxickych derivat jejichz
spektrum neni uloZeno v databazi.
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Obr. 1: Fotografie Chemického fdrazniku 71. V levéasti je baleni trukiek pro stanoveni nervéparalytickych latek a dale detail

vlastni trubiky.

Obr. 2: Prikaznik nervod paralytickych latek Detehit.
Vyznam symbai a — tuba obsahujici balené:jkazniky a na-
vod, b — deteki tkanina prikazniku s vdzanou AChE, ¢ — Zluty
etalon, d — indikani papir

Moznosti kolorimetrického stanoveni aktivity
acetylcholinesterasy

Princip stanoveni nervévparalytickych latek
jak ChP, tak i fipravkem Detehit je totozné. Jedna
se o modifikovanou Ellmanovu metodu vyobraze-
nou v obr. 3. Tato reakce byla v minulosti zavede-
na gedevsim pro stanoveni aktivity AChE v krvi
a diky tomu byla klinicky diagnostikovana intoxi-
kace NPL¢i OP, nasleda byla tato metoda shle-
dana vhodnou i pro rychlé stanovertitgmnosti
nervow paralytickych latek. Mechanismus reakce
je popsén nasledo¥msubstrat acetylthiocholin (alter-
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Obr. 3: Sledovani aktivity acetylcholinesterasy (ETEllmanovou metodou.

nativni substrat fyziologickému acetylcholinu) je
hydrolyzovan na octovou kyselinu a thiocholin. Fhio
cholin reaguje s 5,5 - dithiobis-(2-nitrobenzoovou)
kyselinou za vzniku 2-nitro-5-thiobenzoové kyseli-

ny. Reakce se projevuje vznikem Zlutého zbarveni

spektrofotometricky wtitelného @i 412 nm bez
jakékoli dalSicasové prodlevy nebo dalSich fyzi-
kalnich zasal Tato reakce je blokovana vifpm-
nosti nervo¥ paralytické latky inhibici AChE.

Pro sledovani aktivity AChE Ize pouZit i jiny
chromogen neZ Ellmanovanidlo. V literature jsou
¢asto zmhovany indofenol acetéat, 2,6-dichloroin-
dofenyl acetatp-naftyl acetat a N-methylindoxyl
acetéat (8). Praktického ro¥8hi doslocinidlo ind-
oxyl acetét. Tato uvederénidla na rozdil od Ell-
manov&inidla poskytuji modré zbarveni. \fipa-
dé indoxyl acetatu dochazi k hydrolyze indoxyl ace-
tatu na indoxyl a octovou kyselinu. Indoxyl pak
spontand prechazi na indigo davajici roztoku modré
zbarveni. Vlastni reakce je vyobrazena jako obr. 4
Pro dplnost Ize uvést moznost sledovani aktivity
cholinesteras pomoci pH indikaiho ¢inidla a na-
tivniho substratu acetylcholinu. Uvéhdé octova ky-
selina zfisobuje acidifikaci média. Tuto acidifikaci
Ize kolorimetricky sledovatijfdanim vhodného in-
dika¢niho ¢inidla. Nevyhodou sledovani aktivity
AChE pH indik&nimi ¢inidly za elem stanoveni
ptitomnosti NPL a OP je mozZnd interference ky-
selych vypait. Zarover nadnérné mnozstvi NPL,
respektive OP, f¥e diky spontanni hydrolyze s na-

slednou acidifikaci vytié@t faleSg pozitivni indi-
kaci aktivni cholinesterasy. DalSi nevyhodou pak je
nemoznost indikace aktivity AChE v sHirpufru-

jicich roztocich.

Obr. 4: Sledovani aktivity AChE za pouZiti indoxgéiztu.

Da sefici, ze pouziti jak Ellmanovy metody,
tak indoxyl acetatu je vhodné pro reélné stanoveni
aktivity cholinesteras. Kazda zZchto metod méa
své [fednosti a nevyhody. Hlavnitgxnosti Ell-
manovy metody je rychla konverze acetylthiocho-
linu. Stejné mnoZstvi AChE #pobuje piblizn¢
desetkrat pomalejSi konverzi indoxyl acetatu ve
srovnani s acetylthiocholinem. Na druhou stranu
i Ellmanova metoda ma z&réa uskali. Redevsim
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se jednd o zrmou interferenci &kterych latek.
FaleSr pozitivni reakce rize byt zgisobena thiol
obsahujicimi molekulami. Najklad v lidské krvi
pritomny glutathion reaguje taktéZz s Ellmanovym
¢inidlem. Hi vinové délce 412 nm se rodhuplat-
nuje interference hemoglobinu. V literéuje také
popsana interference ligkantidot) NPL a OP — oxi-
ma. V reakni snesi zpisobuiji tzv. oximolyzu sub-
stratu poskytujici rowt faleSg pozitivni indikaci
aktivity AChE. Obecs je pednosti Ellmanovy me-
tody ve srovnani s indoxyl acetatertdi podob-
nost acetylthiocholinu s nativnim substratem ace-
tylcholinem. Proto je obeé&ndavana fednost Ell-
mano¥ metod pred indoxyl acetatemipklinic-
kych stanovenich aktivit AChE v krvi. Vyhodou po-
uziti indoxyl acetétu je vizuatrépe pozorovatelna
barevna zrna s moZnou jak fluorimetrickou, tak
i spektrofotometrickou indikaci. Pro stanoveni NPL
a OP byla v minulosti tednostiovana Ellmanova
metoda z dvodu mensi spégby AChE, resp. BChE.
V sowasneé dob neni tato vyhoda rozhodujici diky
levnym acistym kome#n¢ dostupnym preparnatn
AChE. Z vySe uvedenych fakiyplyva, Ze Ellma-
nova metoda i pouZiti indoxyl acetatu ma si&dp
nosti a pouziti Pslusnychéinidel musi byt zvaze-
no pro konkrétni situaci na zakkadxperimentalni
optimalizace.

Nosné matrice pouZivané v detektorech
zaloZenych na acetylcholinesterase

Pro konstrukci kolorimetrickych pkaznila se
vyuziva Siroka Skéla nosnych matrici a tomu od-
povida i mnoZstvitrznych imobiliz&nich techno-
logii. Obecnymi poZzadavky na nosnou matrici jsou
zejména: kompatibilita se vzorkem, tj. vzorek nesmi
matrici rozpoustt, extrahovat sloZzky atd. DalSimi
poZadavky jsou dostate velkd plocha pro styk
se vzorkem, rychly iistup analytu k rekogéimnim
komponentam diky dosta&teé propustnosti, hydro-
filni charakter, chemickd a tepelna stabilita, me-
chanicka pevnost, odolnosidi mikrobialnimu roz-
kladu, nizka cena apod.

V zasad |ze nosné matrice rodit do tii velkych
skupin:
e prirodni polymery (polysacharidy, proteiny),
» syntetické polymery (polystyren, polyakry-
laty, hydroxylalkyl methakrylaty, apod.),
* anorganické noge (mineraly, aktivni uhli,
skelna vlakna, porézni oxidy kiv

Prirodni polymery jsou ziskavany z peéme
pestré Skaly firodnich zdraj (dievni vlidkna, od-
pad z jateki mikroorganismy), typickymi zastupci
této skupiny jsou celulézafip. papir (6), dextran
nebo Zelatina. Witou nevyhodou &hto latek je
moznost ztraty AChE vymyvanim. Ze syntetickych
polymeifi, resp. anorganickych néfi se nejastji
vyuzivaji PVC (1), polykarbonaty (11), polyester
(2), polyuretan (5), keramika (12), gopsklerena
vldknaci bunicinoveé tkaniny, do nichz se pak AChE
zachycuje. Z ménhb&znych syntetickych material
mazeme zminit ve vadrozpustny polymer AQ 55
(polyester sulfonat od fy Kodak), jehoZ &vs en-
zymem je po nakapnuti a zaschnuti na povrchu
nosné matrice, mozno pouZivat i ¥itpmnosti
organickych rozpoudtlel. Zajimavou ,hovinkou*
jsou i tzv. biocers (biologically modified ceramics
biologicky modifikovana keramika (3),ripadre
uhlikova matrice), zaloZené na modifikovanych na-
novlaknech, nebo naopak nanoporech (13). Biocers
jsou tida nanokompoazit kombinujici keramické
biokomponenty jako matrici. Mohou bytipravo-
vany jako sypky material nebo jako povlaky pa-
mezeni kritickych podminek (vysoka teplota, orga-
nicka rozpougdla apod.), coz by vedlo k denatu-
raci bilkovin. Detektory zaloZené n&chto nos-
nych matricichéasto vykazuji pozoruhodmizké
limity detekce, nevyhodouwthto matrici je vSak
stale vysokéa cena jednotlivych reagencii.

Z hlediska vyrobni ceny je bezesporu nejzaji-
mawjSi posledni skupina nosnych matrici zaloze-
nych na jednoduché fyzikalni sorpctjgadré me-
chanickém zachyceni pod tenkou vrstvou matrice.
Lze zminit roztokem enzymu syceny porézni ve-
smEs anorganicky nosj jako je skelna tkanina,
sol-gel a skleénd membrana. Vzhledem kegalpo-
kladanému jednordzovému pouZzitiikazniku za-
loZeného na AChE se zde jedna o optimumgyam
cenal/vykon.

Zachyceni acetylcholinesterasy

AChE miZe byt imobilizovana obdobnym &p
sobem jako #Sina molekul biologickéhotwodu.
Pri zachyceni jakékoli biomolekuly musi byt imo-
biliza¢ni procedura korespondujici gelem této
imobilizace. Acetylcholinesterasa imobilizovana za
Ucelem detekce NPL a OP nemusi byt zachycena
s vysokou afinitou. Tato stanoveni jsou jednora-
zova a v pipad pozitivniho stanoveni obvykle ne-
Ize detektor zaloZeny na AChE pouZit opak@van
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Pro konstrukci komenich detektak jsou idedlni
predevsim jednokrokové imobilizace, sorpce na
povrch nosnych matrici a zachyceni do stabilnich
membran. Z dostupné literatury lze zminit mecha-
nické zachyceni AChE do Zelatinovych (14) nebo
celulézovych (16) membran. Zndmé jsou i skjit
imobiliza¢ni procedury jako sol-gel techniky a za-
chyceni na naridstice a magnetické miktastice
(10). Tyto procedury jsou na jednu stranu efek-
tivni, na druhou stranu vSak zvySuji naklady- p
pravy jednorazovych detektor

Pro imobilizaci AChE Ize vyuZit déb zdoku-
mentované zachyceni na aktivovanou celulézu
stabilizaci fyzikalg sorbované AChE glutaralde-
hydem. Bi téchto imobiliz&nich procedurach jsou
vyuzivany aminoskupiny votndostupné na povr-
chu molekuly cholinesterasy. Glutaraldehyd je homo-
-bifunkeni ¢inidlo kovalent@ propojujici d¢ mo-
lekuly cholinesterasy nebo molekulu cholinesterasy
s molekulou stabilizujiciho proteinu (daptji al-
buminu) nebo i jiného enzymu, jako je mhikiad
cholinoxidasa (7). Takto provazané cholinesterasy
jsou zn&né odolné proti vymyvani do roztoku.
Vazba na celulézu je mozna r@ndiky volnym
aminim. Obecny mechanismus zachyceni biomo-
lekuly je uveden v obrazku 5 adaptovany podle
Wang a kol. (15). #ed vlastni imobilizaci je nutné
provéstéast&énou oxidaci celuldézy roztokem jodi-
stanu nebo jiného oxidaihodinidla. Vlastni zachy-
ceni AChE je chemicky obdobné precipitaci glutar-
aldehydem.

CH,OH
2 NalO, CH,OH
Pt e Lo
OH O O
n n
lRNHZ
CH,OH
o
|
NR NR

Obr. 5: Oxidace celul6zy jodistanem sodnym a naslethva-
zani biomolekuly. Molekula vody odstupuji¢i kondenzani
reakci neni znazoema.

Zavér

Kolorimetrické pfikazniky zaloZzené na AChE
jsou vhodnym &asto uzivanym nastrojem pro ry-
chlé, levné a vysoce citlivé stanovertitpmnosti
nervow paralytickych latek adkterych, gedevsim
organofosfatovych, pestigid Zaroveéi je mozné
pouzit tyto ptikazniky i pro stanoveni vybranych
toxina ptirodniho fivodu. Sodasné metody kon-
strukce pitkaznilkic umoziuji pripravit dostateéng
pevre vazany komplex AChE — nosna matrice. Za-
roven jsou znamy i biochemické metody sledovani
aktivity AChE pomoci chromogennich subsirat
které jsou cholinesterasou konvertovany s dastate
nou rychlosti. Tato studie popisujici zakladni me-
tody a moznosti konstrukcetiazniki zaloZzenych
na AChE uvadi fehledovou formou znalosti nutné
k pochopeni problematiky.
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