Termicka stabilita 5-(2-aminoethyl)dithio-2-nitrobenzoatu
pro kolorimetrickou detekci inhibitortu cholinesteraz
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Uvod
Cholinesterazy jsou klicove enzymy pro spravnou funkci nervoveho systemu. Inhibitory cholinesteraz, jako jsou organofosfaty a karbamaty, se radi mezi
bojove chemickeé latky (BCHL) s vysokou toxicitou. Rychla a spolehliva detekce techto latek je zasadni pro ochranu lidského zdravi, predevsim v terénnich
podminkach valecneho konfliktu Ci pri teroristickem utoku. K tomu jsou urceny jednoduché detektory, které Ize vyhodnotit na zaklade barevne zmeény
pouhym okem. Prikladem muze byt jednoduchy moderni biosenzor DETEHIT cCeské firmy ORITEST, ktery umoznuje stanovit nervové paralytické BCHL
z vody, ovzdusi Ci povrchd. DETEHIT funguje na principu cholinesterazy, vhodného substratu uvolnujiciho thiocholin a chromogenniho Ellmanova cCinidla.
Pokud neni cholinesteraza inhibovana, objevuje se zluté zabarveni. Vlivem pritomnosti BCHL ke zlutému zabarveni nedochazi. Snahou je vyvinout variantu
DETEHIT na mokré cesté, ktera by obsahovala ampulku s detekcnim roztokem. Proto byla zrychleneé testovana stabilita roztoku substratu a Cinidla
5-(2-aminoethyl)dithio-2-nitrobenzoatu (ADNB), které je alternativou k Ellmannovu cinidlu a vykazuje vyssi odolnost vUci alkalickému prostredi (az pH 13).

Experiment

= Indikacni roztok: K priprave bylo pouzito destilované vody, chromogenniho cinidla ADNB, substratu butyrylthiocholin jodidu (BuTChI), slovasolu
a polyethylenglykolu PEG E400. Pripraveno bylo pét variant, ktere se liSily koncentraci slovasolu a PEG. Tyto roztoky byly testovany na stabilitu a jejich
funkcnost byla oveérovana na tkanine s imobilizovanou butyrylcholinesterazou (BuChE).

= Test stability: Indikacni roztoky byly vystaveny tepelnému namahani pri teploté 60 °C v inkubatoru po dobu 150 dnt. V pravidelnych intervalech byla
overovana intenzita zabarveni slepeho pokusu a funkcnost pri inhibici BUChE roztokem neostigminu. Zabarveni bylo stanoveno pomoci tristimulus
kolorimetrie. Intenzité zluteho zabarveni, ktere se objevuje po redukci ADNB, nejlepe odpovida parametr ,,b".

Vysledky

Dynamicky vyvoj zabarveni slepého pokusu v Case na pocatku testu stability (5 dnd) se ustaluje
na vysokych hodnotach b = 50, a to v ¢ase 7 min. Do 30 dnu tepelného namahani se doba
ustalovani prodluzuje na 10 min, intenzita zabarveni se vyrazné neméni. Nad 30 dnl dochazi
k poklesu intenzity zabarveni. Po 120 dnech dochazi k poklesu zabarveni min. o 50 %. (a)

Indikacni roztok i po 90 dnech zrychleného starnuti poskytuje uspokojivy vysledek slepého
pokusu, ktery Ize vizualné vyhodnotit s dostatecnou presnosti. (b)

R b Za ucCelem zvysSeni stability a smacivosti indikacniho roztoku Ize vodny roztok modifikovat 10 %
e slovasolu a PEG, a to bez negativniho ovlivnéni funkce. (c)

S klesajici zivotnosti roztoku klesa barevna odezva slepého pokusu i odezva pri inhibici
neostigminem. (c, d) Pro presné vyhodnoceni detektoru pouhym okem je dulezité, aby rozdil
mezi slepym pokusem a zabarvenim pri inhibici byl co nejvyssi. (e)

Tento rozdil vyrazné klesa s rostoucim casem tepelného namahani, a to vlivem poklesu
koncentrace substratu ¢i Cinidla v roztoku. Indikacni roztoky ve vétsiné pripadl poskytuji po
90 dnech dostatecny barevny rozdil pro vyhodnoceni pouhym okem. (e)
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Zaver
Indikacni roztok s ADNB vykazuje vysokou stabilitu pri tepelném namahani a je vhodny pro dlouhodobé pouziti v detekcnich systémech pro inhibitory
cholinesteraz.
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