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(54) Nazev vynalezu:
Obalené sférické matricové pelety urcené k
adjustaci do detek¢nich trubicek k detekci
inhibitoru cholinesteraz

(57)  Anotace:
Obalené sférické matricové pelety, tvofené jadrem a
obalem, obsahujici imobilizovany enzym na bazi
cholinesterdz jako jsou acetylcholinesterdza a/nebo
butyrylcholinesteraza, o aktivité 1 az 100 kat.g™!, kde
enzym je v jadrech imobilizovan na poréznim,
vodonerozpustném anorganickém materidlu, vyhodné
aluminiummetasilikatu, a tato jadra jsou obalena
semipermeabilnim obalem z vodonerozpustného
polymeru vyhodné na bazi derivatu akrylatn, pricemz
celkova koncentrace obalu ¢ini 1 az 10 % hmotnosti
sférickych obalenych matricovych pelet a prumér
vysledné velikosti obalenych sférickych matricovych
pelet se minimalné€ ze 75 % nachazi v rozmezi velikosti
0,1 az 3,0 mm, vyhodné 0,8 a2 1,25 mm, pfidem jadra
pelet jsou vyrobena metodou extruze-sféronizace a obal
je nanesen nasttikem ve fluidnim lozi a vysledné obalené
sférické matricové pelety se pouziji k detekci inhibitorii
cholinesterdz ve formé detekéni trubicky obsahujici
uvedené obalené sférické matricové pelety.
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Obalené sférické matricové pelety urcené k adjustaci do detekcnich trubifek k detekci
inhibitoru cholinesteraz

Oblast techniky

Vynalez se tyka obalenych sférickych matricovych pelet, urenych zejména pro detekci
inhibitort cholinesteraz metodou enzymatické hydrolyzy substratového acetylthiocholinu a/nebo
butyrylthiocholinu za vzniku odpovidajiciho thiolu, ktery je indikovan barevnou zménou
redoxniho indikatoru nebo metodou enzymatické hydrolyzy chromogenniho substratu, a
obsahujicich imobilizovany enzym na bazi cholinesteraz o aktivité¢ 1 az 100 nkat.g™, jakoZ i
zpusobu vyroby téchto pelet extruzi-sféronizaci nebo rotogranulaci s naslednym fluidnim
obalenim, pouziti téchto pelet pro detekei inhibitorti cholinesteraz a detek¢ni trubicky obsahujici
uvedené obalené sférické matricové pelety a uréené zejména pro detekci nervové paralytickych
latek (NPL) v ovzdusi.

Dosavadni stav techniky

Imobilizované enzymy jsou obvykle proteazy, které jsou fyzikalné uzavieny v omezené oblasti,
aniz by ztratily svoji specifickou, enzymatickou aktivitu. Mohou byt pouzity 1 opakovan¢ a/nebo
kontinualn¢. Imobilizace zde zajiStuje dostateCny kontakt reaktanti s enzymem, pri¢emz reaktant
je obvykle obsazen v kapalné fazi, ktera prochazi pevnou fazi s imobilizovanym enzymem,
pfipadn¢ je reaktant obsazen ve fazi plynné, ktera je nemisitelna s vodou. Na pevnou fazi je zde
kladeno n¢kolik pozadavki. Ma mit velky mémy povrch, hydrofilni charakter, ma byt
nerozpustna ve vodé a chemicky, mechanicky a teplotné stala. Ma mit rovnéz vhodny tvar a
velikost Castic, byt odolna proti mikrobialnimu pisobeni a dovolit opakované a/nebo kontinualni
pouzivani. V soucasné dob¢ se pouziva rfada zpusobu imobilizace.

Zpusoby imobilizace

Enzymy na bazi cholinesteraz jsou znamy v imobilizovaném stavu jiz fadu let. K jejich
imobilizaci se pouZzivaji stejné zpusoby jako u ostatnich proteaz. Patfi sem zejména adsorpce na
nerozpustny nosic¢, vazba na ionexy, vazba na magnetické Castice, zabudovani do membran a
filmu, zabudovani do gelu a pén, zesiténé agregaty, imobilizace pomoci nanostruktur, imobilizace
pomoci kovalentni vazby ¢i pomoci protilatek. Lze proto Fici, ze obecné se k jejich imobilizaci
pouzivaji substraty a techniky, které nachazeji SirSi uplatnéni v biochemickém pramyslu. V
patentové a odbomné literatufe je zachycena jiz fada chranénych postupt, mezi nimiz nékdy nelze
jednoznacné diferencovat, nebot’ v sob€ obsahuji vice uvedenych principii. VSechny tyto systémy
se pak vyskytuji, at’ uz jednotlivé nebo kombinovan¢, v riznych detekénich systémech.

Nasledujici taxonomie je uvedena pro vétsi pfehlednost.
a) Sorpce nanerozpustny nosi¢

Jedna se o nejstarsi zpisob imobilizace, kde se mezi sorbentem a enzymem uplatiiuji napfiklad
bézné sily koheze, adheze, vodikové mustky, van der Waalsovy sily apod.

Patentovy dokument US 3049411 (1962) uvadi u imobilizace cholinesterazy matenaly, jako je
napfiklad filtrac¢ni papir nebo silikagel. Dany sorbent byl impregnovan 4% roztokem enzymu, do
n¢hoz byl pridan hovézi sérovy albumin nebo Zelatina, popf. jina , stabilizujici* bilkovina, a smés
byla nasledné vysusena. Pfi zjiStovani potencialni kontaminace byl disk ,,enzymového papirku
zvlhéen a pak pres n¢j byl prosan vzduch. Po aplikaci detekéniho roztoku obsahujiciho
indoxylacetat, neinhibovana cholinesteraza substrat rozsté€pila. Vznikly indoxyl pak byl
vzduchem oxidovan na indigo. Takto imobilizovany enzym zustaval delsi dobu aktivni 1 pfi
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relativné vysokych teplotach, pokud byl skladovan v suchu.

Rovné¢z patentovy dokument US 4241180 (1980) uvadi filtracni papir jako substrat pro
butyrylcholinesterazu, kde namisto albuminu bylo s obdobnymi vysledky pouzito roztoku 2-
merkaptoethanolu.

Patentovy dokument US 3666627 A (1971) uvadi jako inventivni krok pfi impregnaci porézniho
skla skutecnost, Ze enzym byl vazan na nosi¢ za pfitomnosti substratu. Vazbou bylo zablokovano
aktivni misto enzymu, takZe se skupiny aktivniho mista nemohly podilet na reakci se substratem.
Ziskany imobilizovany enzym pak mél vyssi stabilitu 1 aktivitu.

Patentovy dokument US 3802997 (1972) chrani analogicky zpusob imobilizace enzymu,
doplnény o suseni produktu lyofilizaci nebo v rozprasovaci susarmé. Jednodus$im zpusobem je
pfiprava enzymového papirku podle patentového dokumentu US 4120754 (1978), kde byla
butyrylcholinesteraza imobilizovana na filtraénim papife impregnaci roztokem enzymu v pufru
obsahujicim Tergitol 15-S-12. Papirek byl pouzit k detekci inhibitorii organofosfatového typu.

Ze sorpce cholinesteraz na vybélenou bavinénou tkaninu pak vychazi patentovy dokument
CZ 288576 (1994) a ze sorpce na granulovanou celulozu pak patentovy dokument CZ 285242
(1995).

Patentovy dokument US 2008160556 (2008) chrani upravu filtracniho papiru pro imobilizaci
acetylcholinesterazy uréeného pro pfipravu prouzku pro detekei inhibitori acetylcholinesterazy.
Filtra¢ni papir byl nejprve impregnovan kaseinatem vapenatym a po vysuSeni na nc¢ho byla
nanesena smés roztoku enzymu s trehalézou a Ellmanovym cinidlem. Jako dal§i nerozpustny
nosi¢ maze byt vyuzito sklo ve form¢ tenkych kapilar (J. Environmental Anal. Chem. 1980, 8,
277-282), polvstyrénova folie (Toxicol. Appl. Pharmacol. 1984, 73, 105-109) nebo povrch
elektrody (NATO ASI Series 1988, 226, 187-194).

Jako dalSi nerozpustny nosi¢ k imobilizaci acetylcholinesteraz slouzi i sférické pelety, ty mohou
byt napfiklad tvorfené¢ mikrokrystalickou celuléozou bez nebo s oxidem hlinitym a koloidnim
oxidem kiemi¢itym (Ces. Slov. Farm., 2012, 61, 234-239). Patent EP 3196315 (2016) pak chrani
moznost imobilizace acetylcholinesterazy a/nebo butyrylcholinesterazy za pomoci nerozpustného
nosice na bazi magnesiumaluminometasilikatu se specifickym povrchem 200 az 400 m?.g™, ktery
byl zpracovan do sférickych pelet spolu alespon jednim sféroniza¢nim ¢inidlem.

b) Vazba na ionexy

Postup imobilizace cholinesterazy a jeji stabilizace na celulézové podlozce chrani patentovy
dokument US 4324858 (1982). Jako sorbent je zde vyuzit iontoménicovy DEAE nebo
ECTEOLA papir s bazickymi skupinami kovalentné navazanymi na celulézu. Jako zdroj
cholinesterazy byla vyuzita plazma elektrick¢ho uhote (Electrophorus electricus).

Podobn¢ patentovy dokument EP 0176585 B1 (1988) uvadi jako nosi¢ iontoméniCovy papir s
diethylaminoethylovymi skupinami pro impregnaci cholinesterazy z platyze. Nejlepsich vysledki
bylo dosazeno, kdyz byl iontoméniovy papir nejprve ekvilibrovan s roztokem chloridu sodného
a po promyti a vysuSeni impregnovan roztokem cholinesterazy ve fosfatovém pufru s obsahem
sacharozy, dextranu a smacedla Tween 80. Po vysuSeni mohl byt enzymovy papir prechovavan v
zatavenych polypropylenovych saccich pfi zachovani minimalné polovicni pocateéni aktivity po
dlouhou dobu za vysoke teploty. K dosazeni dobr¢ stability byla nutna pfitomnost sacharozy.

¢) Vazba na magnetické Castice

Magnetické castice s imobilizovanou cholinesterazou byly vyuzity ke stanoveni inhibitort
cholinesterazy prautokovou injekéni analyzou (FIA). Imobilizovany protein zde byl uvolnén
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elektrickym impulzem (Anal. Chim. Acta 1990, 234, 113-117). K FIA je krom magnetickych
¢astic mozné vyuzit 1 pouh¢é porézni sklo (J. Chromatogr. A. 1991, 539, 47-54) pripadné rizné
methakrylaty (Anal. Chim. Acta 1996, 324, 21-27).

d) Zabudovani do membran a filmu

Patentovy dokument US 2475793 (1949) popisuje imobilizovanou cholinesterazu na bezbarvém
krevnim stromatu, které lze povazovat za biologickou membranu, kde je vazana fyzikalnimi a
iontovymi vazbami. I po dalSich tpravach ov§em enzym nebyl dostate¢né stabilni, coz vyplynulo
ze snizovani aktivity uvolnéné cholinesterazy z nerozpustného podilu po nékolikadennim
skladovani v lednici.

Patentové dokumenty CZ 284970 (1997) a CZ 6566 (1997) chrani platinovou elektrodu s
nanesenou grafitovou vrstvou modifikovanou kobaltnatym komplexem ftalocyaninu, ktera byla
potazena membranou s imobilizovanou cholinesterazou. Membrana byla vytvofena nanesenim
sm¢si roztoku hovéziho séra albuminu, roztoku butyrylcholinesterazy a roztoku glutaraldehydu
jako latky situjici bilkoviny a roztoku fosfatového pufru o pH 7.4. Membrana pak vznikla
zaschnutim nanesen¢ vrstvy pfi pokojové teploté.

Patentovy dokument CN 101586100 (2012) chrani filmy obsahujici 1mobilizovanou
cholinesterazu, které jsou vytvoreny z roztoki vodorozpustnych polymeru, jakymi jsou
polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidon nebo arabska guma ve fosfatovém pufru. Dale se mize
jednat o kompozit obsahujici kromé vodorozpustného polymeru i , lipoplast™ ve formé lipofilniho
polymeru. K vytvofenym roztokium se pfidava enzym a hov€zi sérum albumin. Enzymovy film se
pfipravuje jejich nasaknutim nebo nanesenim na vhodnou podlozku.

Dale existuji prace, které popisuji zabudovani cholinesteraz do polyakrylové membrany, pfipadné
pomoci kovalentni vazby na povrch nylonovych trubicek, nebo imobilizaci v lipidickych
membranach lipozomu (Adv. Mat. Res. 2013, 726-731, 850-853). Jsou znamy také pokusy o
imobilizaci v nitrocelulé6zovém filmu (Anal. Chim. SSSR 1990, 45, 1002- 1004).

¢) Zabudovani do gela

Patentovy dokument US 4241180 (1980) uvadi imobilizaci cholinesterazy z koriského séra v
polysacharidovém gelu na bazi Skrobu, agaru nebo karagenanu, ktery vznikl lyofilizaci
tuhnouciho gelu na filtraénim papife. Imobilizovana cholinesteraza pak rozstépila substrat a
vznikly thiocholin zredukoval modry 2,6-dichlorfenolindofenol na bezbarvy produkt. Byl-li k
roztoku pridan inhibitor cholinesterazy, k odbarveni nedoslo. Nevyhodou takto pripravovanych
polysacharidovych gelii je nizka mechanicka pevnost.

Tuto nevyhodu odstranuje patentovy dokument DE 2946642 (1988), ktery vyuziva vysSich
koncentraci Skrobu. Pripravuje se zde skrobovy extrudat, vznikajici extruzi skrobové pasty. Ten
se nasledné vysusi, rozemele a presituje.

Patentovy dokument WO 8300345 (1987) chrani zpiisob navazani enzymu na kopolymemi gely,
obsahujici karboxylové skupiny. NosiCem enzymu byl slabé kysely katex Akrilex C-100, coz je
parcialn¢ hydrolyzovany kopolymer akrylamidu s methylen-bis-akrylamidem. Ten ve srovnani
s jinymi nosi¢i poskytl nejlepsi vysledky. Pri srovnavacich experimentech byla uspésna 1
imobilizace v zesiténém maleinanhydndu.

Patentovy dokument BG 50904 (1992) popisuje imobilizaci cholinesterazy z hovéziho, teleciho a
lidského séra v agarovém gelu. Enzym se na sorbentu zachytil v prostfedi s nizkou iontovou
silou. Adsorpéni vazba enzymu byla pfi nizké iontové sile dostatecné silna, o ¢emz svédcilo
vymyti balastnich bilkovin pfi promyvani roztokem chloridu sodného. Pfi zvySeni iontové sily se
v§ak enzym uvolnil a byl vymyt.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 308597 B6

Patentovy dokument WO 2009061921 (2009) chrani zpiisob stabilizace cholinesterazy formou
imobilizace v porech gelu na bazi prirodnich i syntetickych polymeri. Vedle toho uvadi i
stabilizaci ve form¢ liposomu a nanokompoziti a v polyuretanové péng.

Existuji 1 odborn¢ studie, zabyvajici se imobilizaci acetylcholinesteraz k analytickym ucelum za
pomoci fluorimetrie do skrobového gelu, nanesen¢ho na polyuretanové podlozce (Anal. Chem.
1965, 37, 1675-1680) nebo v enzymovych polstarcich (Anal. Biochem. 1967, 19,587-592).

f) Zabudovani do pény

Patentovy dokument US 6406876 B1 (2002) uvadi polyuretanovou pénu jako prostiedek
imobilizace cholinesteraz. Tento zpisob imobilizace spociva v reakci aminoskupiny lysinovych a
argininovych zbytki lokalizovanych na povrchu molekuly, pficemz zadna neni na vstupu do
dutiny aktivniho centra. Navazani enzymu proto neblokuje pfistup substratd, inhibitora a
reaktivatori do katalytického mista. Priprava porézniho nosi¢e zahruje pouziti prepolymeru a
povrchové aktivni latky. Vysledek imobilizace znacné zavisi na intenzit¢ michani b&hem
polymerace. Pfed denaturaci vlivem stfiznych sil chranil imobilizovany enzym pfidavek
povrchové aktivnich latek, jako je Pluronic C-65, popf. malé mnozstvi glycerolu. Imobilizované
enzymy jsou stalé 1 pf vysSi teplote. Pfi konstrukci biosenzoru mohou byt spolu s
cholinesterazou koimobilizovany i dalsi enzymy.

Patentové dokumenty US 6759220 (2004) a US 7422892 (2008) obsahuji variace ve zpusobu
pripravy polyuretanové pény, které ovliviiuji jak jeji vlastnosti, tak 1 stupen interakce enzymu s
reaktivnimi skupinami pre-polymeru. Z hydrolytickych enzymu zde byly imobilizovany 1
butyrylcholinesteraza a acetylcholinesteraza. Zafizeni s témito enzymy bylo vyuZito pro
kontinualni monitoring riznych inhibitort ve vod¢ i ve vzduchu,

g) Zesiténé agregaty

Patentovy dokument RU 2182929 (2002) uvadi metodu zesiténi bilkoviny glutaraldehydem k
imobilizaci cholinesterazy z komiského séra. Pfredmétem ochrany je souprava pro stanoveni
inhibitori cholinesteraz s pouzitim imobilizovaného enzymu. Imobilizace byla provedena
rovhomémym nanasenim roztoku cholinesterazy z koniské krve v pufru, spolu se situjicim
¢inidlem, na pohybujici se pas vlaknitého materialu. Nanaseni enzymu a ¢inidla probihalo dvéma
oddélenymi trubicemi.

Patentovy dokument RU 2386120 (2010) chrani opticky biosenzor pro detekei ireverzibilnich
inhibitorti, ktery obsahuje jako aktivni prvek intenzivné fluoreskujici komplex cholinesterazy s
reverzibilnim inhibitorem - luminogenem. Komplex je imobilizovany na ,neutralni podlozce™
uzavienim v N-isopropylakrylamidovém gelu fidce sitovaném methylenbisakrylamidem.
Zesitény gel se pripravuje pfimo na podlozce fotopolymeraci.

h) Imobilizace pomoci nanostruktur

Za novy typ nosiCe lze povazovat uhlikova nanovlakna, ktera byla nejprve karboxylovana a pak
ultrazvukem dispergovana v roztoku. Po odstranéni roztoku vznika porézni membrana, ktera
muze prostfednictvim karbodiimidu slouzit k vazbé cholinesterazy (J. Mater. Chem. B 2014,
2,915-922).

1)  Imobilizace pomoci kovalentni vazby
Pfi tomto druhu imobilizace se pouZzivaji specifické vazebné reakce mezi enzymem a substratem.

Patentovy dokument US 3519538A (1970) uvadi jako sorbent, ktery poskytuje s enzymem
kovalentni vazbu, silikagel, ruzné silikaty (bentonit, wollastonit) a oxidy kovu (hliniku,
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hydroxylapatitu nebo oxidu nikelnatého, jehoZz vrstvicka byla napf. ziskana po oxidaci sitka z
niklu). Nosi¢ byl nejprve modifikovan reakci s aminopropyltriethoxysilanem v toluenu. Primarmni
aminoskupiny ziskaného produktu pak byly vyuzity k navazani enzymu znamymi postupy
imobilizace napf. pomoci dicyklohexylkarbodiimidu. Pripraveny derivat s aromatickymi
aminoskupinami pak muze byt diazotovan a kopulovan s enzymem. Aminoskupiny
modifikovaného nosi¢e mohou byt také aktivovany reakci s thiofosgenem za vzniku derivatu s
isothiokyanatovymi skupinami, které¢ pak reaguji s aminoskupinami enzymu. Nejcastéji se ale
vyuziva reakce s glutaraldehydem, kdy se enzym vaze za vzniku Schiffovych bazi.

Predmétem patentového dokumentu DE 1768934 (1972) je mimo jin¢ obecny zpusob imobilizace
enzymil na nerozpustny polymerni nosi¢ s kovalentn¢ navazanym reverzibilnim inhibitorem. Na
ten se pak vaze odpovidajici enzym, ktery lze z afinitni vazby uvolnit zménou pH a/nebo iontové
sily prostredi, pfipadné vytésnénim kompetitivnimi latkami nebo substraty.

Patentovy dokument US 3809616 A (1974) uvadi jako nosi¢ upraveny filtrani papir s
modifikovanym polyakroleinem s imobilizovanou cholinesterdazou z korniského séra. Pri
imobilizaci cholinesterazy se na polymer (polyakrolein solubilizovany sifiitany a nasledné
zesitény reakci s alifatickym diaminem) navazalo vice nez tfi Ctvrtiny enzymu. Cholinesteraza se
pfitom mohla kovalentné vazat na zbytkové aldehydické skupiny modifikovan¢ho polyakroleinu,
ale také mohla byt vazana nekovalentnimi iontovymi vazbami na jeho aminoskupiny. Po
impregnovani roztokem N-methylindoxylbutyratu v isopropanolu se na papife postupné objevilo
tmavé zelené zbarveni produktu oxidaci indoxylu, ktery vznikl hydrolyzou esteru. V piitomnosti
inhibitort cholinesterazy ve vzduchu ke vzniku zbarveni nedochazelo.

Patentovy dokument US 7572764 (2009) uvadi rekombinantni lidskou acetylcholinesterazu nebo
purifikovanou acetylcholinesterazu z hovéziho fetalniho séra a butyrylcholinesterazu, navazané
skrze aminoskupinu na rozpustny polymer - methoxypolyethylenglykol 5000 nebo 20 000, ktery
byl aktivovany sukcinimidylpropionatem. Ve srovnani s nativnim enzymem konjugaty 1épe
odolavaji pusobeni krevnich proteaz a jsou stabilngjsi v krevnim ob&hu. Mohou proto také lépe
slouzit k detoxikaci organismu od organofosfatii. Princip aktivace koncovych hydroxylovych
skupin polyethert derivaty sukcinimidu lze vyuZit nejen pro prfipravu rozpustnych konjugatu, ale
pro pripravu enzymu imobilizovanych na nerozpustnych nosi€ich s hydroxylovymi skupinami.
Krom¢ volnych aminoskupin mohou byt k reakci vyuzity i thiolové skupiny cysteinovych zbytka.

Ze stejn¢ho principu vychazi 1 patentovy dokument WO 2009139905, ktery chrani konjugaty
cholinesterazy s rozpustnymi nepeptidickymi polymery se zlepSenymi vlastnostmi.

Patentovy dokument EP 1561100 (2005) uvadi specificky postup vazby acetylcholinesterazy na
selektivni tranzistor z oxidu hlinitého prostfednictvim kyanurchloridu. Iontové selektivni
tranzistor s i mobilizovanym enzymem vytvari biosenzor, z n¢hoz se enzym uvoliiuje piisobenim
elektrického pole.

Patentovy dokument WO 200806495 (2008) uvadi imobilizaci acetylcholinesterazy z
elektrického uhofe pomoci konjugatu s avidinem, ktery vznikl pasobenim glutaraldehydu.
Konjugat reagoval s biotinem, ktery byl navazan na povrchu plastové mikrotitracni desticky.
Systému je mozn¢ vyuzit jako biosenzoru.

Existuji prace, které uvadéji vazbu cholinesterazy na piezoelektricky senzor, tvofeny kfemennym
krystalem, povleCenym tenkymi vrstvickami zlata s navazanou monovrstvou 11-
merkaptoundekanové kyseliny s derivatem kokainu inhibujicim enzym. Na takto upraveny
povrch je pak navazana cholinesteraza. V pritomnosti jinych inhibitori se pak navazany enzym
uvoliiuje (Anal. Bioanal. Chem. 2005, 382, 1904-1911).

J)  Imobilizace pomoci protilatek
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Patentovy dokument EP 073889 B1 (2003) chrani imobilizaci cholinesterazy na fragment mysi
protilatky proti lidské sérové cholinesteraze, ktery je zde fixovany sorpci v jamkach
polystyrénové mikrotitrani desticky. Tvorby komplexu fragmentu protilatky a cholinesterazy se
vyuziva ke stanoveni aktivity cholinesterazy v séru, kterd pfi onemocnéni cirhézou nebo
rakovinou jater klesa. Stanoveni je zaloZeno na afinité dalsi latky k cholinesteraze, a to lektinu z
houby misenky oranzové (Aleuria auratia), na néjz byl navazan biotin. Cholinesterazy jako
glykoproteiny s lektiny interaguji.

V analogickém patentovém dokumentu JP 10221344 A (2004) se chrani snaze dostupny lektin z
cocky a znacena protilatka.

Detekéni systémy

Na zaklad¢é vyse popsanych mechanismu, uplatiiyjicich se v imobilizaci cholinesteraz, existuji
detekeni systémy, které vyuzivaji tyto principy ke konstrukci sofistikovanych zafizeni. Ta se daji
s riznym uspéchem vyuzivat pii detekei inhibitori cholinesteraz napiiklad v Zivotnim prostredi.
Patentovy dokument US 3689224 (1972) chrani sofistikované laminované destickové zafizeni
kryté polymery monochlorotrifluoroethylenem nebo tetrafluoroethylenem, které je adjustované v
hlinikové folii. Patentovy dokument US 3809617A (1974) chranici kombinované detekéni disky
a patentovy dokument WO 8504424 (1985) chrani jednoduché detektorové kity s dvéma
dotykovymi plochami pro detekei latek.

Zcela originalnim feSenim jsou detekéni trubi¢ky pro inhibitory cholinesteraz, kde byl pouzit
lyofilizovany preparat butyrylcholinesteraza s plnivem Zelatinou, ktera zvySovala stabilitu
enzymu (Int. J. Environ. Anal. Chem. 1979, 6, 89-94). Patentovy dokument CZ 285242 (1993)
popisuje detekéni trubicku k indikaci bojovych chemickych latek na bazi inhibitori cholinesteraz
ve vzduchu a ve vodé.

Z dosavadniho stavu techniky vyplyva, ze v soucasné¢ dob¢ jsou velmi progresivnim zpusobem
detekce inhibitorti cholinesteraz v terénu tzv. detekéni trubicky. Patentovy dokument CZ 285242
(1993) uvadi takovy detek¢ni systém s obsahem cholinesterazy (acetylcholinesterazy a/nebo
butyrylcholinesterazy). Enzymy mohou byt imobilizované na celulézovych granulich o
rozmérech 0,8 az 1,2 mm, prfipadn¢ na nosiCich ve form¢ sférickych pelet o velikosti 0,8 az
1,25 mm, piipravenych metodou extruze-sferonizace (Ces. Slov. Farm. 2012, 61, 234-239).
Granulat 1 pelety jsou adjustovany ve sklenénych trubickach. Granule a pelety v tomto detekénim
systému vSak poskytuji pomémé malo syté zbarveni a pomémé malo zfetelny a uniformni
barevny prechod pfi enzymatické kolorimetrické reakci, at’ uz s pouzitim chromogennich ¢inidel
a substrati nebo samotnych chromogennich substratii. Tento stav se snazil zlepSit patent
EP 3196315 (2016), ktery popisuje moznost imobilizace acetylcholinesterazy a/nebo
butyrylcholinesterazy za pomoci nerozpustného nosice na bazi magnesiumaluminometasilikatu,
ktery byl zpracovan do sférickych pelet o rozmérech 0,8 do 1,25 mm a kterymi byly detekéni
trubicky vyplnény. Zde sice dochazelo k sytému zabarveni pelet, ale tato barva se postupem ¢asu
vyplavovala do reak¢niho prostredi, které rovnéz zbarvila, coz mohlo zpusobit problém v
identifikaci barevného prechodu. Tento nedostatek eliminoval vynalez CZ 306803 (2016), ktery
spoCiva v tom, Ze enzym acetylcholinesteraza a/nebo butyrylcholinesteraza je imobilizovan na
povrchu peletovych jader ve formé pevné disperze v hydrofilnim polymeru, tvoficim primami
obal peletovych jader, ktery je nasledn¢ prekryt sekundamim semipermeabilnim obalem =z
vodonerozpustného polymeru. Tak nedochazi k vyplaveni vznikl¢ barvy do reakéniho prostredi a
zkresleni identifikace vysledného zbarveni pelety. Zavieni enzymu v obalové vrstvé vSak vede ke
snizeni detekéni rychlosti a proces dvojitého obalovani je zdlouhavy a nakladnéjsi. Tento
nedostatek eliminuje feSeni popsané v tomto vynalezu.
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Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu jsou obalené sférické matricové pelety, urCené pro detekci inhibitora
cholinesteraz metodou enzymatické hydrolyzy substratového acetylthiocholinu a/nebo
butyrylthiocholinu za vzniku odpovidajiciho thiolu, ktery je indikovan barevnou zménou
redoxniho indikatoru, nebo metodou enzymatické hydrolyzy chromogenniho substratu. Obalené
sférické¢ matricové pelety obsahujici imobilizovany enzym na bazi cholinesteraz o aktivit¢ az
100 nkat.g, jejichz podstata spociva v tom, Ze enzym je v peletach imobilizovan na poréznim,
vodonerozpustném anorganickém materialu, majicim specificky povrch v rozmezi 200 az
400 nr.g”, vyhodné rovny 300 nr.g”, sypnou hustotu v rozmezi 0,05 az 0,25 g1, vyhodné&
rovnou 0,15 g1 a hodnota pH vodného vyluhu se nachazi rozmezi 6 az 8, vyhodné je rovna 7,4.
Obal je tvofen semipermeabilni membranou, dovolujici prostupu vody, zatimco obal sam je
vodonerozpustny a zustane po celou dobu testovani na peleté. Vysledné obalené sféricke
matricové pelety maji primér velikosti ze 75 % v rozmezi velikosti 0,1 az 3,0 mm, vyhodn¢ 0.8
az 1,25 mm.

Podil imobilizovaného enzymu na bazi cholinesteraz na poréznim, vodonerozpustném
anorganickém materialu tvofi 0,01 az 1 % hmotnosti, vztazeno na celkovou hmotnost jader
obalovanych sférickych matricovych pelet, coz je dostatecné k zajisténi vysledné aktivity v
rozmezi 1 aZ 100 nkat.g”. Enzym na bazi cholinesterazy tvofi acetylcholinesteraza a/nebo
butyrylcholinesteraza, pfipadné¢ jejich smés v jakémkoliv poméru, vyhodnéji je zde obsazena
butyrylcholinesteraza samotna.

Vyhodné je porézni, vodonerozpustny anorganicky material tvofen aluminiummetasilikatem
spolu s alesponl jednou sféroniza¢ni pomocnou latkou, kterou vyhodné¢ tvori mikrokrystalicka
celuldza. Obsah porézniho, vodonerozpustného anorganického materialu ve smési s alespon
jednim sféroniza¢nim c¢inidlem tvofi 1 az 90 % hmotnosti, vyhodnéji 5 az 50 % hmotnosti jadra
obalené sférické matricové pelety.

Obal sférickych matricovych pelet je tvofen derivaty akrylatu, estery a étery celulozy, Selakem,
polyvinylacetatem, pripadné jejich smési v libovolném poméru v celkové koncentraci od 0,1 do
15 % hmotnosti obalené¢ sférické matricové pelety. Vyhodné je tvofen smési kopolymeru
ethylakrylatu, methylmethakrylatu a esteru amonné soli methakrylové kyseliny (pouZzita pod
komerénim nazvem Eudragit® RL, Evonik, Némecko). Prostupnost vody obalem lze z ¢asového
hlediska zvysit pfisadou ve vod¢ rozpustnych latek, které v obalu vytvofi pory, umoziujici rychly
pristup ¢inidla k jadru pelety s obsahem imobilizovan¢ho enzymu. Mezi tyto vodorozpustné latky
patfi polyethylenglykol a/nebo polyvinylpyrrolidon, pfipadné jejich smés. Vyhodny hmotnostni
pomér Eudragit® RL : polyethylenglykol : polyvinylpyrrolidon ¢ini 1,5 a2z 6.5 : 0,5 az 1,7: 0,1 az
0,5, pricemz celkova koncentrace obalu ¢ini 1 az 10 % hmotnosti obalené¢ sférick¢ matricové
pelety. Obal je nanesen z lihového roztoku na sféricka matricova peletova jadra podle uvedeného
prikladu 4.

Jadra obalenych sférickych matricovych pelet se vyrabéji metodou extruze-sféronizace nebo
rotogranulace podle prikladu 1, pficemz cholinesteraza se na jadra aplikuje ponofenim
peletovych jader do impregnacéni suspenze dle prikladu 3, a po vysuseni dojde k jeji imobilizaci.
Impregnovana jadra se dale obaluji nastfikem rozpusténych, resp. dispergovanych, komponent
obalu ve fluidnim loZzi, pfi¢emz obal se rovnomém¢ vytvafi na jejich povrchu, aniz by po
ukon¢eni nastiiku bylo nutné dalsi tepelné upravy obalu, jak je uvedeno v pfikladu 4. Uvedené
pfiklady pfitom dané feSeni nad ramec popisu vynalezu nikterak neomezuji. Obalené sféricke
matricové pelety se adjustuji do sklenénych detekcnich trubiCek v mnozstvi nezbytném k
dosazeni aktivity imobilizované¢ho enzymu na bazi cholinesteraz od 0,1 do 100 nkat, vyhodn¢
3 nkat, v jedné detekéni trubicee.

Predmétem vynalezu je rovnéZ detekéni trubic¢ka pro detekei inhibitorii chlolinesteraz metodou
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enzymatické hydrolyzy substratového acetylthiocholinu a/nebo butyrylthiocholinu za vzniku
odpovidajiciho thiolu, ktery je indikovan barevnou zménou redoxniho indikatoru nebo metodou
enzymatické hydrolyzy chromogenniho substratu, jejiz podstata spociva v tom, z¢ obsahuje vyse
definované obalené sférické matricové pelety a dale substratovy acetylthiocholin a/nebo
butyrylthiocholin a/nebo chromogenni ¢inidlo.

Z vyse uvedeného je zfejmé, Ze se vynalez tyka slozeni sférickych matricovych obalenych pelet s
obsahem imobilizované¢ho enzymu acetylcholinesterazy, resp. butyrylcholinesterazy, (pfipadné
jejich smési v jakémkoliv poméru) o aktivité 1 az 100 nkat.g™', které jsou adjustovany ve formé
sklenénych detekcnich trubiéek. Trubicky s adjustovanymi peletami slouzi pro detekci nervove
paralytickych latek v potencionalné kontaminovaném prostredi.

Trubicka obsahuje dvé vrstvy a dvé sklenéné ampulky s roztoky. Indikaéni vrstva obsahuje pelety
s imobilizovanou acetylcholinesterazou a/nebo butyrylcholinesterazou. Dalsi vrstva obsahuje
drcené sklo impregnované substratovym acetylthiocholinem a/nebo butyrylthiocholinem a
chromogennim ¢inidlem - kyselina 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoova), Ellmanovo cinidlo. Obé
ampulky jsou plnény roztokem pufru o pH 6 az 9.

Pri detekci se ampulka u indikaéni vrstvy rozbije kovovym bodcem a jeji obsah se setfepe na
pelety. Do trubi¢ky se nasaje ekvivalentni objem vzduchu. Poté se rozbije druha ampulka a jeji
obsah se setfese pres dreené sklo az na pelety. Hodnoti se zména zabarveni vrstvy s obsazenymi
peletami. Pokud dojde ke Zlutému zabarveni, ovzdu$i neobsahuje NPL. V opaéném pripadé
zustane vrstva beze zmény, pripadné dochazi ke zlutému zbarveni az po delsi dob€. Jedno z
moznych provedeni uvedené detekéni trubicky je znazoméno na obr. 1, kde 1 jsou ampulky s
tlumivym roztokem, 2 jsou vymezovaci a tésnici téliska, 3 je indikaéni vrstva s peletami a 4 je
vrstva drceného skla se substratem a indikatorem, pfipadné jen s chromogennim substratem.

Principem detekce NPL je enzymaticka kolorimetricka reakce, kdy v nepfitomnosti NPL dochazi
k hydrolyze acetylthiocholinu, resp. butyrylthiocholinu, cholinesterazou na prislusnou kyselinu a
thiocholin. Thiocholin dale reaguje s kyselinou 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoovou) za vzniku
kyseliny 2-nitro-3-thiobenzoové (viz obr. 2). Kyselina 2-nitro-5-thiobenzoova pak zpiisobi zluté
zabarveni detektoru, které lze vyhodnotit pouhym okem nebo spektrofotometricky pfi 412 nm.
Pokud ke zméné barvy nedojde, jedna se o kontaminaci ovzdu§i NPL, kdy NPL inhibuje enzym a
nedochazi k uvolnéni thiocholinu a nasledné barevné reakci. Detekéni trubi¢ku lze vyuzit 1 pro
zjisténi pritomnosti NPL ve vod¢.

Kromé¢ kyseliny 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoov¢) lze k detekci NPL vyuzZit 1 jind chromogenni
¢inidla nebo chromogenni substraty, napf. indoxylacetat. kdy hydrolyzou indoxylacetatu vznika
indoxyl a kyselina octova. Indoxyl se poté samovolné pfeménuje na indigo a roztok se zbarvuje
do modra (obr. 3). Postup prace s trubickou je zde obdobny.

Dosavadni fesSeni imobilizace enzymu ve vodorozpustnych membranach CN 101586100 (2012)
nebo pelet adjustovanych ve form¢ trubicek s obsahem pelet EP 3196315 (2016) maji tu
nevyhodu, Ze pfi testovani dochazi k vyplaveni zabarveni do vn¢jsiho prostfedi, ¢imz se snizuje
intenzita zbarveni samotnych pelet. V pripadé EP 3196315 (2016) se z téla pelet uvoliiuje
zabarveni do vngjSiho, tekutého prostredi, které pak zhorSuje sledovat intenzitu zabarveni
samotnych pelet. Tuto nevyhodu odstranila feSeni chranéné vynalezem CZ 306803, ktery’
popisuje imobilizaci enzymu na povrchu pelet ve vodorozpustné membrané ve form¢ primarniho
obalu, ktery je obalen jest¢ dalsi vodonerozpustnou (sekundami obal), avSak semipermeabilni
membranou. Sekundami obal nerozpustny ve vod¢ dovoli prostupu vody s cCinidlem k
primarnimu obalu. Zde pak dojde k barevné reakci. Obal, ktery zistava zachovan, pak zpomali
odplaveni vzniklého barviva do vnéjsiho prostfedi. To se viditeln€ projevi 1 v zabarveni tohoto
prostiedi, jehoz intenzita je pfimo uméma koncentraci uvolnéného barviva. Reseni popsané ve
vynalezu ov§em podstatn¢ snizuje rychlost detekce a citlivost (obr. 4).
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Soucasné feseni ve formé obalenych sférickych matricovych pelet ma pak oproti stavu techniky
CZ 306803 tu vyhodu, ze zde prekvapivé a neocekavané nedochazi ke snizeni rychlosti detekce a
citlivosti, ackoliv je enzym zabudovan v matricovém jadru pod nerozpustnou vrstvou (jednotlivé
hodnoty jsou uvedeny v prikladu 10 - tabulce 4). Je zde zfejmé vyuzito synergického jevu, kdy
magnesiumaluminiummetasilikat diky vysokému mémému povrchu a vyhodnému pH udrzuje
enzym/y aktivni po del§i dobu. Zaroven je pritomnosti vnéj§i nerozpustné semipermeabilni
membrany zabranéno vyplavovani enzymu do detekéniho roztoku, coz vede ke vzniku
intenzivnéjSiho Zlutého zbarveni v pripadé nepfitomnosti NPL. Diky absenci dvojitého obalu se
zde zfeymé 1 vyraznéji uplatni osmoticky efekt jadra, které rychleji pfijme vodu s obsahem
potencialn¢ pfitomného organofosfatu, coz urychli reakci. Redukce obalovych vrstev ze dvou na
jednu podstatné zjednoduSuje a zkracuje 1 proces pripravy obalenych sférickych matricovych
pelet. Kromé toho soudasné feSeni ve form¢ matricovych pelet ma zcela neocekavané a
prekvapivé (na rozdil od pelet s dvojitym obalem popsanych v dokumentu CZ 306803) vyssi
rychlost detekce, ackoliv se enzym v obou pfipadech nachazi ve vrstvé pod semipermeabilnim
obalem. Obalova vrstva navic vyhodné umozni detekci NPL 1 ve vodnich zdrojich, jelikoz pelety
se¢ ve vodném prostredi nerozpadnou a zustanou ve form¢ nerozpustné matrice. Proto se mluvi
obalenych sférickych matricovych peletach. Nasledujici schéma (obr. 4) umoziuje obecné
porovnani vyhod popsaného feseni se soucasnym stavem techniky.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 je priklad konstrukce detek¢ni trubicky.
Obr. 2 je reakéni schéma Ellmanovy reakce.
Obr. 3 je reakéni schéma s indoxylacetatem.

Obr. 4 je schéma vyvoje nosicu na bazi pelet s principy a vyhodami jednotlivych provedeni.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Zpusob priipravy podle vynalezu je objasnén nasledujicimi priklady provedeni, aniz by jimi byl
rozsah vynalezu omezen.

Priklad 1

Tab. 1 SloZeni pelet v hmotnostnich dilech

Neusilin® Avicel® Avicel® Pharmatose® Kollidon®
US2 PH 101 RC 581 200 M 90
39.15 2827 7.09 12,48 13,01

e  Laktoza monohydrat (Pharmatose® 200 M), Neusilin® US2, Avicel® PH 101 a Avicel® RC
581 smisime po dobu péti minut v rychlobézném mixéru (Stephan UMC 5, A. Stephan u.
Séhne GmbH & Co., Némecko) az vznikne homogenni sucha sm¢s.

e  Kollidon® 90 za stalého michani rozpustime ve fosfore¢nanovém pufru o pH 7.4 (dle Ph.
Eur.) na elektromagnetické michacce, ¢imz ziskame pojivovy roztok.

e K suché smési postupné prilijeme roztok pojiva a misime 5 minut v rychlobézném mixéru
(Stephan UMC 5, A. Stephan u. Sohne GmbH & Co., Némecko) do vzniku vlhké disperze.



10

15

20

25

30

35

CZ 308597 B6

Vlhkou hmotu extrudujeme sitem o velikosti otvoru 1,00 mm na extrudéru (PharmTex 35T,
Wyss and Probst Engineering, Svycarsko) pii rychlosti 60 rpm.

Extrudat sféronizujeme na sferonizéru (PharmTex 35T, Wyss and Probst Engineering,
Svycarsko) pii rychlosti 1000 rpm po dobu 20 minut.

Vzniklé pelety vysuSime pri teplot€¢ 30 °C po dobu 72 hod. (Horo 038A, Dr. Ing. A.
Hoffman GmbH, Némecko) do vlhkosti pod 0,5 %.

Priklad 2

Tab. 2 Relativni Cetnost sitovych frakei v % hmotnosti

Velikost sit [mm] Frakce [hmotn. %]

>2.00 0,72
2,00-1,25 30,27
1,25-1,00 46,84
1,00-0,80 19,47

0,80 -0,50 2,68
0,50-0,25 0,02
<0,25 0,00

Stfedni prumér pelet 1,23 mm

Pro dalsi zpracovani (impregnaci - viz nasledujici pfiklad 3) se provede sitové tfidéni tak, aby se
minimalné 75 % pelet nachazelo v rozmezi 0,8 az 1,25 mm.

Priklad 3

Impregnace peletovych jader enzymem

Pripravi se suspenze obsahujici enzym butyrylcholinesterazu (Sigma-Aldrich, USA) se
specifickou aktivitou 62,5 nkat.ml”, 5 % dextranu a 0,5 % Spolaponu 247 ve fosfatovém
pufru o pH 7.6.

K impregnaci 100 g pelet bylo pouzito 80 ml suspenze.

Pelety zistaly ponofeny v suspenzi po dobu 15 min s naslednym 24hodinovym susenim pri
teploté 35 °C.

Priklad 4

Tab. 3 SloZeni obalu uréenych pro potah peletovych jader
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Slozeni na 100 g peletovych jader

v

Sarze a b c

Obal [%] 1,500 2,500 5,000
Eudragit ® RL [g] 1,125 1,875 3,750
Polyethylenglykol 400 [g] 0,300 0,500 1,000
Kollidon® 25 [g] 0,075 0,125 0,250
Ethanol 96% [g] 7,880 13,130 26,250
Celkem [g] 9,375 15,625 31,250

e  FEudragi® RL se na elektromagnetické michacce rozpusti v ethanolu 96% a do roztoku se za
stalého michani pfida polyethylenglykol 400, piipadné Kollidon® 25, a smés se micha az do

uplného rozpusténi pridanych latek.

*  Roztok se pot¢ nastfikne na povrch pelet s jiz ukotvenym enzymem ve fluidnim zafizeni M-
100 (Medipo, Ceska republika) pfi teploté 40 °C, velikosti trysky 1 mm a tlaku vzduchu 100
az 200 kPa. Obalené pelety se nasledné dosusi pfi 25 °C po dobu 24 hodin.

e  Pro dalsi zpracovani (adjustaci do detekénich trubicek - viz nasledujici priklad 5) je mozné
provést sitové tfidéni tak, aby se minimaln¢ 75 % obalenych pelet nachazelo v rozmezi 0,8

az 1,25 mm.
Priklad 5

Kompozice detekéni trubicky

Trubicka obsahuje (ve sméru proudéni kontaminovaného vzduchu):

e  Ampulku s roztokem pufru (objem 0,03 ml).

e Vrstvu drcené¢ho skla impregnovaného substratem a indikatorem (pfipadné jenom
substratem), délka vrstvy 10 mm, hmotnost vrstvy asi 0,1 g.

e Vrstvu sférickych obalovych matricovych pelet s imobilizovanym enzymem (vzdy
jednotlivé a, b, nebo ¢ - dle prikladu 4), délka vrstvy 10 mm, hmotnost asi 0,05 g.

e  Ampulku s roztokem pufru (objem 0,03 ml).

Vrstvy jsou upevnéné a vzajemné oddélené vymezovacimi

propoustéjicimi plyn 1 kapalinu (ve tvaru hvézdicek).

Priklad 6

e  Ob¢ ampule obsahuji fosfatovy pufr o hodnoté pH 8,0.

e Drcené sklo 0 zméni 0,7 az 0,9 mm je impregnované methanolovym roztokem obsahujicim
2 % acetylthiocholin jodidu a 0,2 % kyseliny 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoové).

télisky z polyethylenu,
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Vzorek obalenych matricovych pelet s imobilizovanym enzymem acetylcholinesterazou o
aktivité 10 nkat.g™ nosice.

Indikacni efekt - funkéni enzym - Zluté zabarveni vrstvy, po inhibici zastava bila.

Priklad 7

Ob¢ ampule obsahuji fosfatovy pufr o hodnoté pH 7.4.

Drcené sklo o zméni 0,7 az 0,9 mm je impregnované methanolovym roztokem obsahujicim
2.5 % butyrylthiocholin jodidu a 0,15 % 2,6-dichlorfenolindofenolu.

Vzorek obalenych matricovych pelet s imobilizovanym enzymem butyrylcholinesterazou o
aktivité 30 nkat.g™ nosice.

Indikacni efekt - funkéni enzym - dochazi k odbarveni modré vrstvy, po inhibici zistava
modra.

Priklad 8

Ob¢ ampule obsahuji fosfatovy pufr o hodnoté pH 8,2.

Drcené sklo o zméni 0,7 az 0,9 mm je impregnované 2% methanolovym roztokem
indoxylacetatu.

Vzorek obalenych matricovych pelet s imobilizovanym enzymem butyrylcholinesterazou o
aktivité 30 nkat.g™ nosice.

Indikacni efekt - funkéni enzym - dochazi ke vzniku modrého zabarveni, po inhibici zistava
bila.

Priklad 9

Ob¢ ampule obsahuji fosfatovy pufr o hodnoté pH 7.4.

Drcené sklo o zméni 0,7 az 0,9 mm je impregnované methanolovym roztokem obsahujicim
1 % acetylthiocholin  jodidu, 1%  butyrylthiocholin jodidu a 0,15% 2.6-
dichlorfenolindofenolu.

Vzorek obalenych matricovych pelet s imobilizovanou smési enzymi acetylcholinesterazy a
butyrylcholinesterazy o aktivité 20 nkat.g™ nosice (u obou).

Indikacni efekt - funkéni enzym - dochazi k odbarveni modré vrstvy, po inhibici zistava
modra.

Obecné schéma provedeni detek¢ni trubicky a jeji napln€ je znazornéno na obr. 1, kde 1 jsou
ampulky s tlumivym roztokem, 2 jsou vymezovaci a tésnici téliska, 3 je indikacni vrstva s
peletami a 4 je vrstva drceného skla se substratem a indikatorem, pfipadné jen s chromogennim
substratem.

Priklad 10

Pro simulaci inhibice enzymu nervovymi latkami byl pouzZit roztok fyzostigminu
(reverzibilniho inhibitoru) v mnozstvi 0,2 ml, ktery byl pouzit k navlhéeni pelet namisto
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¢isté€né vody.
e Inkubacni doba byla 10 minut.

e Nasledné bylo pridano 0,2 ml testovaciho roztoku (smés prislusného substratu a Ellmanova
¢inidla) a po nasledujicich 120 sekund byl vzorek vizualné hodnocen.

e  PIn¢ inhibovany vzorek si béhem této doby zachoval ptvodni bilou barvu. PouZzitim riznych
pfedem definovanych koncentraci (0,25; 0,5; 1.0; 2,0; 4,0; 6,0 a 8,0 ug fyzostigminu na
1 ml) testovacich roztoku fyzostigminu byla zjisténa minimalni inhibi¢ni koncentrace
fyzostigminu (citlivost).

Tab. 4 Srovnani citlivosti (limita detekce) a rychlosti detekce

. Pifedmét vynalezu Kompozice a, b, ¢
Sledované parametry Patent CZ306803 dle prikladu 4
Citlivost (fyzostigmin) 8 ng.ml! 0,5 pg.ml!
Rychlost detekce >45s 10-15 s

Postup prace s trubickou
e  Rozdrtime vrchni ampulku a setfepeme jeji obsah na vrstvu pelet s enzymem.

e  Provedeme odbér vzorku kontaminovaného vzduchu (ruéni nebo elektrickou pumpickou,
objem 1 litr vzduchu).

e  Pockame 2 minuty (doba inkubace).

e  Rozdrtime spodni ampulku a jeji obsah setfepat pres vrstvu drceného skla az na vrstvu pelet
(smyt impregnovana ¢inidla).

e  Vyhodnotime zménu zabarveni vrstvy pelet. Pokud vzduch neni kontaminovan, systém
pracuje normalné¢ a dochazi k redukci chromogenniho ¢inidla nebo hydrolyze
chromogenniho substratu, coz je doprovazeno barvenou zmenou (zabarveni nebo odbarveni
indikacni vrstvy). V pritomnosti kontaminantii se zabarveni indikaéni vrstvy po urcitou dobu
neméni. Na zakladé délky této doby lze urcit koncentraci kontaminantu v ovzdusi.

Prumyslova vyuzitelnost

Obalené sférické matricové pelety by mohly mit uplatnéni v prumyslové vyrobé detekénich
trubi¢ek k zjiStovani inhibitori cholinesteraz, zejména nervové paralytickych bojovych
chemickych latek a dalSich vojensky vyznamnych sloucenin s podobnym mechanismem
toxického ucinku. Jednoduché¢ detekcni prostfedky tohoto typu jsou standardni soucasti technicke
vybavy vojenskych chemickych jednotek a chemickych specialisti v oblasti ochrany
obyvatelstva.
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PATENTOVE NAROKY

1. Obalen¢ sférické matricové pelety uréené pro detekci inhibitori cholinesteraz metodou
enzymatické hydrolyzy substratového acetylthiocholinu a/nebo butyrylthiocholinu za vzniku
odpovidajiciho thiolu, ktery je indikovan barevnou zménou redoxniho indikatoru nebo metodou
enzymatické hydrolyzy chromogenniho substratu a obsahujici imobilizovany enzym na bazi
cholinesteraz o aktivité 1 az 100 nkat.g', vyzna€ené tim, Ze enzym je v peletach imobilizovan na
poréznim, vodonerozpustném anorganickém materialu o specifickém povrchu v rozmezi 200 az
400 nr.g!, vyhodné 300 nr.g™!, o hodnoté pH vodného vyluhu v rozmezi 6 az 8, vyhodné 7.4,
pficemz tyto pelety jsou obaleny semipermeabilnim obalem z vodonerozpustného polymeru, kde
celkova koncentrace obalu ¢ini 0,1 az 15 % hmotnosti sférickych obalenych matricovych pelet a
prumér vysledné velikosti obalenych sférickych matricovych pelet se minimaln¢ ze 75 % nachazi
v rozmezi velikosti 0,1 az 3,0 mm, vyhodn¢ 0,8 az 1,25 mm.

2. Obalené sférické matricové pelety podle naroku 1, vyznaené tim, Z¢ enzym na bazi
cholinesterazy je acetylcholinesteraza a/nebo butyrylcholinesteraza, vyhodné
butyrylcholinesteraza, prficemz podil imobilizovaného enzymu na bazi cholinesteraz v poréznim,
vodonerozpustném anorganickém materialu je roven 0,01 az 1 % hmotnosti, vztazeno na celkovou
hmotnost obalenych sférickych matricovych pelet, k zajisténi vysledné aktivity imobilizovaného
enzymu v rozmezi 1 aZ 100 nkat.g™.

3. Obalené sférické matricové pelety podle naroka 1 a 2, vyznafené tim, ze porézni,
vodonerozpustny anorganicky materidl je aluminiummetasilikat, jehoz obsah je v rozmezi 1 az
90 % hmotnosti, vyhodné 5 az 50 % hmotnosti jadra obalené sférické matricové pelety.

4. Obalené sférické matricové pelety podle naroku 1 az 3, vyznafené tim, ze semipermeabilni,
vodonerozpustny polymer je tvofen derivaty akrylatd, estery a étery celulozy, Selakem,
polyvinylacetatem v celkové koncentraci od 0,1 do 15 % hmotnosti obalené sférické matricové
pelety, vvhodné smési kopolymeru ethylakrylatu, methylmethakrylatu a esteru amonné soli
methakrylové kyseliny ve smési s polyethylenglykolem a/nebo polyvinylpyrrolidonem v jejich
vzajemném hmotnostnim poméru 1,5az26,5:0,5az1,7:0,1az0,5.

5. Zpusob pfipravy obalenych matricovych pelet podle naroku 1 az 4, vyznaleny tim, Ze¢
peletova jadra s obsahem imobilizovaného enzymu urcena k nanaseni obalu se vyrobi metodou
extruze-sféronizace nebo rotogranulace a obal se nanese nastiikem ve fluidnim lozi.

6. Pouziti pelet podle naroki 1 az 5 k adjustaci do sklenénych detekénich trubicek ke stanoveni
inhibitorii cholinesteraz, pri¢emz aktivita imobilizovaného enzymu na bazi cholinesteraz se
nachazi v rozmezi 1 az 100 nkat, vyhodné 3 nkat v jedné detekeni trubiccee.

7. Detekéni trubicka pro detekci inhibitorii cholinesteraz metodou enzymatické hydrolyzy
substratového acetylthiocholinu a/nebo butyrylthiocholinu za vzniku odpovidajiciho thiolu, ktery
je indikovan barevnou zménou redoxniho indikatoru nebo metodou enzymatické hydrolyzy
chromogenniho substratu, vyznafena tim, Ze obsahuje obalené sférické matricové pelety podle
narokii 1 az 4 a dale obsahuje substratovy acetylthiocholin a/nebo butyrylthiocholin a/nebo
chromogenni ¢inidlo, pfipadné jen chromogenni €inidlo.

4 vykresy
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Obr. 4



