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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Student: Bc. Ondrej Kerestes

Vedouci prace: PharmDr. Marta Kucerova, Ph.D.

Konzultant: pplk. prof. RNDr. Miroslav Pohanka, Ph.D., DSc.

Nazev diplomové prace: Biosenzory pro testovani inhibitort cholinesteras

Acetylcholinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7) §tépi acetylcholin v nervovém systému.
Vazba acetylcholinu na receptor a nasledné hydrolytické $tépeni v centralnich synapsich nebo
na nervosvalovych ploténkdch umoziiuje opakovany pienos nervového vzruchu. Tim je
zabezpeCen védomy pohyb a optimalni kognitivni schopnosti ¢lovéka. Pii styku AChE
s inhibitorem dojde k jejimu zablokovani, tedy ke zhorSeni kognitivnich funkci a zasaZzeného

postihnou kiece, pti delsi expozici mize nastat smrt.

Cilem prace bylo otestovat rizné piistupy v meéfeni aktivity AChE inhibované
fyzostigminem a takrinem. DalSim cilem byla pfiprava biosenzorii pomoci vybranych
imobilizac¢nich technik. VyzkouSeny byly tfi postupy imobilizace — dva s pouzitim
elektrochemickych detektorti, kdy byla cilem optimalizace metody stanoveni aktivity AChE
meétenim rozdilu pH (AChE kotvena v chitosanové membran¢), nebo chronoamperometricky
(AChE sorbovana na tisténé elektrod¢). Tteti zkoumanou cestu zahrnovala imobilizace AChE
na magnetické Castice, kdy analyza probihala spektrofotometricky, a to optimalizovanou
Ellmanovou metodou. Pouzita byla AChE z pauhote elektrického, v ptipad¢ tiSténych zatizeni

byla pouzita i lidska rekombinantni forma AChE.

Byly stanoveny Michaelisovy konstanty AChE (Kwm) a tzv. 50% inhibi¢ni koncentrace,
tj. koncentrace inhibitoru, pii nichz je AChE zablokovana z 50 % (ICso).

V sou€asné dobé probihd vyzkum analytickych metod v oblasti biosenzoriky jak
pro ochranu pfed zdsahem nervovée paralytickymi latkami, tak pro zkoumani G€¢inku inhibitora
uzivanych k 1écbé Alzheimerovy nemoci. Dal§i moznosti pouziti biosenzorického stanoveni
inhibitorl je oblast analyzy zivotniho prostiedi (stanoveni pfitomnosti pesticidll). Biosenzory

tak maji potencialné velmi Sirokou uplatnitelnost.



Abstract
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Title of diploma’s thesis: Biosensors for testing of cholinesterases' inhibitors

Acetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) cleaves acetylcholine in the nervous system.
Binding of acetylcholine to the receptor and subsequent hydrolytic cleavage at central synapses
or neuromuscular junction allows the repeated transmission of nerve impulses. This ensures
controlled movement and optimal human cognitive abilities. In case of contact of AChE
with the inhibitor, it becomes blocked, thus deteriorating cognitive functions and affects

convulsions, with prolonged exposure death can occur.

The aim of this work was to test various approaches to measurement of the activity
of cholinesterases exposed to two inhibitors, as well as the preparation of biosensors using
selected immobilization techniques. Three immobilization procedures were tested. Two of
them were using electrochemical detectors and the aim was to optimize the method of
quantification activity of AChE by measuring the pH difference (AChE was anchored by
the chitosan membrane) and chronoamperometrically (AChE was adsorbed on the printed
electrode). The third procedure involved immobilization of AChE to magnetic particles
and the analysis was performed spectrophotometrically by the optimized Ellman method.
AChE from the electric eel was used, and in the case of printed devices the human recombinant

AChE was used also.

Michaelis constants (Km) and 50% inhibitory concentrations for the AChE were
determined (ICsp).

Research is currently underway in the field of biosensorics, both for protection against
nerve agents and for investigating the effect of inhibitors that are used for Alzheimer's disease
therapy. Another promising application of the cholinesterase-based bioassay is in the field of
environmental analysis and pesticides assay. Thus, biosensors have potentially a very broad

applicability.



Seznam pouzitych zkratek

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

ATCh acetylthiocholin

ATChCI acetylthiocholin-chlorid

CB/PB  cCernouhelny prach modifikovany pruskou modii (carbon black/prussian blue)
CNS centralni nervovy systém

DMF dimethylformamid

DMSO  dimethylsulfoxid

DTNB  5,5'-disulfandiylbis(2-nitrobenzoova kyselina)

EDC N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)
FIA priatokova injekéni analyza (Flow injection analysis)

ICso koncentrace inhibitoru, ktera snizi aktivitu enzymu o 50 %

ISFET  iontové€ senzitivni tranzistory s efektem pole (ion-sensitive field-effect transistor)

konstanta Michaelise a Mentenové — koncentrace substratu v poloving limitni
rychlosti



LOD

NHS

NPL

0]

OPCW

PAS

PBS

PNS

rAChE

RPM

SIA

SPE

TNB

Vlim

ApH

mez stanovitelnosti (limit of detection)

N-hydroxysukcinimid

nervov¢ paralytické latky

organofosfaty (organophosphate)

Organizace pro zakaz chemickych zbrani (Organisation for the Prohibition
of Chemical weapons)

periferni anionické misto (peripheral anionic site)

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)

periferni nervovy systém

rekombinantni acetylcholinesterasa

otacky za minutu (revolutions per minute)

sekvencni injek¢ni analyza (sequential injection analysis)

plosné tisténé elektrody (screen-printed electrodes)

2-nitro-5-sulfanylbenzoova kyselina)

limitni rychlost enzymové reakce

rozdil hodnot pH v ¢ase t = 0 a v Case odecitani



1. Uvod

Prvni, kdo naznacil existenci enzymu, ktery S$tépi estery cholinu v nervovém
systému, byl Sir Henry Dale. [1] Dnes jiz vime, Ze takové enzymy jsou dva a tim
hojn€ zkoumana, at’ uz z divodu snahy vylécit choroby nervového systému, nebo z diivodu

vyvoje latek, které pomahaji reaktivovat cholinesterasu (napt. oximy [2, 3]).

Ve své diplomové praci jsem se zabyval pfipravou a testovanim biosenzor
pro stanoveni aktivity AChE z pathote elektrického (Electrophorus electricus) a lidské
AChE (Homo sapiens). Biosenzorem rozumime zafizeni, které dokaze prevést vysledky
biochemického déje zachyceném pies biorekogni¢ni element do meéfitelné podoby. [4]
Biorekogni¢ni elementy jsou kompatibilni s riznymi fyzikalné-chemickymi ptevodniky
vedoucimi prelozeny signal k vyhodnocovacimu centru, které pomoci software zobrazuje

vyslednou odezvu v odpovidajici podob¢.

V ramci svych experimentli pod vedenim konzultanta, pplk. prof. RNDr. Miroslava
Pohanky, Ph.D., DSc., na Fakult¢ vojenského zdravotnictvi Univerzity Obrany v Hradci
Kralové jsem optimalizoval metodiku stanoveni AChE pomoci potenciometrického
méteni, kde se 1ze naptiklad zamétit na mefeni pH (béhem hydrolyzy estert thiocholinu
vznikd organicka kyselina). [5, 6] Mohl jsem také vyuZit arozvinout jiz zavedenou
spektrofotometrickou metodu, jakou je Ellmanova metoda, ktera jiz proSla fadou
optimalizaci pro rizné typy matric vzorku a arteficidlnich substrati. [3, 7-14] Tuto metodu
jsem pouzival v rdmci svych studii AChE imobilizované na magnetické ¢astice, kdy jsem
namétend data porovnaval i s daty ziskanymi v rdmeci pilotni studie pii vypracovavani své

bakalatské prace. [13]

Bé&hem své praktické stdZze v ramci projektu Erasmus+ na Univerzité Tor Vergata
v Rimé jsem vyvijel biosenzor pro chronoamperometrické méfeni aktivity AChE. Mym
ukolem bylo pfipravit jednoduchy tistény papirovy biosenzor zalozeny na pathofi a lidské
AChE, kdy jsem vychdazel ze zavedené metodiky jiz diive publikované tymem zabyvajicim
se vyvojem biosenzorl pro stanoveni pesticidll a nervové paralytickych latek (NPL), avSak

s pouzitim jiného enzymu. [15]
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2.

Cile prace
Optimalizace metodiky pH metrického stanoveni aktivity AChE pomoci sondy
s iontové-senzitivnim tranzistorem s efektem pole (ISFET).
Imobilizace AChE na chitosanovou membranu a pH-metrické testovani jeji aktivity.
Imobilizace AChE na magnetické Ccastice a testovani jeji aktivity pomoci
spektrofotometrického stanoveni dle Ellmana, jeho optimalizace pro méfeni
s ¢asticemi.

Konstrukce jednorazového papirového prouzku pro chronoamperometrické stanoveni
aktivity AChE.

Srovnani konstant Michaelise a Mentenové (Kwm) ziskanych v ramci riiznych detekénich
pristupd.

Stanoveni 50% inhibi¢ni koncentrace (ICso) pro fyzostigmin a takrin, stanoveni limitQ
detekce (LOD) pouzitych metod.
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3. Teoreticka cast

3.1. Cholinesterasy

3.1.1 Acetylcholinesterasa

Acetylcholinesterasa (EC 3.1.1.7, AChE) plni nezastupitelnou funkci v nervovém
systému. Jejim pfirozenym substratem je acetylcholin (ACh), ktery je AChE hydrolyzovan
v synapsich cholinergnich neuronti. Nachazi se zejména v mozku, na nervosvalovych

ploténkach kosternich svalti a na membranach erytrocyti. [1, 16, 17]

Aktivni misto AChE je uvnitf kavity. Zde se nachazi jak katalyticka triada, tak zde
najdeme tzv. a-anionické misto (v ném se nalézaji zbytky aminokyselin Trp 84, Tyr 121
a Phe 330 u AChE pauhote elektrického (Electrophorus electricus), Gly 121, Gly 122 a Ala
204 u AChE lidského piivodu).

Tzv. katalytickd tridda v aktivnim misté enzymu je u AChE pauthofe elektrického
tvofena zbytky aminokyselin Ser 200, His 440 a Glu 327. U AChE lidského plivodu jde
o zbytky Ser 203, His 447 a Glu 334. [17, 18] Molekula substratu se vaze piimo

na katalytickou triadu pies aminokyselinu serin (prib¢h reakce ukazuje Obrazek 1).

Vnéjsi vstup do kavity u AChE pathote elektrického je tvofen skupinou
aminokyselinovych zbytkd Tyr 70, Asp 72, Tyr 121, Trp 279 a Tyr 334 (jsou hlavnimi
zbytky aminokyselin zajiStujici prostorovou orientaci pro snazsi vniknuti vstupujicich
molekul). Ty tvofi tzv. B-anionické, periferni anionické misto (PAS). PAS je dulezité
pro spravnou prostorovou koordinaci vstupu substratu do aktivniho mista. Pro kinetické
studie s AChE se Casto misto ACh uZiva zejména acetylthiocholinu (ATCh), sirného
analogu ACh. Bylo napfiklad zjiSténo, Ze pokud koncentrace ATCh vyrazné vzroste, dojde
k inhibici nadbytkem substratu, protoZze ATCh navazany na PAS zabrani odstupu cholinu

(viz bod 2 na Obrazku 1). [19, 20]

AChE nalezneme 1 u mnoha dalSich vysSich zivocich (pauhote elektrického,
parejnoka, aj.), [21] a jsou funkéné velice podobné. Muzeme tak pouzivat k modelovym

studiim 1 AChE ziskanou z téchto zivocichii. [18]

12
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Ser 200
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Misto itafeni

PribliZzeni substratu k aktivnimu mistu

3

(+)

Vyt&snéni cholinu z okoli aktivniho mista Hydrolytické uvolnéni aktivniho mista

Obrazek 1:Faze hydrolyzy acetylcholinu v AChE z elektrického uhore (prevzato od Taylora [1],
kolorovano, upraveno dle Colletiera a kol. [20] a Pohanky [18]):

1) Substrat se priblizi ke dnu kavity kolem periferniho anionického mista (PAS) (¢ast 1) a vytvorenim
kovalentni vazby vznikne komplex enzym-substrat v esteratické casti aktivniho mista AChE. Vytvori se tak
tetrahedralni meziprodukt. Jednou z jeho hran je zbytek aminokyseliny serinu (Ser 200) (Cdst 2).

2) Po rozpadu intermediatu je prvni odstupujici molekulou cholin, Ser 200 je stale acetylovan (cast 3).

3) Dojde k hydrolytickému odstépeni acetdatového zbytku a tim padem uvolneni aktivniho mista
a obnove funkce AChE (cast 4)
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3.1.2. Butyrylcholinesterasa

Butyrylcholinesterasa (EC 3.1.1.8, BChE) patii stejn¢ jako AChE mezi serinové
hydrolasy. V pfepoctu na hmotu je v téle zastoupena 10x vice nez AChE, a to zejména
v krevni plazmé, do které je vyluCovana jaternimi bunkami. Dokéze véazat organofosfaty
a hydrolyzovat rizné exogenni latky, jako je sukcinylcholin, prokain, heroin, nebo kyselina
acetylsalicylova. Po dlouhou dobu se jevila jako klinicky bezvyznamna pro lécbu
Alzheimerovy choroby, avsak studie na mysich dokazaly, Ze se v nervovém systému taktéz
BChE vyskytuje a také dokaze AChE pfi plné depleci jejiho genu adekvatné zastoupit. [22—
24]

Podle dat z ptrelomu roku 2014 a 2015 bylo zndmo 75 riznych variant lidského genu
pro BChE. [25] Z klinického hlediska je dulezité zdlraznit riznou expresi a zbytkovou
aktivitu BChE u variant jejiho genu. Varianta K je jednou z nejvyznamnéjsich vrozenych
mutaci, co se ty€e incidence. Disponuje ji jeden ze ¢tyt lidi europoidni rasy. Rozdil proti
puvodnimu typu BChE spocivd v zdméné aminokyselin v pozici 539 sekvence proteinu.
Alanin ve stavajici sekvenci noveé nahradi threonin. U pacientti s K variantou BChE se
muze po podani sukcinylcholinu objevit apnoickd pauza. Divodem je o tietinu nizsi
aktivita této mutantni formy, pfestoze piimo v aktivhim misté¢ k zaméné aminokyselin
nedoslo. Vysledkem sniZzeni aktivity BChE je prodlouzeni uc¢inku podaného
sukcinylcholinu, protoze doslo ke zpomaleni jeho odbourdvani pomoci BChE. [26, 27]
Byla popsana mimo jiné 1 dal$i mutace BChE mimo aktivni misto, ktera v kone¢ném

wrwe

také dojde k apnoické pauze. [28]

Biologicky polo€as BChE trva zhruba 10 dni. [27, 29] ProtoZe albumin jako hlavni
plazmatickd bilkovina ma biologicky polo¢as 3—4 tydny, hladina plazmatické
cholinesterasy se pouZivala jako ukazatel stavu jaterni proteosyntézy. [27] Bylo zjisténo,
ze hladina BChE koresponduje s mnozstvim svalové hmoty a jeji sniZeni by tak mohlo

slouzit jako biomarker pro odhaleni sarkopenie u starych lidi. [30]
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3.2. Inhibitory acetylcholinesterasy

Inhibitory AChE snizuji jeji aktivitu, tj. schopnost Stépit pfirozeny substrat
acetylcholin (ACh), a tim plsobi nepfimo cholinomimeticky. Podle délky ptisobeni je lze
rozdélit na reversibilni a ireversibilni. Mezi reversibilni patfi inhibitory kompetitivni

(podobné substratu, soupetici o vazbu na aktivni misto) a nekompetitivni. [31]

Ve farmacii se vyuziva reversibilnich a pseudoreversibilnich inhibitord AChE.
Princip terapie spo¢ivd v podobnosti inhibitoru a ACh jakozto substratu pro AChE.
Inhibitor mtize substrat vytésnit z aktivniho mista a na néjaky ¢as zpomalit odbouravani

ACh. ACh pak mlze v synapsi nebo na nervosvalové ploténce piisobit déle.

U tzv. pseudoreversibilnich inhibitorti, jakymi jsou inhibitory karbamatového typu
(napf. fyzostigmin a od néj odvozené latky), hydrolytické odstépeni karbamatové skupiny
z aktivniho mista AChE (tzv. dekarbamoylace) trva déle nez hydrolytické odstépeni
acetatové skupiny (deacetylace, viz Obrazek 1). Diivodem je stabilngjsi vazba karbamatové
funkéni skupiny inhibitoru v aktivnim mist¢ AChE v porovnani s acetdtovou funk¢ni

skupinou ACh.

Existuji i molekuly, které se reversibiln¢ vazi jak na a-anionické misto (napf.
takrin), tak na PAS (napft. donepezil) acetylcholinesterasy a brani tak vstupu nové molekuly

substratu. [32]

Konkrétni 1é¢ivo je vybrano podle toho, zda je cilem ovlivnéni aktivity centralniho
nebo periferniho nervového systému (CNS, PNS). PouZivanim lé¢ivych piipravkl
obsahujicich rivastigmin, galantamin nebo donepezil cilime na CNS a miiZeme tak ovlivnit
progres Alzheimerovy choroby. [33] Motorické neurony v periferii ovlivitujeme pii 1écbé
onemocnéni Myastenia gravis piipravky obsahujicimi neostigmin, pyridostigmin, nebo

distigmin, viz Obrazek 2. [32, 34, 35]
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Obrazek 2: Inhibitory AChE uzivané ve farmacii

Ireversibilni inhibitory na béazi organofosfatli, jako jsou sarin, VX, soman, nebo
tabun, patfi mezi latky, jejichZz vazba na aktivni misto je je$t€ mnohem pevnéjsi
nez u karbamatovych inhibitort. Bez pouziti antidota nedochézi k obnové funkce enzymu.
To v krajnim ptipadé vede 1 ke smrti zasaZzen¢ho. [18] Organofostaty jako je paraxon,
dichlorvos, nebo chlorpyrifos byly v zemich EU zak4zany. Povolené jsou napft. glyfosat

nebo malathion. [36]

Utinku, jaky mé inhibice AChE na lidsky organismus, bylo zneuZzivano nejen
ve valeCnych taZzenich. V nedavné minulosti se objevily i pfipady zneuZiti ireversibilnich
inhibitorit AChE na bdazi organofosfati ve formé pesticidii nebo otravnych plynt,

tzv. nervové paralytickych latek (NPL). Zaznamenany byly pfipady pouZiti ve valecnych
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konfliktech (jako napi. pouziti herbicidii béhem valky ve Vietnamu, nebo pouziti sarinu

a ve valce v Perském zélivu [37, 38]).

Podle tvrzeni Organizace pro zdkaz chemickych zbrani (OPCW) byl v dubnu 2017
ve mésté¢ Khan Shaykun v Syrii vypustén sarin. [39] Z dalSich pfipadt uziti NPL jmenujme
napf. vypusténi sarinu sektou Om 3inrikjo v soupravach tokijského metra, [40] vrazdu Kim
Cong-Nama latkou VX na letisti v Malajsii, [41] &i otravu Sergeje Skripala a jeho dcery

latkou typu ,,novicok* ve Spojeném kralovstvi. [42]

3.2.1. Testované inhibitory

3.2.1.1. Fyzostigmin

Fyzostigmin slouzil v minulosti jako modelova sloucenina pfirodniho ptvodu
pro ptipravu novych latek fungujicich na principu karbamétovych inhibitorti cholinesterasy

— neostigminu, rivastigminu, pyridostigminu (viz Obrazek 2).

Jak bylo zminéno v ptedchozi kapitole, fyzostigmin a od néj odvozené latky piisobi
jako tzv. pseudoreversibilni inhibitory cholinesterasy. Soucasné jde o kompetitivni
inhibitory. Karbamatova funk¢ni skupina se vaZze podobné jako acetylcholin (kovalentné
piimo na Ser 200 v pfipadé AChE pauhote elektrického, Ser 203 u lidské AChE)
a molekula fyzostigminu tak podstoupi stejny proces jako ACh, piirozeny substrdt AChE
(viz Obrazek 1). Karbamoyl vytvoii v porovnani svazbou acylu pevnéjsi vazbu
s hydroxylovou skupinu serinu. I tato skupina ale mize byt hydrolyticky odstépena. Dojde

k tzv. dekarbamoylaci. [18, 43, 44]
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3.2.1.2. Takrin

/

NH,

Obrazek 3: Molekula takrinu

Takrin (viz Obrazek 3) byl v roce 1945 syntetizovan jako jedna z novych latek
pfi plnéni ukolu v projektu hledani novych antibakteridlnich latek pro 1é€eni ran vojaku.

Neprojevil se vSak jako ucinny. [45, 46]

Takrin byl prvnim schvalenym lékem pro 1é¢bu Alzheimerovy choroby. FDA (Utad
pro kontrolu potravin a 1é¢iv, Food and Drug Administration, USA) ho schvalil k pouziti
vroce 1993. [46] Mechanismus pusobeni takrinu na AChE je odliSny od plisobeni
fyzostigminu. Takrin se nevaze ptimo na katalytickou triddu, ale zadrzi se na a-anionickém
misté diky n-m interakcim s aromatickymi aminokyselinami. Bohuzel se u takrinu vyskytly
vedlej$i ucinky jako nevolnosti, zvraceni, prijmy, Casté moceni, kiece nebo svalové
slabosti, a v neposledni fad¢ hepatotoxicita a agranulocytosa. Proto piestal byt uzivan
a v kvétnu roku 2012 byl nakonec 1 stazen z amerického trhu. Stale probihd vyzkum
a hledani novych latek zaloZenych na takrinu, které by nevykazovaly zminéné vedlejsi

ucinky a mély zaroven slibnou inhibi¢ni aktivitu k AChE. [18, 46-54]

18



3.3. Biosenzor

3.3.1. Obecna definice biosenzoru

Biosenzor ptedstavuje zafizeni, které dokéze detekovat analyt za pouziti vhodného
prevodniku signalu, ktery je spojeny s vyhodnocovacim zafizenim. Intenzita signalu

odpovidd zmén¢ koncentrace produktu probihajici reakce v soustave. [27, 55-57]

Zakladni soucastkou biosenzoru je €idlo, tzv. biorekogni¢ni element, pfitomny
v méfeném prostiedi. Ten reaguje na zménu prostiedi a poskytuje signal. Doty¢nou zménou
muze byt uspéSna biokatalyza enzymové reakce nebo vazba specifického analytu.
Na biorekogni¢ni element navazuje pomoci riznych imobiliza¢nich technik fyzikalné-
chemicky prevodnik (angl. transducer). Pfevodnik signal zpracuje a odesle do softwaru

k vyhodnoceni. Podoba vysledné odpovédi zavisi na pouzitém pievodniku. [7, 58—60]

3.3.2. Prevodniky signalu

Po zachyceni biorekogni¢nim elementem se signdl pfevadi pomoci
fyzikélné-chemického pievodniku zalozeném na elektrochemické detekci (méfeni
potencidlu, elektrického proudu, pouziti vodivostnich detektoril) nebo optické detekci
(méfeni za pouZiti metod nelinearni optiky, nebo napt. pomoci optického vlakna) pfipadné
jiném fyzikalnim principu. Lze 1 detekovat zménu hmotnosti (napi. piezoelektrickymi
prevodniky), konecn¢ také zménu teploty (kalorimetricky). U biosenzorti zalozenych

na cholinesterasach se uplatiiuji zejména elektrochemické a optické prevodniky. [7, 61, 62]

Viibec prvni biosenzor fungoval na principu elektrochemické detekce. Predstavili
ho Clark a Lyons. Na povrch kyslikové elektrody imobilizovali glukosooxidasu a vyrobili
tak prvni biosenzor pro stanoveni glukosy. Glukosooxidasa reaguje s ptitomnou glukosou
za vzniku peroxidu vodiku, ten pak podléha elektrolyze a zaporné nabité ¢astice kysliku
jsou poté zachyceny na anodé¢. Velikost vzniklého -elektrického proudu odpovida

koncentraci glukosy ve vzorku. [58, 63, 64]
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3.3.3. Biosenzory zaloZené na cholinesterasach

Prvni metoda méfeni aktivity cholinesteras v krvi pomoci potenciometrie byla
vyvinuta v roce 1949, nazyvana podle tvirce — Michelova. [65, 66] Byla vhodna jak

pro praci s plnou krvi, tak s plazmou. [67]

V poslednich desitkach let doslo k vyvoji i dalSich analytickych piistupti, jak méfit
aktivitu a inhibici cholinesterasy pomoci zmén pH nebo elektrochemického potencialu.
Za zminku stoji stanoveni prouzky, které vychazelo z Michelovy metody. Slo o sledovani
zmény pH v pribéhu jedné hodiny a tzv. cholinesterasového Cisla. To udavalo stonasobek
poméru zmény pH za hodinu. [66]

Pti dal$im vyvoji metody bylo nutné zohlednit skutecnost, ze s ACh reaguji obé
cholinesterasy, [22, 68] tudiZ pfi analyze plné krve nebo jejich ¢asti hraji obé svou roli. [67]
Mohammad a kol. vychézeli také z Michelovy metody, ale zkratili ¢as na 20 min a pomoci
selektivniho inhibitoru zablokovali pfi méfeni AChE, aby tak mohli stanovit aktivitu

plazmatické BChE. [6]

Elektrochemické biosenzory zalozené na cholinesterasach

Elektrochemické  biosenzory mulzeme rozdélit na  potenciometrické,

amperometrické nebo konduktometrické.

Potenciometrické senzory, jejichZ ptikladem muize byt ISFET (iontové selektivni
polem fizeny tranzistor, ion-sensitive field-effect transistor), pracuji na principu hromadéni
potencialu na membrang. Pii stanoveni pH pomoci ISFET se vyuziva toho, ze membrana
v hradle (gate, G) je selektivni pro ur¢ité ionty (v naSem piipadé pro protony).
Pti konstantnim napéti na hradle se podle obsahu iontli v membrané hradla méni potencial.

Rozdil potencialu se urcuje proti referen¢ni elektrod€. Viz Obrazek 4. [4, 69, 70]
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Obrazek 4. Schéma zapojeni zarizeni ISFET. Obrazek prevzat od Skladala. [4]

Amperometrické senzory jsou jednoduchd zafizeni, které zachycuji vznikajici
elektricky proud v jejich obvodu. Pro zviditelnéni reakce lze pracovat pii konstantnim

vkladaném napéti. [71]

Voltametrické biosenzory zachycuji vznik Faradayova proudu nasledkem
probihajici redoxni reakce. Prakticky nejvice vyuzivanou metodou je chronoamperometrie
(viz Obrazek 6). Na rozdil od cyklické voltametrie, nebo square-wave voltametrie neni
napéti zvySovano a snizovano v cyklech, nebo pulzech. Po celou dobu meéfeni je
mezi elektrody vloZeno konstantni napéti a k méfeni proudu dochazi kontinudlné,

¢1 v urcity Cas po zapoceti reakce. [4, 71]

Elektrochemické biosenzory lze vyrobit z riznych nosnych materidlti, na kterém
jsou elektrody natiSt€ény. Mohou byt vyrobeny zpevnéjSich materidli a nésledné
modifikovany v laboratofich podle pozadované aplikace [72, 73] nebo lze jako nosny
material pouZzit napt. filtrani papir, na ktery se vytisknou elektrody a pomoci vosku
asuSeni za horka dojde k vytvofeni biosenzoru (viz Obrazek 5). Méfici plocha takto
vyrobeného biosenzoru pak je od okoli izolovdna a nedochézi tak k uniku roztoku mimo
vymezenou oblast. Principidlné se jednd o miniaturizovany systém pro elektrochemicka
méfeni slozeny ze tii elektrod. Pracovni a pomocnd elektroda je grafitova,
tzv. pseudoreferencni elektroda je argentochloridova (viz Obrazek 5). Béhem hydrolyzy
substratu (napf. lze uzit acetylthiocholin-chlorid ATChCI) vznika nabity thiocholin, ktery

svym nabojem zméni odezvu senzoru. S konstantnim vklddanym potencidlem umérné
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s koncentraci substratu nartstd vysledny Faradaytv proud. Hodnotu proudu meéifime

po uplynuti dané¢ho Casu (viz Obrazek 6). [15, 74-76]

Obrazek 5: Elektrody natisténé na filtracni papir: Kulatd mérna grafitova elektroda (A), Polokruhovitad
grafitova elektroda pomocna (B), pseudoreferencni elektroda argentochloridova (C), vosk (D)

Optické biosenzory zalozené na cholinesterasach

Optické biosenzory mohou vyuzivat rizna fyzikalni usporadani, ty jednodussi
pracuji na principu prosté absorpce svétla, kdy podle Lambert-Beerova zdkona dochazi
v roztocich k absorpci optického zafeni métenou latkou ¢i jejim reakénim produktem nebo
substratem (viz Rovnice 1). Tento pfistup ma ale jist¢ omezeni. K méfeni musi dochazet
v pfimé roving, tj. zafi€ svétla, vzorek 1 detektor musi byt sefazeny za sebou ve sméru

proudu svételnych paprski vychazejicich ze zdroje. [4, 71]

I
A=—log1— =¢e-c'L
0

Rovnice 1: Matematické vyjadreni Lambert-Beerova zakona. Vypocet absorbance (4) pomoci:

1) zaporného logaritmu transmitance (pomeér intenzit proslého (I) a emitovaného (Iy) paprsku o stejné
vinové délce.

2) soucinu molarniho absorpcniho koeficientu (g), moldarni koncentrace absorbujici latky v roztoku (c)
a tloustky absorbujici vrstvy (L)

Pro spektrofotometrické stanoveni aktivity byla pouzita optimalizovana metoda
dle Ellmana. Spociva v hydrolytickém Sté€peni acetylovaného thiocholinu cholinesterasou.

Vznikly thiocholin pak atakuje molekulu 5,5'-disulfandiylbis(2-nitrobenzoové kyseliny)

22



(DTNB), a z reakce odstupuje 2-nitro-5-sulfanylbenzoova kyselina (TNB) s absorpcnim
maximem o vlnové délce 412 nm (viz Obrazek 6). M¢ciime koncentraci podle

Lambert-Beerova zakona. [8] Aktivitu cholinesterasy vypocitdme dle Rovnice 2.

_ AA
a_s* At

Rovnice 2: Vypocet aktivity s vyuzitim Lambert-Beerova zdakona. 4A: rozdil absorbance roztoku
pred spustenim a po ukonceni reakce, £ molarni absorpcni koeficient absorbujici slozky (TNB)

Ellmanova metoda prosla s 1éty fadou uptfesnéni a modifikaci. Doslo k nalezeni
optimalni vlnové délky vhodné pro meéfeni reakce v rizné sekundarné absorbujicich
matricich vzorku. [14] Déle byly upfesnény podminky méteni objasnénim zmén molérniho
absorp¢ni koeficientu pro odlisné teploty a v zavislosti na pouzitém pufru. [11] Bylo
otisténo nekolik specifickych aplikaci této analytické metody. Jednd se o upravené
stanoveni aktivity AChE pfi jeji reaktivaci, ddle o uzpisobeni metody pro méfeni
analytickymi prouzky. [7, 9, 12]

Ptikladem biosenzoru zalozeném na absorpci svétla je biosenzor vyvinuty
Andreouem a Clonisem. Jako biorekogni¢ni prvek byla uzita imobilizovana cholinesterasa
spole¢né s bromkresolovym purpurem. Hydrolyza acetylcholinu vyvold zménu pH a s tim
spojenou zménu absorbance bromkresolového purpuru pii 600 nm. Absorbance je méfena

pomoci spektrofotometru. Metoda je testovana pro dichlorvos a karbaryl. [77]

Fluorimetrické biosenzory

ProtoZe se stava, ze v roztoku je pohromad¢ vice absorbujicich slozek, miizeme se
opfit jeSté o jednu metodu, a to o fluorimetrii. Pfi ni vyuZivame skute¢nosti, Ze nemé&time
pohlcené svétlo, ale zachycujeme zafeni emitované molekulami po excitaci valenc¢nich
elektronil zafenim o vySsi energii, tzv. budicim. Elektrony po pfijeti energie piejdou
do vysSich energetickych hladin, nasledné nejprve dochazi k uvolnéni Casti energie tzv.

nezafivym prechodem a zbyla ¢ast energie se uvolni zatenim o vyssi vinové délce, které je

detekovano. [71, 78]

Ptikladem fluorimetrické metody miize byt stanoveni dichlorvosu pomoci AChE
a cholinoxidasy jako druhého enzymu, nebo stanoveni parathionu a paraoxonu métenim

aktivity AChE, kdy jsou enzymy imobilizované na tzv. kvantovych te¢kach. [79, 80] Dalsi

23



moznosti je modifikovand Ellmanova metoda pro fluorimetrické stanoveni, kdy se
thiocholin vaze na fluorescencni probu a vporovnani se standardnim

spektrofotometrickym stanovenim nabizi citlivéj$i, navic miniaturizované stanoveni

aktivity cholinesterasy. [81]

Senzory povrchové plazmonové rezonance

Pokrocilou metodou pro ptevod signalu z biorekogni¢niho elementu biosenzoru je
meéieni povrchové plazmonové rezonance (surface plasmon resonance, SPR). Patii mezi
nelinearni optické metody a je zaloZena na lomu svétla na rozhrani kovu (nejcastéji zlata
[82], stiibra [83], médi, titanu, nebo chromu) a dielektrika. [71] Fotony, které prochazeji
dielektrikem, interaguji s elektrony atomi kovu a dochazi k Sifeni elektromagnetického
zafeni na rozhrani kov/dielektrikum. Lze vyuzit planarniho uspotfédani, kdy se sleduje
zména Uhlu dopadu zafeni, [82] nebo uspotfadani se specidlné¢ upravenym optickym
vlaknem, na kterém je imobilizovana jak AChE, tak je na ném upoutana vrstva stiibra.

Mg¢fteni probiha v pritocné cele. [83]

24



¥ P
1 N I+
T e WOy
N ~S S
S AN / (0]
O+ O //“ N\ "
acetylthiocholin o) DTNB o
0~ "OH
AChE 5
I:l+ TNB
| k)
HS/\/N\ > | Hs OH A __ =412mm
O
thiocholin .
+ Spektrofotometrie
o (magnetické Castice)
/U\ f el. proud
OH
kys. octova
¢ pH Amperometrie
(SPE)
pH-metrie

(ISFET/pH-FET)
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3.3.4. Imobilizacni techniky

Enzym miize byt jako rozpoznévaci prvek biosenzoru rizné vazany. Imobilizovany
enzym definujeme obecné jako enzym, ktery pevné upoutame na specificky podklad,
na kterém se prodlouzi jeho zZivotnost. Navazany enzym pak lze pouzivat pifi vhodném
zachazeni kontinudlné a opakované pii zachovani jeho funk¢énosti v fadu dni az mésict.

[84, 85]

Existuje fada podkladli a matric, na které lze enzym ukotvit. Lze jej upoutat
do gelové membrany (napt. z Zelatiny, nebo chitosanu), na povrch komercnich ¢astic, i
natzv. plosn¢ tisténé elektrody (tzv. screen-printed electrodes, SPE). Tisknout lze

na filtracni papir, piipadné¢ latku nebo plast. [86-90]

Imobilizace na povrch ¢astice

Jednou z moznosti, jak upoutat enzym k podkladu, je kovalentni modifikace
povrchu, naptiklad magnetickych castic pro nasledné zachyceni enzymu. [88, 89]
Ptikladem je pouzivani karbodiimidi, napf. N-(3-dimethylaminopropyl)-/N-
ethylkarbodiimidu (EDC). Tento je rozpustny ve vod¢. Tyto spojovaci ¢lanky umozni
kovalentné propojit enzym s karboxylovanym povrchem castice. Dale je doporuovano
pouzivat zaroven dalsi €inidlo, N-hydroxysukcinimid (NHS), a to zejména u citlivéjSich
bilkovin. Princip reakce obou ¢inidel ukazuje Obrazek 7. Nejdiive dochazi k vazbé EDC
na magnetické ¢astice obohacené z vyroby o karboxylovou skupinu. Jiz takto modifikovana
Castice je schopnd kovalentng vazat enzym pfes jeho aminoskupiny. Modifikace ale mize
pokracovat za pritomnosti NHS. Jde o snazsi a z pohledu efektivity lepsi reakci, protoze
pi1 kombinaci obou ¢inidel nedochazi po vazbé bilkoviny na karboxylovou skupinu ¢éstice
k tvorbé reaktivnich meziprodukti jako pfi pouziti samotného EDC. Dojde vsak ke vzniku
stabilniho meziproduktu spojenim obou cinidel. Ta pak jsou pfed pouzitim UspéSné

modifikovanych ¢astic odstranéna ze suspense. [4, 91, 92]
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Obrazek 7: Prubeh kovalentni modifikace karboxylové skupiny magnetickych castic a navazani AChE
pres aminoskupinu

Imobilizace na membranu

Chitosan je deacylovany derivat pfirodniho polymeru chitinu. Diky své zachované
biokompatibilité, biodegradabilnim a absorpnim vlastnostem nabizi nékolik moznosti
vyuziti. Mize byt oporou pro rust kiize pfi hojeni popalenin, kdy dokdze ranu zakryt
a urychlit tvorbu nové pojivové tkané. Vyhodné vyuzije jiz probihajiciho zanétlivého
procesu, protoze lysozym produkovany leukocyty postupné Stépi chitosan v nizSich
vrstvach gelu na N-acetylglukosamin. Tento produkt St€peni mize slouZit jako prostfednik
pro zpevnéni pojiva bez premrsténé imunitni odpovédi. Déje se tak pravdépodobné diky

volnym aminoskupindm N-acetylglukosaminu. [93-95]
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Chitosan je obsazen i ve specialni gaze ke kryti vétSich ran v terénu, nebo jako savy
materidl podobny houb¢ pii zastavovani krvaceni, napt. z nosu. [96, 97] Dale muze byt
pro svou odolnost proti poskrabani pouzivan i k povrchové tUpravé fotografickych

materialt. [95]

Podstatnou vlastnosti, které lze u chitosanu vyuzit, je tedy zejména piitomnost
aminoskupin v jeho molekule. Je tak idedlnim nosnym mediem pro bilkoviny, protoze se
na n¢ mohou vazat svymi karboxylovymi skupinami. Ptipadné lze pouzit EDC
k modifikaci chitosanu pro optimalizaci uchyceni proteinu. Proteiny navic mohou reagovat
s aldehydy, které se pouzivaji pii imobilizaci jako stabiliza¢ni cinidlo. Dojde tak
k zesitovani a nasledné pevnéjsimu ukotveni molekuly enzymu na povrchu chitosanové

membrany. [4, 95, 98, 99]

3.3.5. Praktické vyuziti biosenzori ve zdravotnictvi

V praxi se biosenzory na stejném principu jako ten Clarkliv béZn€ pouZzivaji
ve zdravotnictvi v rezimu laboratorniho testovani pfimo u lizka pacienta (tzv. point of care
testing, POCT). Do tohoto spadaji jednak pftistroje uréené pro domaci testovani (nejcastéji
glukometry [100]), zejména ale v tomto rezimu dochézi k zapij€eni pfistroji na lizkova
oddéleni nebo na oddéleni akutni péce. [101] Zde dochazi k méteni zdkladnich parametrti
z krve pacienta, jako jsou plazmatické koncentrace glukosy, laktatu a nékterych zékladnich
minerall. Stejnym zplisobem se vySetiuji napt. i krevni plyny. [102] Vysledek méfeni
slouzi okamzité jednak piimo oSetiujicimu lékati na daném oddéleni, jednak se archivuje
v laboratornim informaénim systému. Centralizovana laboratof zajiStuje revizi zafizeni,

zaSkoleni personalu a za€leni pfistroje do systému kontroly kvality. [27, 51]
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4. Experimentalni Cast

4.1. Pomiicky

4.1.1. Enzymy

Acetylcholinesterasa (EC 3.1.1.7)

e 7z pauhote elektrického, Electrophorus electricus (typ V-S, Merck, SRN)
e lidsky rekombinantni enzym (bunéény lyzat, aktivita 2 U/ml, Gene&GreenTK,

Francie)

4.1.2. Technické pomiicky

UV-VIS spektrofotometr Evolution 201 (Thermo Scientific, USA)
pH-metr H160 s pH sondou typu ISFET (Hach, USA)

EmStat 3 (PalmSens, Nizozemsko)

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5810 R (Eppendorf, SRN)
Tiskarna Color Cube 8580 (Xerox, USA)

Semi-mikrovahy CPA225D (Sartorius AG, SRN)

Jednokanalové pipety Transferpette® S o rozsahu 1-100 pl, 1-200 pl, 100-1000 pl,
0,5-5 ml (Brand GmbH, SRN)

Vortex V-1 plus (Biosan, Litva)

Magneticka michacka IKAMAG™ Color Squid (IKA, USA)
Kancelai'sky papir Fabriano Copy 2 (80 g/m?, Fedrigoni, Italie)
Filtra¢ni papir 67 g/m? (Cordenons, Itilie)

Pocita¢ ThinkPad T420 (Lenovo, USA)
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4.1.3. Chemikalie

Acetylthiocholin-chlorid (ATChCI, > 99 % (w/w))
5,5'-disulfandiylbis(2-nitrobenzoova kyselina) (DTNB, > 98 % (w/w))
Fosfatovy pufr (PBS, pH 7,4)

Hovézi sérovy albumin (BSA, > 98 % (w/w))

2-propanol (= 99,5 % (V/V))

Chitosan (Mm = 190 000 Da — 310 000 Da)

Mikrocastice, magnetické, s karboxylovou funkéni skupinou (¢ = 18-22 mg/ml),

produktoveé Cislo 00239

Methanol (LC-MS grade, Avantor, USA)

Ethanol (absolutni, 95 % (V/V)

Trihydrat hexakyanidozeleznatanu draselného (K4[Fe(CN)s] - 3H20, > 99 % (w/w))
Fyzostigmin (> 98 % (w/w))

Takrin-hydrochlorid (=99 % (w/w))

Glutaraldehyd (Grade 11, v H2O, 25 % (V/V))

Chlorid sodny (NaCl, > 99,5 % (w/w)

Inkousty pro tisk elektrod:

e Inkoust s obsahem Ag/AgCl (Electrodag 477 SS); (Acheson, Italie)
¢ Inkoust na bazi grafitu (Electrodag 421); (Acheson, Italie)

Uhelny prasek CB N220 (Cabot Corp, Italy)
N-hydroxysukcinimid (NHS, 98 % (w/w))

N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid (EDC, > 97 % (w/w))
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4.1.4. Spotiebni material

Centrifugaéni zkumavky 15 a 50 ml (Techno Plastic Products, Svycarsko)

Jednorazové semi-mikro kyvety 1,5 ml s optickou drahou 10 mm (Brand GmbH, SRN)
Plastové Spicky do Transferpette® S (Brand GmbH, SRN)
Jednorazové mikrozkumavky 2ml (Eppendorf, SRN)

Parafilm® (Bemis Company, Inc., USA)

Chemikalie, u kterych neni vyslovené uveden vyrobce nebo dodavatel, byly zakoupené

u firmy Sigma-Aldrich (nyni Merck, SRN)

4.1.5. Software

GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, USA)
PS Trace (PalmSense, Nizozemi)
Mendeley desktop (Elsevier, Nizozemi)

ChemOffice 2016 (PerkinElmer Informatics, USA)
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4.2. Priprava roztoki

Vzorky acetylcholinesterasy

pH-metrie, spektrofotometrie

Lyofilizovany enzym (AChE z elektrického uhote, Electrophorus electricus,
navazka 50 mg) byl rozpustén v PBS (pH 7,4). Aktivita roztoku AChE byla fedénim
pomoci PBS upravena fedénim tak, aby 25 ul standardni davka roztoku enzymu
v 1 ml reakéni smési s obsahem 0,4 mM DTNB a 1 mM ATChCI zpiisobila nartst
absorbance v rozmezi 0,5-1 vrozmezi 2-5 min inkubace pfi laboratorni teploté.
Vysledny roztok byl stabilizovan ptfidavkem hovéziho albuminu (0,5 mg/ml roztoku)

a po 1 ml rozdélen do mikrozkumavek. Skladovan byl pti -20 °C.

Chronoamperometrie

Zakladni roztok enzymu (AChE z elektrického thote, Electrophorus electricus)
o aktivité¢ 250 IU/ml byl upraven fedénim PBS (pH 7,4) tak, Ze k 10 pl koncentratu
AChE bylo pfidano 990 pl roztoku PBS. Tak vznikl roztok s enzymovou aktivitou
2,5 TU/ml, ktery byl dale uzivan. Skladovan byl pii -20 °C

Lyofilizovany bunécny lyzat s obsahem enzymu (lidskd rekombinantni AChE,
Homo sapiens) ve zkumavce byl po piidani 100 pl PBS promichédn a nasledné

centrifugovan (15 000x g pii 4 °C, 10 min). Skladovan pak byl pii -20 °C.

Vzorky inhibitoru acetylcholinesterasy

Pro rozpusténi fyzostigminu 1 takrinu byl pouZit ¢isty propan-2-ol.

Rozsah koncentraci kalibra¢nich roztokii byl u fyzostigminu 0,0488 uM — 50 uM
(odpovida 0,275 mg fyzostigminu v 1 ml propan-2-olu pro 50 uM roztok)

Rozsah koncentraci kalibra¢nich roztokli byl u takrin-hydrochloridu 0,9 nM — 1 mM
(odpovida 0,235 mg takrin-hydrochloridu v 1 ml propan-2-olu pro 1 mM roztok).

32



Vsechny piipravené kalibra¢ni roztoky inhibitorti byly skladovany pfti 4 °C.

Vzorky reagencii

pH-metrie, spektrofotometrie

Roztoky DTNB (1 mM) a ATChCI (100 mM) byly pfipraveny rozpusSténim

zakladni latky ve fyziologickém roztoku pro méfeni pH, nebo v PBS (pH 7,4)
pro spektrofotometrické stanoveni. Sténa zkumavky s roztokem DTNB byla kryta
hlinikovou folii z diivodu citlivosti DTNB na svétlo. [103] Fyziologicky roztok byl

ptipraven smichdnim 0,9 g chloridu sodného se 100 ml deionizované vody.

Chronoamperometrie

Roztok substratu (100 mM ATChCIl) byl Cerstvé pfipraven rozpusténim
zakladni latky (19,8 mg) v 1 ml PBS (pH 7,4). Rozsah pouzitych koncentraci
ATChCI byl 3,13 — 100 mM.

Suspense CB/PB

Nanocéstice pro chronoamperometrické stanoveni byly pfipraveny a laskavé
poskytnuty tymem prof. Fabiany Arduini z Univerzity Tor Vergata, Rim. Jednalo
se o uhelny prasek obohaceny o Pruskou modi (CB/PB — ,,carbon black/prussian
blue® nanocastice). Dal§i zpracovani pro potieby této prace probéhlo dle

nasledujiciho postupu:

Priprava prachové suspense:
10 mg praskové smési CB/PB bylo dispergovano v 10 ml smési
DMF + voda (1:1) a vloZeno na 1 h do ultrazvukové ldzné. Takto pfipravena
suspense byla aplikovana na pracovni elektrody. Skladovani hotové smési

probihalo pfi laboratorni teploté a v temnu. [74, 104]
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4.3. Postupy plnéni jednotlivych cili prace

4.3.1. Optimalizace metodiky pH metrického stanoveni aktivity AChE
pomoci sondy s iontové-senzitivnhim tranzistorem s efektem pole

(ISFET)

M¢éieni probihalo v mikrozkumavce, kde byl k fyziologickému roztoku
(0,9% vodny roztok NaCl) ptidavan vzorek stabilizovaného roztoku AChE a kalibra¢ni
roztok substratu (ATChCI, rozsah koncentrace substratu v reakéni smési po naredéni byl
0,1-20 mM), zatimco elektroda byla neustale ponofena. Michani reakéni smési probihalo
pii pfidavani roztoku substratu pipetou pii startu reakce. Spole¢né s odstartovanim reakce
zacalo méfeni pH. Sledovani probihalo piesné 5 min. Hodnoty pH tésné pred piidanim
substratu a po 5 min méfeni byly zaznamendny a dale byl pouzivan jen jejich rozdil
vyjadieny jako primérna zména pH v €ase za 5 min. Stanoveni probihalo vzdy v triplikatu

proti slepému pokusu (viz Tabulka 1).

Tabulka 1: Davkovaci schéma pro optimalizaci méreni pH v roztoku s rozpustenou AChE

Vzorek Slepy pokus
Me¢éteny objem 1 ml 1 ml
Enzym 50 Nepridavan
Roztok ATChCI 100 pl 100 pl
Fyzologicky roztok 850 pl 900 pl

4.3.2. Imobilizace AChE na chitosanovou membranu a pH-metrické

testovani jeji aktivity

10 mg stfedné-molekuldrniho chitosanu bylo pfidano k 1 ml roztoku kyseliny
octové (0,2 M) av kadince s plochym dnem michano elektromagnetickou michackou
50 min. Poté bylo piidano 80 pl roztoku enzymu a michani pokracovalo dalSich 10 min.
Takto pfipravena smés byla po 100 pl nadavkovana do mikrozkumavek s konickym dnem.

Po 30 min tuhnuti pfi laboratorni teploté bylo ptidano 25 pl 0,05 M roztoku hydroxidu
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sodného. Po dalSich 15 min tuhnuti byly takto vyrobené membrany na zaveér prekryty 5 ul
pracovniho roztoku glutaraldehydu (1% vodny roztok) a ponechany ke kone¢nému tuhnuti

ptes noc v chladnicce pti 4 °C.

Pted prvnim a kazdym dal$im pouzitim bylo nutné membrany trojnasobné promyt

500 ul PBS (pH 7,4).

Déavkovani roztoki reagencii k promytym membrandm v mikrozkumavkach
probihalo dle schématu v Tabulce 2, méfeni probihalo stejné¢ jako v soustaveé s rozpusténym
enzymem v roztoku (viz postup v oddilu 4.3.1). Koncentrace substratu v reakéni smési byla

25 uM — 0,75 mM.

Tabulka 2: Davkovaci schéma pro optimalizaci méreni pH s AChE imobilizovanou na chitosanové
membrané

Vzorek Slepy pokus
Me¢ieny objem 1 ml Iml
Fyziologicky roztok 900 pl I ml
Roztok ATChCl 100 pl Neptiddvan

4.3.3. Imobilizace AChE na magnetické ¢astice a testovani jeji aktivity
pomoci spektrofotometrického stanoveni dle Ellmana, jeho

optimalizace pro méreni s ¢asticemi

Imobilizace  probihala za pomoci EDC  (N-(3-dimethylaminopropyl)-
N-ethylkarbodiimidu), anebo kombinaci EDC + NHS (N-hydroxysukcinimid). K 1 ml
zakoupeného roztoku magnetickych ¢astic, po jejich trojndsobném promyti PBS a odsati
co nejvice kapaliny ze suspense, byl ptidan 0,5 ml roztoku modifikatoru (0,05 M EDC nebo
smés obsahujici 0,05 M EDC + 0,05 M NHS)!. Suspense byla tiepana 1 hod pii 600 RPM.
Nasledovalo dalsi trojndsobné promyti. Tentokrat ale promyvani probihalo zptisobem, kdy
se odsavalo a pfidavalo stejné mnoZzstvi PBS do doby, nez byla suspense Ciréd (zpravidla se

vycetila po tietim az ¢tvrtém promyti). K této smési byl pidan 1 ml roztoku AChE a tiepani

! Smés EDC a NHS byla pfipravena smichanim 250 pl 0,1M EDC rozpusténého v PBS a 250 ul 0,1M NHS
rozpusténého v absolutnim ethanolu. Tak bylo dosazeno stejné koncentrace a ethanol po promyti byl ze
suspense odstranén, aby piipadné neinhiboval AChE
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probéhlo znovu naprosto stejnym zptusobem. Z takto piipravené suspense se pro kazdy
vzorek odebiralo vzdy 100 ul. Pfiprava vzork pro samotné meétfeni probihala podle

Tabulky 3 s tim, ze stanoveni prob¢hlo v triplikatu.

Tabulka 3: Redéni reagencii pro méreni AChE imobilizované na magnetickych cdsticich

Vzorek Slepy pokus
M¢éteny objem 1 ml 1 ml
DTNB (1ImM) 400 pl 400 pl
Suspense magn. ¢astic (*) 100 pl 100 pl
PBS 400 ul 400 pl
Roztok ATChCI 100 pl 100 pl

(*Slepy pokus probehl za vyuziti magnetickych ¢astic bez imobilizovaného enzymu)

Roztoky byly davkovany do plastovych kyvet podle postupu, ktery ukazuje Tabulka
3. Reakce byla spusténa pfidanim substratu. Rozsah koncentrace ATChCI v kyveté byl
0,03mM — 1 mM. Byla méfena absorbance pifi 412 nm proti slepému pokusu.
Pfi samotném méteni dochéazelo po pfidani substratu jednak k promichéni reakéni smési
pipetou (vypousténi a nasavani roztoku do pipety po dobu asi 5 sekund), jednak bylo nutné
odtdhnout Castice ke zvinéné stén¢ kyvety, aby nedochéazelo k interferencim odrazem nebo
absorpci svétla. Cas pro celou operaci od pfidani vzorku po vlozeni kyvety s vy&efenou
reakéni smési do spektrofotometru a prvnim métenim nebyl del$i neZ 1 min. Doba mezi
prvnim a druhym méfenim byla pfesné 5 min. V mezi¢ase mezi méfenimi bylo postarano
o pravidelnou disperzi ¢astic v roztoku pomoci magnetu manualné sttidavym ptikladanim

magnetu k protilehlym sténam kyvety.

Z vyslednych hodnot rozdilu absorbance prvniho méfeni po piidani substratu
a druhém méfeni po uplynuti stanovené doby 5 min byla vypocitana aktivita AChE podle

Rovnice 2, tyto hodnoty byly zprimérovany a zaneseny do grafu.

Promyvani ¢éastic mezi méfenimi jednotlivych kalibranich roztokii substratu
probihalo tak, ze dochazelo k odsati 500 pl staré reakéni smési z kyvety a vymyvani 500 pl
PBS do stavu, kdy roztok byl bezbarvy. Ve vétsin€ piipadi stacilo promyt 5-8x. Objem

davkovany na promyvani byl pii ptipravé dalsi ptipravé reakéni smési nahrazen DTNB
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a roztokem substratu. V ptipadé meéteni s inhibitorem byl objem zvoleny pro promyvani
0 50 pl vétsi, tj. 550 ul, aby doslo k vymyti a zaroven piipraveé kyvet s Casticemi pro dalsi

sérii méfeni.

4.3.4. Konstrukce jednorazového papirového prouzku

pro chronoamperometrické stanoveni aktivity AChE

Nosnym materidlem pro konstrukci biosenzoru byl filtraéni papir, z jehoz archu
byly nafezdny kusy formatu A4. Na tyto vyiezy bylo tfeba syté vytisknout pruhy
s pravideln¢ rozmisténymi polokruhovymi otvory o rozmérech pfiblizné 1 x 1 cm.
Standardné byl vyroben zdrojovy soubor podkladu pro tisk elektrod a druhy pro aplikaci
substratu. Templat soubort pro tisk mi byl laskavé zaptjcen k diléim Gpravam tymem

prof. Fabiany Arduini z Univerzity Tor Vergata, Rim.

Vosk, ze kterého je tvofena napln do pouzité tiskdrny umoznuje to, Ze pii pouziti
vysoké teploty dojde k tomu, Ze roztaje a pronikne do hloubky papiru. Tak docilime

zadrzeni pozdéji aplikovanych roztokl v definovaném prostoru.

Papiry s vytiSténym zakladem pro elektrody nebo pro substrat vloZime na 2 min
do suSarny nastavené na 100 °C. Dojde k prosdknuti vosku skrz papir a prostor
bez inkoustu zlstane stdle savy a od okoli izolovany.? Podle piedlohy z polyesterové
tkaniny byla vytiSténa nejprve vrstva vodivého inkoustu s obsahem Ag/AgCl. Potisténé
papiry byly suSeny 40 min pii 70 °C. Po této dob¢ byla ptes prvni vrstvu vyti§téna druha
vrstva vodivého inkoustu s obsahem grafitu. Nasledovalo pak kone¢né suseni po dobu

20 min pi1 70 °C.

Pro modifikaci pracovni elektrody byla pouzita suspense CB/PB, kdy se aplikovaly
2 pl této smési doprostied pracovni elektrody, jez bylo Zadouci co nejvice rozettit, avSak

jemné kviili moZnosti naruSeni povrchu.

2 Je treba dat pozor na to, Ze delsi doba sice zajisti vy$si pravdépodobnost primiku vosku celou vrstvou
papiru, nicméné v nékterych pripadech dochazelo k tomu, zZe se papir smrstil, nebo vosk papirem difundoval
horizontalné tak, ze prilis zmensil plochu pro tisk elektrod.

37



Imobilizace AChE byla provedena po zaschnuti suspense CB/PB aplikovanim 2 ul
roztoku enzymu do stejného prostoru. Aktivita jak lidské, tak uhoti AChE, byla 2,5 U/ml.

V této fazi mohla byt jiz elektroda ptipojena pies rozhrani do PC s programem PS
Trace s modem chronoamperometrie. Na vytisténé plochy pro substrat bylo aplikovéano
vzdy 20 ul ATChCI v rozmezi koncentraci 1-100 mM. Pro slepé méfeni byl roztok
substratu vymeénén za Cisty PBS. Po odpateni rozpoustédla mohly byt ob& plochy spojeny
a reakce mohla byt zapocata ptidanim 20 pl PBS. Spojené plochy byly neprodlené
pritlaceny svorkou k sob¢ a zaroven byl spusténo odpocitdvani 2 min reakce. Nasledné
dosSlo ke spusténi méfeni za podminek, kdy vkladany potencial byl 0,3 V; interval

mezi zaznamy 0,1 s. Celé méteni probihalo 100 s. Stanoveni probihalo v triplikétu.

Jako vysledna hodnota byla odecitana hodnota elektrického proudu na konci
méteni. Hodnoceni probihalo proti méteni s ¢istym PBS, které¢ dle predpokladi mélo

vykazovat nejmensi hodnoty proudu kvuli absenci substratu.

Elektroda slouzila k jednordzovému stanoveni.

4.3.5. Srovnani konstant Michaelise a Mentenové (Kwm) ziskanych v ramci

riuznych detekénich pristupi

Nameétena data byla zpracovana graficky a vypocetné v programu GraphPad Prism
8.0 s vyuzitim kinetického modelu dle Michaelise a Mentenové. Linearizované vynosy
jsou pro svou jednoduchost zpracovani dat vhodné pouze pro ptipravu a predbézny odhad

v rdmci pokust. [31]
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4.3.6. Stanoveni 50% inhibi¢ni koncentrace (ICso) pro fyzostigmin a takrin,

stanoveni limiti detekce (LOD) pouzitych metod

Me¢éteni spolu s inhibitory probihalo za stejnych podminek jako bez nich (viz
postupy v oddilech 4.3.1 a 4.3.3). Bylo ale dale nutné pted startem reakce substratem
dodrZet ¢as inkubace AChE s inhibitorem. Pozadovany ¢as inkubace ukazuje Tabulka 4.
Zaroven bylo tfeba inhibitor ptidat ke slepému pokusu (byl pouzit nejkoncentrovanéjsi
roztok inhibitoru). To bylo zajisténo davkovanim 50 pl roztoku inhibitoru ve vSech
pfipadech jejich stanoveni. Jako negativni kontrola pfi stanoveni aktivity AChE
bez inhibitoru se k reakéni smési pfidal stejny objem cistého propan-2-olu. Pro zachovani

1 ml reak¢éni smési musel pak byt o 50 pl poniZzen objem ptfidavaného PBS.

Tabulka 4: Koncentrace inhibitori po pridani do reakcni smési

Volnid AChE Vézand AChE | Cas inkubace s AChE (min)
Fyzostigmin 1,2nM - 1,25 uM 2,5pM -2,5uM 7 (podle [13])
Takrin 0,024 nM - 1,56 uM | 2,4 nM —-2,5 uM 2,5
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Optimalizace metodiky pH metrického stanoveni aktivity AChE
pomoci sondy s iontové-senzitivnim tranzistorem s efektem pole

(ISFET)

1,0
ApH”m = 0,763
0,8
0,6- . Ky = 0,193 mM
XL
S 0,4 } ,
< R” =0,9929
0,2
0,0 T T T | 1
5 10 15 20 25
-0,2-

ATChCI [mM]

Graf 1: Saturacni kiivka zavislosti zmény pH na rostouci koncentraci ATChCI

Jako prvni krok byla optimalizovana metoda méfeni aktivity AChE pomoci ISFET
elektrody (viz Graf 1), kdy bylo nutné zjistit optimalni koncentraci substratu, pfi které bude
reakce katalyzovanad AChE probihat co nejrychleji. Jak je mozno vycist z Grafu 1, satura¢ni
kiivka kulminuje v rozmezi 3—5 mM ATChCI. Poté aktivita enzymu s rostouci koncentraci
substratu klesa. Tento jev byl jiz popsan a je pravdépodobné zptisobeny tim, ze se ATCh
navazal na AChE i v okoli kavity a vazbou na PAS zabranil jednak odstupu thiocholinu
z aktivniho mista a jednak hydrolytickému odstépeni acetatového zbytku z aktivniho mista

AChE. [20, 105]

Pro dalsi analyzy inhibitort byla zvolena koncentrace ATChCI 3 mM, aby byla

zajiSténa maximalni rychlost enzymové reakce.
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5.2. Imobilizace AChE na chitosanovou membranu a pH-metrické

testovani jeji aktivity

0,5
ApH“m = 0,317
0,4
0,3- ¢ i
I
2— 0,2 Ky = 0,0210 mM
0,14 R? =0,8475
1 1 1 1 1
-0,2 0,2 0,4 0,6 0,8
-0,1-

ATChCI [mM]

Graf 2: Satura¢ni kiivka patthofi AChE imobilizované na chitosanové membrané. 1. pouziti

0,47 ApHyim = 0,282
0,34 ﬁ}
027 Ky = 0,0136 mM
< 0,1 R? = 0,9305
I | | | 1
-0,2 0,2 0.4 0,6 0,8
-0,1-

ATChCI [mM]

Graf 3: Satura¢ni kiivka patthofi AChE imobilizované na chitosanové membrané. 2. pouziti

41



Grafy 2 a 3 ukazuji hodnoty ztestovani biosenzoru, kde je pauhoiti AChE
imobilizovana na chitosanové membrané. Pti srovnani vysledkl pfi prvnim a druhém

pouziti si povSimnéme dvou aspektl, které mohou jit vzajemné proti sob¢:

a) ocekavané snizeni limitni rychlosti enzymové reakce pfi druhém pouziti o vice
nez 10 %.
b) SniZeni Km o vice nez 30 % pii druhém pouziti membrany. To miiZe byt zplisobeno

1 zkreslenim programem pii vyhodnocovani (3. kalibra¢ni bod na Grafu 3 je mirné

Mrwe

Dlouhodobad stabilita AChE v této praci nebyla testovana. AvSak na pracovisti, kde byla
vypracovana i tato diplomova prace, byly provedeny studie dochdzejici k zavéru, Ze AChE
imobilizovana na chitosanové nebo Zelatinové membrané mize byt za urcitych podminek
stabilni nékolik tydni. Existuji vSak jevy, kter¢ je tfeba vzit v potaz. [90, 99] Jednim z nich
je efekt starnuti membrany. Drobnik a kol. zkoumali AChE imobilizovanou na Zelatinové
membrané a v rdmci testovani trvajiciho 16 tydni dospéli k zavéru, Ze takto imobilizovana
AChE vydrzi aktivni celou dobu méfeni, pficemz v prvnich 3 tydnech dojde nejprve
ke zvySeni aktivity, nasledn¢ i ke sniZeni aktivity cca na polovinu. [90] Kostelnik
a Pohanka testovali stabilitu chitosanové membrany s imobilizovanou AChE. Jejich studie
dlouhodobé stability v prubéhu 4 tydni ukazala narast aktivity AChE po 4 dnech a nasledné
ke sniZeni aktivity o cca 20 %. Tuto aktivitu si pak AChE udrZela po zbytek studie. [99]
Pokles aktivity AChE na biosenzoru v pribchu Casu je tak dalsi dilezity parametr, ktery je
tteba brat v potaz. Jeho vliv Ize minimalizovat pouzitim slepého pokusu, nicméné bude
vzdy nutné ovéfit si u konkrétni soustavy, na kolik mize snizovani aktivity negativné

ovlivnit limit detekce jednotlivych metod s pfibyvajicim asem.
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5.3. Imobilizace AChE na magnetické ¢astice a testovani jeji aktivity
pomoci spektrofotometrického stanoveni dle Ellmana, jeho

optimalizace pro méreni s ¢asticemi.

2%x10-7 % EDC + NHS
Ky = 0,3347 mM
1.5%107 u
R? = 0,9746
= 1x10-7-
©
X,
3 5x10-8- . -~ EDC
® Ky = 2,377 mM
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0,5 1,0 R =0,7472
-5%10-8- ATChCI [mM]

Graf 4:Saturacni krivky paihori AChE imobilizované na magnetické castice

Graf 4 znazoriiuje vysledek porovnani dvou variant imobilizace na magnetické
¢astice s karboxylovou funkéni skupinou. Povrch castic byl modifikovan jednak pomoci
N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid-hydrochloridu (EDC), dale pomoci
smési EDC a N-hydroxysukcinimidu (NHS). Zptsob navazani modifikatori AChE

na ¢astice pomoci modifikatord je popsan na Obrazku 7.

Podle nizs§i hodnoty konstanty Michaelise a Mentenové (Km = 0,3347 mM) Ize
konstatovat, ze na ¢astice modifikované smési EDC + NHC se pravdépodobné navazalo
vice AChE neZ na ¢astice modifikované pouze EDC. Toto tvrzeni 1ze potvrdit i o tim, Ze
aktivita AChE pfti koncentraci 1 mM ATChCI je znatelné vyssi, kdyZ se k imobilizaci uZilo
smési ¢inidel EDC a NHS. Pouziti smési EDC + NHS tedy Ize po vyhodnoceni oznacit

za efektivnéj$i a pravdépodobné také Setrnéjsi k proteintim, jak je uvadéno v literatuie. [4]
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5.4. Konstrukce jednorazového papirového prouzku

pro chronoamperometrické stanoveni aktivity AChE
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Graf'5: Saturacni krivka AChE (z pauhore elektrického) imobilizované na papirove elektrodé
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Graf 6: Saturacni krivka AChE (lidské rekombinantni) imobilizované na papirové elektrodé
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V ramci této prace byl konstruovan biosenzor zalozeny na tisku elektrod na papir
(tzv. screen-printed electrodes). Pti pohledu na Grafy 5 a 6 je patrné, Ze konstanta Ky lidské
AChE je pfiiblizné¢ 2,5% men$i v porovnani s Km pathofi AChE. Rozdil mohla
pravdépodobné zpusobit vétsi viskozita vzorku lidské AChE. Pfi jejim naneseni na mérnou
elektrodu zdlouhavé zasychala a nejspiSe nepronikla tak hluboko do vrstvy castic CB/PB
v porovnani s AChE z pauthotfe. To mohlo napomoci snaz$imu proniknuti substratu

do aktivniho mista lidské AChE, coz vyustilo ve vyssi odezvu.

Prace na podobnych jednorazovych sensorech vyuzivajici jak AChE, tak i BChE
jako primarni biorekogni¢ni prvek jsou jiz publikované. Vyvinuty byly i biosenzory
vyuzivajici 1 vice nez dvéma enzymy jako biorekogni¢ni prvky. S podobnymi biosenzory

se v budoucnu pocita jako s prukazniky NPL nebo pesticidi. [15, 73, 74, 106—108]
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5.5. Srovnani konstant Michaelise a Mentenové (Kw) ziskanych v ramci

riuznych detek¢énich pristupt

Tabulka 5: Konstanty Michaelise a Mentenové vsech pouzitych metod detekce

KM Ellmanova metoda pH-metrie chronoamperometrie
AChE (patihofi, volna) 0,0963 mM [13] 0,1926 mM | = —-memmeeeee-
0,3347 mM (EDC+NHS) | 0,0136 mM
AChE (pathoti, vazana) 304,2 mM
2,377 mM (EDC) 0,0210 mM
AChE (lidska, vazand) | - | - 118,7 mM

Pti imobilizaci enzymu s vysokou pravdépodobné dochazi ke zpomaleni enzymové

reakce z diivodu omezeni pfistupu substratu k aktivnimu mistu v porovnani se situaci, kdy

je enzym rozpustén a volné se pohybuje v roztoku. Hodnoty v Tabulce 5 to v ptipadé¢

Ellmanovy metody potvrzuji, avSak v ptipad€ pH-metrie je tomu naopak. Divodem muze

byt napt. orientace elektrody v mikrozkumavce smérem k chitosanové membrané, kdy

elektroda zachyti signal (pfitomnost H") diive a ve v&tsi intenzit€, nez kdyZ je elektroda

ponofena do roztoku s rozpusténou AChE, kde $té€peni substratu probiha v celém objemu

roztoku. Fakt, ze se béhem méfeni pH po piidani substratu michalo obsahem pouze

pfi startu reakce, tomu také napovida.

Z udajti v Tabulce 5 miZeme vyzvednout jeSté€ dva zajimavé jevy, a to Ze:

1) Pii porovnani hodnot ziskanych chronometricky jde o fadovy rozdil proti ostatnim

metoddm. Zde je tfeba poznamenat, ze reakcni prostiedi je docela jiné

nez pii zkumavkovych stanovenich (vyssi koncentrace substratu v niz§im objemu

reakéni smési, absence proudéni) a tak to nemusi nutné znamenat, ze metoda je

hor§i. Vyvoj této metody (stejné tak elektrochemickych metod zalozenych

na tisténych senzorech) stale probihd. [15, 74, 76, 107]
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2) Piiblizn¢ tietinovy rozdil v aktivité béhem méfeni s magnetickymi Césticemi
modifikovanymi pouze EDC, nez v ptipadé imobilizace pomoci smési EDC + NHS.
Pravdépodobné doslo k navazani mensiho mnozstvi AChE, nezli pfi imobilizaci
pomoci smési EDC + NHS. Je to patrné i z Grafu 4, kdy i limitni rychlost reakce
pii imobilizaci s EDC (vyjadiena aktivitou) nedosdhne ve stanoveném cCase
tak vysoko, jako v pfipadé pouziti smeési EDC + NHS. Miizeme tedy prohlésit, ze
pouziti smési EDC + NHS pfineslo viditelny benefit spocivajici ve zvySené funkéni

kapacit¢ biosenzoru diky pravdépodobné lepSimu navazani AChE na povrch ¢astic.
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5.6. Stanoveni 50% inhibi¢ni konstanty (ICso) pro fyzostigmin a takrin,

stanoveni limiti detekce (LOD) pouzitych metod

o [%]
200
IC5O = 2,12 nM
50 ,
¢ R® = 0,8988
00

50

-50= Jogc (I)

Graf'7: Zavislost zbytkové aktivity pavhoii AChE na koncentraci takrinu, pH-metrie, AChE volna
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Graf 8: Zavislost zbytkove aktivity pauhori AChE na logaritmu koncentrace takrinu, Ellmanova metoda,
imobilizace na magnetické castice
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Graf 9: Zavislost zbytkové aktivity AChE na logaritmu koncentrace fyzostigminu, Ellmanova metoda, AChE
imobilizovand na magnetické castice

Tabulka 6: Porovnani hodnot limiti detekce (LOD), kvantifikace (LOQ) a 50% inhibic¢ni koncentrace
zkoumanych inhibitoriit AChE (ICs)

Volnd AChE Imobilizovand AChE
Detekce | Spektrofotometrie | pH-metrie Spektrofotometrie | Spektrofotometrie
Inhibitor | Fyzostigmin Takrin Fyzostigmin Takrin
LOD 1,561 nM [13] 0,8888 nM 10,37 nM 8,238 nM
ICso 59,1 nM [13] 2,12 nM 349,3 uM 816,4 nM

Jako inhibitory byly zvoleny fyzostigmin a takrin, tj. modelové slou¢eniny riiznych

strukturnich typi, které se vazi na rizna mista v kavité enzymu. [43, 46, 47, 49, 109]

Na zékladé€ rozboru dat z Tabulky 6 a Grafii 7, 8 a 9 si miZeme povSimnout jednak
rozdilu ICsp obou inhibitorli pfi stanoveni pomoci imobilizované AChE v porovnani

s modelovou studii s volnou AChE. Pravdépodobné to bude dano skutecnosti, Ze enzym

vvvvv

1vy$$i limit detekce pfi pouziti imobilizované AChE.
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Spektrofotometrické stanoveni dle Ellmana bylo zvoleno zejména z divodu mozné
aplikace jiz optimalizované¢ metodiky z mé bakalaiské prace. [13] Tu bude mozné
ve spojeni s magnetickymi Casticemi dale rozvinout napiiklad pouzitim pritokové cely
v systému pratokové nebo sekvenéni injekéni analyzy (Flow injection analysis, FIA,

Sequentional injection analysis, SIA).

pH-metrickd metoda je jednou z jednodussich a k jejimu provedeni se nabizi
relativné levné vybaveni a moznost analyzovat vzorky stejnym zptisobem 1 v terénu. Jedna
se totiz o prenositelné zafizeni, které 1ze snadno napajet z baterie. Paklize bude uspokojivé
optimalizovana vyroba chitosanovych membran a stanoveni bude opakovatelné (zatim se
podaftilo pouze dokézat, ze je mozné pouzit membranu znovu), mize se tato metodika
pti relativné snadné ptipraveé vzorku stat skutecné pouzitelnd pro environmentalni analyzy.
Stejnou perspektivu ma také tistény papirovy elektrochemicky prouzek, ktery mize byt

vhodnym néstrojem pro stanoveni pesticidi nebo NPL. [15]

Z analytického hlediska vykazuji pouZit¢é metody velmi nizké hodnoty LOD
(viz Tabulka 6). Kostelnik a kol. pfi stanoveni AChE z elektrického ihofe imobilizované
na magnetickych ¢asticich zvetejnili vysledky metody, kde jeji LOD pro takrin dosahl
8,1 uM [89]. Tento vysledek je srovnatelny s praci Bolloa a kol., ktefi vyvinuli metodu
pro stanoveni takrinu majici pro takrin LOD 4,8 uM pii spektrofotometrické detekci
a 0,68 M pii polarografické detekci. [110] Vzorek uvedeny v citované praci (Kostelnik
a kol. [89]) obsahoval sice stejny enzym, navic imobilizovany na stejnych magnetickych
¢asticich, imobilizovany byl ale pouze pomoci EDC. Lze tedy konstatovat, ze by pii pouZiti
EDC v kombinaci s NHS nejspiSe také dosahl niz§iho limitu detekce. Navic bylo uZito
1 Castecné jiného detekéniho piistupu (square-wave voltametrie). Autorsky kolektiv mél

k dispozici také jiny kalibra¢ni rozsah.

Flores a kol. (2003) vyvinuli elektrochemicky biosenzor zaloZzeny na AChE
imobilizované na FET elektrod€. Stanovovali jim organofosfaty a neurotoxické karbamaty
s detekénim limitem 10 nM. [111] Nestanovovali fyzostigmin, nicméné na zakladé¢ mé
piedeslé prace, ve které byla porovnana rychlost vazby na AChE aICso karbofuranu
a fyzostigminu, lze soudit, Ze stanoveni karbofuranu by bylo mozné s velmi podobnym
LOD jako pro fyzostigmin. Oba inhibitory totiz vykazovaly velmi podobné namétené
hodnoty ICso (60,2 nM pro karbofuran, resp. 75,7 nM pro fyzostigmin) s AChE

rozpusténou v roztoku, kdy méteni probihalo dle optimalizované Ellmanovy metody. [13]
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Pouziti elektrochemickych biosenzorti oproti optickym je vyhodné naptiklad
v matrici, kterd obsahuje rizn¢ barevné slouCeniny. V takovémto piipadé je velmi
pravdépodobné, ze dojde k interferenci pii detekci signalu. U elektrochemickych

biosenzortl je naopak nutné pocitat s ptipadnou nizkomolekularnich antioxidanti. [112]

Poznamka k vybéru rozpoustédla pro inhibitory

Z dostupnych dat plyne, Ze mira inhibice propan-2-olem pfi jeho 5% koncentraci (V/V)
v reakéni smési je sice relativné vysoka (cca 20 %), [90, 113] nicméné napiiklad u ethanolu
je mira inhibice jiz 30 %. [90] Nevyhodou jinych rozpoustédel, napt. dimethylformamidu
a n-butanolu je snizeni aktivity (lidské) AChE az cca o 60 %. [114] Dale dimethylsulfoxid
(DMSO) vykazuje dva negativni efekty. Velmi vyznamn¢ interferuje pfi voltametrickém
stanoveni [89] a zaroven jiz pfi koncentraci 5 % (V/V) v podstaté zcela zablokuje AChE.
[113] Bylo vSak popsano, ze mén¢ jak 0,3 % (V/V) signifikantn¢ neovliviiuje pribéh

spektrofotometrického stanoveni. [115]
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6. Zavér

V této praci jsem se vénoval testovani imobilizacnich a detekénich technik uréenych

pro konstrukci biosenzorti s AChE jako biorekogni¢nim prvkem.

Nejprve jsem zjistoval moznosti pouziti ISFET elektrody pro méfeni pH v roztoku,
kde dochazi k hydrolytickému $tépeni ATCh. Zde popsané pH-metrické stanoveni takrinu
a fyzostigminu umoznuje detekovat tyto inhibitory jiz o koncentraci 0,9 nM a 1,6 nM.
Pfi tomto stanoveni ale nebyl pouzity imobilizovany enzym, takze limit detekce mize byt

po imobilizaci vyssi.

Vyzkousel jsem ruzné pfistupy k tvorbé a pouziti biosenzorickych soustav.
U spektrofotometrického stanoveni pomoci optimalizované Ellmanovy metody jsem jiz
pracoval s imobilizovanou AChE, a to na magnetickych ¢ésticich. Snadnd manipulace
s Casticemi snadno umoznila opakované stanoveni aktivity AChE. Detekéni limity této
u metody byly pro takrin a fyzostigmin 8,2 nM, resp. 10,4 nM. Takto imobilizovana AChE
by byla vhodnd napf. pro spojeni s pritokovymi technikami. Smés modifikatorQ
EDC + NHS pouzita k navazani AChE na magnetické ¢astice nabizi citlivejsi a efektivnéjsi
zpuisob imobilizace v porovnani s imobilizaci na stejné ¢astice modifikované pomoci EDC

v jiz publikované préci. [89]

Dale jsem ukotvil AChE pomoci chitosanové membrany na plastové zkumavce, coz
muze prave spolu s ISFET ptedstavovat jednoduchy biosenzor s perspektivou pro pouziti

V praxi.

Konecné tisténé biosenzory nabizeji levné a citlivé stanoveni riiznych molekul.
Biosenzory zaloZené na AChE ti§téné na filtracni papir nabizeji jednordzové stanoveni NPL
a pesticidd. Pro stanoveni méné nebezpecnych inhibitort AChE lze vyvinout biosenzor
vyti§tény na jiném materialu.

Nové alternativni zdroje energie, jakym muize byt plocha s vytiSténymi
cyanobakteriemi, mohou nabidnout dostatek elektrické energie pro pouziti jednordzovych
biosenzorii. [116] Po zvladnuti jejich spojeni lze toto oznacit za slibnou moznost
pro spojeni jednorazovych tisténych biosenzorii a jednoduchého detektoru. Jejich vyuziti
by se naslo pravé pfi analyze NPL, nebo jinych ireversibilnich inhibitortt AChE, kdy se

€nzym na senzoru neregeneruje.
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