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1. Uvod

\ gd’borvné literatufe jsou drobf’e popsépy biosenzory s fyzikalni senzorickou &asti lze pfipravit funkéni biosen-
obsahuj.lcl nékterou ze dvou znamych cholinesteras: ace- zor. Cilem tohoto referatu je shrnout soudasné moznosti
tylcholinesterasu (AChE, EC 3.1.1.7, téZ krevni cholines- vyuziti cholinesteras ke konstrukci biosenzorti a jejich

terasa) nebo butyrylcholinesterasu (BChE, EC 3.1.1.8, téz vyuZitelnost pro analyzu $iroké skupiny neurotoxickych
plazmaticka cholinesterasa). Cholinesterasy jsou znaéné latek.

senzitivni na pusobeni Siroké skupiny neurotoxickych 1a-
tek reprezentovanych napiiklad nervové paralytickymi
latkami vyuzivanymi ve vojenstvi, organofosforovymi 2. Inhibitory cholinesteras
pesticidy v tzv. oxo formé, organofosforovymi pesticidy

v tzv. thio formé po predchozi oxidaci, karbamatovymi Inhibitory cholinesteras jsou §irokd skupina chemic-
pesticidy a celou skupinou l¢¢iv riiznorodé chemicke po- kych latek vazajicich se do nékteré z dulezitych ¢asti enzy-
vahy, mezi néZ patfi napf. fyzostigmin, neostigmin, ri- mu. Zatimco ireverzibilni a pseudoireverzibilni inhibitory
vastigmin, galantamin, huperzin, donepezil a in¢'. se vazi do tzv. estratické Casti aktivniho centra, reverzibil-

AChE v organismu katalyzuje hydrolyzu neuromedia- ni inhibitory pak maji afinitu k alfa anionickému mistu,
toru acetylcholinu na kyselinu octovou a cholin. Vyznam aromatickému hrdlu, nebo beta anionickému mistu na po-
AChE je patrny z obr. 1 znazorfiujici princip cholinergni vrchu enzymu’. Mezi AChE a BChE je zasadni rozdil ve
neurotransmise a celkovy osud neuromediatoru acetylcho- struktufe aromatického hrdla a anionickych mist, které
linu. Na rozdil od AChE, BChE nema znamy fyziologicky predurcuji selektivitu enzymi pro n&které inhibitory'. Na-
substrat a jeji vyznam v organismu je pfedmétem vyzkumu piiklad $irSi hrdlo BChE umoZiluje prostup latky tetraiso-
na riznych pracovistich. Fakt, Ze cholinesterasy mohou propyl pyrofosforamidu a inhibici aktivniho centra®. Roz-
byt inhibovany neurotoxickymi latkami, byl v minulosti  djlnou sensitivitu k AChE a BChE maji i latky vyuZivané
vyuzivan k diagnostice otrav, kde se cholinesterasy ukaza- pro 1é&bu Alzheimerovy choroby. Nekompetitivni inhibi-
ly jako vysoce senzitivni a dostate¢né specifické markery. tory AChE donepezil, huperzin (A a B), takrin a kompeti-
Vedle vyse zminéncho diagnostick¢ho vyznamu jsou cho- tivni galantamin vykazuji nulovou nebo snizenou (takrin)
linesterasy povazovany za idedlni rozpoznavaci prvek  afinitu k BChE, zatimco viiéi AChE puisobi jako silné inhi-
piirodniho pivodu (tzv. rekogni¢ni element). Kombinaci bitory™®. Do periferniho anionického mista AChE se vaZou
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i aflatoxiny a diky tomu pisobi jako silné a selektivni inhi-
bitory tohoto enzymu'.

Aromatické hrdlo a beta anionické misto AChE obsa-
huje vétsi mnozstvi aromatickych aminokyselin. Zejména
se jednd o Tyr 70, Asp 72, Tyr 121, Trp 279 a Tyr 334
u beta anionického mista’. Aromatické hrdlo AChE pak
obsahuje 14 rezidui aromatickych aminokyselin na misto
8 rezidui u BChE®. Pravé zdivodu vyssiho zastoupeni
aromatickych aminokyselin dochazi k interakci kation — &
mezi selektivnim inhibitorem AChE a enzymem. Za zmin-
Stépeni vétsiny aryl acylamidd, esterti a thioesterti, AChE
Iépe konvertuje acetylcholin a acetylthiocholin. Acetyl-p3-
methyl-thiocholin a acetyl-B-methyl-cholin jsou pravé
diky struktufe periferniho anionického mista a aromatické-
ho hrdla konvertovany pouze AChE"*°.

Organofosforové a karbamatové inhibitory cholines-
teras jsou latky vazajici se esterovou vazbou na serin
v estratické ¢asti aktivniho centra. Jednd se o dvé skupiny
latek: organofosforové a karbamatové inhibitory cholines-
teras. Pfikladem organofosforovych inhibitortt mohou byt
vojensky vyuzivané nervové paralytické latky typu G
(sarin, tabun, soman, cyklosarin), typu V (napfiklad VX:
S-[2-(diisopropylamino)ethyl]-O-ethyl-methylfosfonothioat),
v EU nepovoleny pesticid dichlorvos (2,2-dichlorethenyl-
dimethylfosfat), metabolicky produkt pesticidu dimethoatu
(0,0-dimethyl-S-methylkarbamoylmethyl fosforodithioat)
— omethoat a latka fosetyl (aluminium tris-O-
ethylfosfonat). Organofosforové inhibitory inhibuji jak
AChE, tak i BChE. Vyjimkou je latka tetraisopropyl pyro-
fosforamid inhibujici pouze BChE. Karbamatové inhibito-
ry jsou napf. farmakologicky vyuZivané rivastigmin, ne-
ostigmin, pyridostigmin, soucasné pesticidy
(desmedipham, propamocarb, fenoxycarb, methocarb,
phenmedipham, pririmicarb, propamocarb) a dobfe znamy,
aviak v Ceské republice zakézany karbofuran''. Jak karba-
matové, tak i organofosforové inhibitory podstupuji shod-
ny typ reakce, esterifikaci hydroxylové skupiny serinového
rezidua v aktivnim centru cholinesteras a tim znemoznéni
jejich funkce'?. Na rozdil od ireverzibilnich organofosforo-
vych inhibitori jsou karbamaty tzv. pseudoireverzibilnimi
inhibitory. Po vazbé na hydroxyl serinu dochazi

Tabulka I

Piehled inhibitorti cholinesteras dle cit.">"?

Referat

k spontanni hydrolyze karbamoylového rezidua a spontan-
nimu névratu aktivity enzymu'. Inhibitory cholinesteras
jsou v prehledné formé shrnuty jako tabulka I.

3. Metody stanoveni enzymové aktivity

Cholinesterasy vykazuji aryl acylamidoasovou, este-
rasovou a thioesterasovou aktivitu. V minulosti byla zave-
dena fada metod vhodnych pro stanoveni aktivity cholines-
teras a tim nepfimo pro stanoveni ptitomnosti inhibitorQ
cholinesteras pokud jsou cholinesterasy pouzity jako reko-
gni¢ni element. Aryl acylamidasova aktivita cholinesteras
je kuptikladu vyuZita pii stanoveni zaloZeném na o-nitracet-
anilidu jako chromogennim substratu poskytujicim po
hydrolyze barevny o-nitroanilin'*. Pro odhad aktivity cho-
linesteras v biologickych vzorcich byla v minulosti zave-
dena tzv. Ellmanova metoda'”. Tato metoda je zaloZena na
hydrolyze acetylthiocholinu v pfipadé AChE resp. buty-
rylthiocholinu v ptipadé BChE na octovou resp. maselnou
kyselinu a thiocholin. Thiocholin jiz spontdnné reaguje
s kyselinou 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoovou za vzniku
zluté kyseliny 5-thio-2-nitrobenzoové.

Prevazujici trendy v konstrukci biosenzort jsou vsak
zamétené na vyuZiti bud’ fluorogennich, nebo voltametric-
ky aktivnich substratt cholinesteras'®!’. Fluorogenni sub-
straty mohou byt vhodn¢ pouzity ke konstrukci optickych
biosenzori s pristrojovou nebo vizualni detekei ptitomnos-
ti inhibitorti cholinesteras. Napiiklad No a spol." vyuzili
indoxyl acetat a indofenyl acetat pro konstrukci biosenzoru
obsahujictho imobilizovanou AChE. Takto pfipraveny
biosenzor byl vhodny jak pro vizualni, tak instrumentalni
analyzu pfitomnosti neurotoxickych latek reprezentova-
nych chlorpyrifosem, karbofuranem a parathionem. Jiny
biosenzor vyuzivajici indoxylacetét byl pouzit pro vizualni
stanoveni paraoxonu a neostigminu'’. Existuje i komeréné
dostupny biosenzor Agri-Screen Ticket (Neogen Corpora-
tion, Lansing, Michigan, USA) zalozeny na indoxylacetatu
a imobilizované AChE. Mechanismus hydrolyzy indoxy-
lacetatu cholinesterasou a néasledna oxidace na modré in-
digo je patrna z obr. 2.

Inhibice

Inhibice

Létka AChE BChE Mechanismus

Organofosforové inhibitory (napf. nervové ano fik . ‘h i Ktivni

paralytické latky, pesticid dichlorvos) esterifikace SCTNOVENo rezidua v a tivnim

. L., centru enzymu, ireverzibilni inhibice

150-OMPA (organofosforovy derivat) ne

Karbamatové inhibitory (napf. 1é¢ivo esterifikace serinového rezidua v aktivnim
Lo . ano . SR

rivastigmin, pesticid karbofuran) centru enzymu, pseudoireverzibilni inhibice

Aflatoxiny, donepezil, galantamin, ano

huperzin

Takrin ano

interakce s anionickymi misty

nizka
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Obr. 2. Princip hydrolyzy indoxylacetatu cholinesterasou
a nasledna spontanni oxidace na indigo

Pro konstrukci elektrochemickych biosenzori je
vhodné vyuziti thioesterové aktivity cholinesteras. Vznika-
jici thiocholin mtize byt snadno oxidovan vloZenym napé-
tim za vzniku ,tail-to-tail“ dimeru thiocholinu (obr. 3).
Oxidace  thiocholinu  umoziluje  vyuzit  néktery
z voltametrickych principti sledovani enzymové reakce®.
Biosenzor vyuzivajici chronoamperometrické stanoveni
vznikajiciho thiocholinu se ukazal vhodny napf. pro stano-
veni nervové paralytickych latek sarin, soman, cyklosarin,
tabun a VX v laboratornich podminkach®'. Pouziti ace-
tylthiocholinu jako voltametricky aktivniho substratu je
doporu¢eno i pro komer¢né dostupny biosenzor
AC1.AChE (BVT Technologies, Brno). Thiocholin je re-
aktivni sloucenina a lze ji vyuZit k dal§im spontdnnim re-
akcim, jakymi jsou chemickd reakce s povrchem zlaté
elektrody pouZité pro stanoveni SPR — rezonanci povrcho-

vych plazmoni® ¢&i redukce kyseliny tetrachlorzlatité

Referat

s naslednym stanovenim vznikajiciho zlata®™. Mechanis-
mem reakce jednodussi, ale na preciznost imobiliza¢niho
postupu naro¢néjsi, jsou biosenzory indikujici zménu pH.
Napi. biosenzory vyuzivajici iontové selektivni polem
fizené tranzistory, v literatufe oznacované zkratkou IS-
FET, jako pfevodniky mohou registrovat acidifikaci mé-
dia, k niz dochazi z divodu uvolnovani kyseliny octové
z acetylcholinu nebo acetylthiocholinu***°.

4. Imobilizace cholinesteras

Cholinesterasy jsou globularni proteiny s relativné
dobrou stabilitou. Zachyceni cholinesteras na povrch fyzi-
kalné-chemického prevodniku mize byt provedeno vice
zpusoby. Literarné jsou dobfe popsany prosté sorpce, me-
chanické zachyceni do membran a kovalentni imobilizace.
Pfi volbé imobiliza¢niho postupu je tieba zohlednit i na-
rocnost a nakladnost. Na rozdil od vétSiny biosenzorl ob-
sahujicich enzym jsou cholinesterasy v ramci pozitivniho
stanoveni nékterych inhibitor (organofosforové) trvale
inhibovany a biosenzor tak vlastné funguje jako jednorazo-
vy prikaznik. Neni proto nezbytn€ nutné zajistit dlouhodo-
bou stabilitu spocivajici v opakovaném stanoveni analytu.
V tomto thlu pohledu jsou biosenzory obsahujici cholines-
terasu nepodobné napf. biosenzorim s vazanou gluko-
saoxidasou, u kterych je naopak ocekavano, ze je bude
mozné pouzit opakované a setkani se substratem neovlivni
nasledujici m&feni'.

Nejdraz8i komponentou pfi konstrukci biosenzorl
obsahujicich cholinesterasu je pravé imobilizovany enzym.
Ostatni komponenty biosenzoru obvykle tvofi méné nez
polovinu materialnich nakladi. Proto je nutné zvolit imo-
bilizacni postup takovy, aby byl dostatecné Setrny
k imobilizovanému enzymu a zarovei nedochézelo
k snadnému vymyti enzymu napt. pfi ponofeni do analyzo-
vaného roztoku. Nenaro¢né postupy mohou byt paradoxné
vhodnéjsi ke konstrukci biosenzoru, nez vyuziti trendo-
vych metod. Komplexni porovnani jednoduché sorpce,
precipitace glutaraldehydem, zachyceni do Zelatinové
membrany, zachyceni na grafitové mikrocastice a imobili-
zace metodou sol-gel vedla ke konstatovani, Ze nejSetrnéjsi
a nejvhodnéjsi pro konstrukci biosenzoru je precipitace
glutaraldehydem. Druhym vhodnym postupem pak byla
prosta sorpce na platinovou elektrodu”. Piiklady imobili-
zacnich postupt jsou shrnuty v tab. II.
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Obr. 3. Hydrolyza acetylthiocholinu pomoci AChE a nasledujici oxidace thiocholinu vloZenym napétim (U)
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Tabulka II

Zvolen¢ imobiliza¢ni postupy AChE a dosazené¢ limity detekce

Imobiliza¢ni postup Analyzovana latka Limit detekce Lit.
Prosta sorpce na Pt elektrodu diisopropylfluorfosfat 35 nmol I'* 26
Precipitace glutaraldehydem na Pt elektrodu 29 nmol I™*

Sol-gel zachyceni na uhlikovou pastovou elektrodu  parathion methyl 0,08 ppb 27
Afinitni zachyceni histidinovou kotvou na niklové  paraoxon ethyl 1 pmol I'* 28
nanocastice

Vazba na zlaté nanocastice malathion, chlorpyrifos 1 nmol I'* 29

Trendem v konstrukci biosenzorit je rovnéz doséah-
od zvolené metody zachyceni cholinesteras, charakteru
fyzikalné-chemického prevodniku a dalSich faktord. Kom-
plexni prace vénované porovnani vyznamu imobiliza¢niho
postupu bohuzel nejsou Casté a vétSina autorll ve svych
pracich optimalizuje a popisuje jeden konkrétni postup.
Zaroven vSak méni i jiné parametry konstrukce biosenzoru
a predevS§im material povrchu fyzikalné-chemického pte-
vodniku. Mzeme usuzovat, ze imobilizacni postupy jako
je sol-gel zachyceni na uhlikovou pastovou elektrodu®,
afinitni zachyceni histidinovou kotvou zna¢ené AChE na
niklové nanoCastice”™ a navazani na zlaté nano&astice®
prinaseji jisté vyhody.

5. Aplikace biosenzoru

Ve vétsin€ pripadl jsou biosenzory zalozené na choli-
nesterasach testovany pro toxické formy pesticidi. Je to
dano tim, ze se jednd o dobfe dostupné toxické latky
a k manipulaci s nimi neni tfeba mit specidlni povoleni
nebo laboratorni vybaveni, jak je to nutné pro praci
s nervové paralytickymi latkami. Oproti tomu vétSina or-
ganofosforovych pesticidd, které jsou ve svété v soucas-
nosti pouZivany, neinhibuje cholinesterasy piimo, ale az
po metabolické aktivaci. Ze zavéru experimentu vsak vy-
plyva, Zze neexistuje optimadlné pfipraveny biosenzor
a limity detekci se né€kolikanasobné lisi pro jednotlivé
analyzované latky’"?'. Lze oekavat, Ze biosenzory opti-
malizované a experimentalné ovéfené pro modelové pesti-
cidy nemusi byt dostate¢né citlivé pro pouZiti v analyze
nervové paralytickych latek a 1é¢iv. Hraje zde roli mono-
vrstva s imobilizovanym enzymem pfedstavujici mecha-
nickou bariéru prostupu analytu. Vlastni inhibitory choli-
nesteras maji navic rozdilny parti¢ni/distribucni koeficient.
Napf. parti¢ni koeficient (viz cit.*?) pro nervové paralytic-
kou latku sarin je 0,30, pro cyklosarin 1,04 a pro soman
1,82. Jejich schopnost pronikat monovrstvou s enzymem
a dostat se tak k aktivnimu centru enzymu se znac¢né lisi.

Predpokladany vyznam biosenzorii s navazanou cho-
linesterasou spociva predevSim v rychlé a levné analyze
nervové paralytickych latek, snadnému prikazu pfitom-
nosti pesticidll v Zivotnim prostiedi a analyze 1éki, jejichz
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ucinna latka pasobi jako inhibitor cholinesteras. Nervové
paralytické latky lze detegovat za vyuziti biosenzort
s cholinesterasami s nizkym limitem detekce diky silné
afinité téchto inhibitord k enzymu. White a Harmon®
dokazali prokdzat sarin vroztoku slimitem detekce
100 ppt resp. 250 pg latky ve vzduchu za pomoci optické-
ho biosenzoru obsahujiciho AChE. V jiné praci® zalozené
na pouziti elektrochemického biosenzoru s AChE zachyce-
nou na Pt elektrodu byl prokézan sarin ve vodném roztoku
s limitem detekce 588 pmol I"'. Avsak soman bylo mozné
analyzovat s limitem detekce piiblizné dvacetinasobné
vy$sim: 10,7 nmol 1",

Z pesticidi je jako standardu vénovana mimoiradna
pozornost latce dichlorvos. Jedna se o pfimy inhibitor cho-
linesteras bez nutnosti metabolické aktivace a lze jej tedy
snadno stanovit biosenzorem zalozenym na cholinesterase.
I kdyZ v mnohych zemi, véetné Ceské republiky, se od n&j
ustoupilo z diivodll vysoké toxicity viiéi necilovym orga-
nismum, stale patfi k pesticidim intenzivné vyuzivanym
po celém svété™*. Rada nové popsanych biosenzoril je tak
testovana pravé na latce dichlorvos. Jako priklady lze
uvést pritoény elektrochemicky biosenzor prokazujici
dichlorvos jiz od koncentraci 0,8 mmol I"' ve vodnych
roztocich®. Sun a spol.*® modifikovali sklenénou uhliko-
vou elektrodu uhlikovymi nanovlakny a na né chemicky
vazali AChE. Pfipraveny elektrochemicky biosenzor pro-
kézal dichlorvos s limitem detekce 3 pg I™'. I kdy? je znac-
ny zajem vénovan latce dichlorvos, i ostatni slouceniny
jsou vyuzivany jako standardy a funkcnost biosenzori je
na jejich stanoveni ovéfovana. Takovou latkou je tfeba
paraoxon stanoveny s limitem detekce 8,7 pmol I"' pomoci
prittoéného senzorického systému®’, chlorfenvinfos stano-
veny s limitem detekce 115 nmol ™" elektrochemickym
biosenzorem obsahujicim AChE imobilizovanou na uhli-
kové nanovlakna®® a karbaryl elektrochemickym biosenzo-
rem s grafitovym nanokompozitem s limitem detekce
0,7 ng ml™" (cit.*®). Oblast, kde biosenzory s AChE dopo-
sud nenasly rozsahlejsi vyuziti, je testovani l1é¢iv, jak tomu
bylo napf. nastinéno vrdmci experimentu, v némzZ byly
stanovovany rozdily mezi takrinem a jeho 7-methoxy deri-
vatem na AChE imobilizované na povrch sitotiskového
senzoru™.
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6. Zavér

Biosenzory zalozené na cholinesterasach jsou jedno-
ducha analyticka zafizeni vhodna k rychlému prukazu
pfitomnosti  neurotoxickych latek.  Ackoliv  byla
v minulosti pfipravena fada slibnych analytickych zatizeni
tohoto typu, vysledky nejsou dostate¢né uspokojivé a pro-
biha dalsi vylepSovani a vyzkum v oblasti jejich ptipravy a
pouziti.
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The cholinesterase biosensors are analytical devices
suitable for assay of cholinesterase inhibitors in the course
of suppression of the biorecognition element activity.
Both acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase are
used for their assay. The biosensors can be used for assay
of organophosphorus and carbamate pesticides, nerve
agents, drugs in Alzheimer’s disease and myasthenia treat-
ment. The review summarizes the knowledge of cholin-
esterases, their immobilization and inhibitors as well as
shows examples of their activities.



