ROCNIK LXXVI, 2007, &. 5

VONEKE ZDRAVOTNICKE LISTY

187

MOZNOSTI VYUZITI CHOLINESTERAZ KE KONSTRUKCI BIOSEN  ZORU

'Miroslav POHANKA, * *Kamil KUCA, » Daniel JUN
YUstredni vojensky zdravotni Gstav, Centrum biologicklrany, Bchonin
2Univerzita obrany, Centrum pokiitych studii Fakulty vojenského zdravotnictvi, HemdKrélové
SUniverzita obrany, katedra toxikologie Fakulty wig&ého zdravotnictvi, Hradec Kralové

Souhrn

Negativni gsobeni organofosfata karbaméi na skupinu cholinesteraz Ize vyuzit pro stanotémtito
latek. Biosenzory vyuZzivajici cholinesterazy jakwekognini slozku byly vyuzity ke stanoveni jak organo-
fosfaii, tak i karbamat v 7radé modifikaci. V tomto fehledovénelanku jsou porovnanyédkteré z moznosti
vizualizace enzymové reakce a imobilizace choknéstako dlezitych faktoi v pripravé biosenzoru.
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The Possibilities of Cholinesterases for Biosens@onstruction

Summary

The harmful effect of organophosphates and carbasnah natural enzymes from the group of cholin-
esterases can be employed for analytical purpd&es.biosensors based on cholinesterases as bianiicog
components were used for an analysis of organogtadep and carbamates several times. In this review
article, some enzyme reaction visualizations alé agimmobilization procedures have been compared

important parameters of biosensor construction.
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Uvod

Dv¢ skupiny toxickych latek vykazuji podobny

mechanismus toxickéhdigobeni (23) — jsou to:

= organofosfaty, mezi které patag. pesticidy
chlorfevinphos, dichlorvos, paraoxorijgadré
nervow paralytické latky sarin, soman, tabun,
VX;

» karbaméty gasto zmiovanymi zastupci: aldi-
carb, carbaryl, carbofuran, methomyl, propoxur.

Tyto sloweniny nekompetitivé inhibuji dilezi-
té enzymy v organismu — cholinesterazy, cestou je-
jich fofsforylace (karbamylace) a tim zamezujigeji
fyziologické funkci (27). Potkeni toxického efek-
tu je mozné vhodnym antidotem (20). Pro tytely
se zdaji byt vysoce efektivnékteré nové reaktiva-
tory AChE (10, 11).

Mluvime-li o cholinesterazach, mame na mysli
skupinu serinovych hydrolaz schopnyctpiit ester
acylcholinu na cholin affslusnou kyselinu (26). V Zi-
vém organismu je v relati¢n/étsi mie zastoupena
acetylcholinesteraza (AChE; EC 3.1.1.7) a butyryl-
cholinesteraza (BChE; EC 3.1.1.8). AChE je-p

vazre lokalizovana v cholinergnich synapsich, kde
se podili na fenosu nervového signalu hydrolyzou
neurotransmiteru acetylcholinu (29). Uloha BChE
v organismu neni tak vyhraémd jako u AChE. Jeji
substraty mohou byt butyrylcholin, propionylcho-
lin a dokonce i acetylcholin (16).

Pritomnost organofosfata karbamdit mize byt
jednoduSe detekovana peava zaklad jejich schop-
nosti inhibovat aktivitu choliesteraz (28). Vila-
dech ntizeme vysledovat biosenzory pracujici na
elektrochemickém (2, 8, 13, 41), optickém (3, 5) a
piezoelektrickém (1, 17) principu.

Tento gehledovyclanek je zarmsren na proble-
matiku konstrukce biosenZoralozenych na rekog-
ni¢ni schopnosti cholinesteraz. Pozornostijeova-
na zgisobim vizualizace enzymové reakce a dostup-
nym technikam imobilizace cholinesteraz.

Vizualizace enzymové reakce

Vybér vizualizace enzymové reakce jéleli-
tym aspektemifipravy biosenzoru obsahujiciho cho-
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linesterdzu. Reakce katalyzovana cholinesterazou jev pripad vyuZziti acetylthiocholinu namisto acetyl-

pak gevadna vhodnym zfisobem na signal. Pro
vyhodnoceni se pouzivaji 2 modely: pokles signalu
po inkubaci s inhibitorem (organofosfat, karbamat)
nebo uéeni kinetiky poklesu signalu (32, 34). Vlast-
ni reakce mze byt vizualizovanadkolika zpiso-

by ve shod s pouzitym fyzikald-chemickym pe-
vodnikem. Velice jednoduché je sledovani hladiny
H* (pH) v reaknim médiu pi pouZiti pH elektrody
jako fyzikélré-chemického pevodniku. Probihajici
reakce je pak totozna s reakci probihajici v osgani
mu, nap. pro AChE (viz schéma 1).

Tento zf@sob vyuZiti biosenzoru bylékolikrat
Uspsre aplikovan (7, 12, 39) atrie byt dokonce
pouzit i v kombinaci s amperometrickynepodni-
kem, pokud povrch biosenzoru sasré s cholin-
esterdzou obsahuje i cholinoxidazu (ChOD). Diky
jeji pritomnosti vznikajici cholin viitomnosti kys-
liku reaguje nasledujicim é#pobem (viz schéma 2).
Reakce katalyzovana ChOD uniiofe vyuzit am-
perometricky pevodnik d¢ma zpisoby. Ri zabra-
néni piistupu dalSiho vzduchu do média Ize ampe-
rometrickou Clarkovou kyslikovou elektrodow-m
fit spotebu rozpudného kysliku (21) nebo je moz-
né elektrochemicky rozkladat vznikajici peroxid vo-
diku za vyuziti zlaté nebo platinové amperometric-
ké elektrody (42).

Amperometricky pevodnik je mozné pouzit také

AChE
CH,COOCH,CH,N*(CH,),

H,O

Schéma 1: Enzymova hydrolyza acetylcholinu

cholinu. Acetylthiocholin je v fitomnosti AChE hy-
drolyzovan na thiocholin a kyselinu octovotii Wo-
Zeném nafti do reakni snesi vznikajici thiocho-
lin podstupuje oxidoreduki reakci. Celkovy princip
maZeme vyjatit nasledovs (viz schéma 3).

Na tomto principu fungujici biosenzor vyuZival
AChE imobilizovanou na Pt elektrodu a Ag/AgCl
referergni elektrodu, mezi elektrody byl vlozen po-
tencial +410 mV (40). V jiné aplikaci byla pracov-
ni elektroda tviena grafitovym kompozitem a vkla-
dalo se na ni ngg +700 mV proti Ag/AgCl re-
ferertni elektroa (18).

Thiocholin vznikajici z acetylthiocholinu ine
byt vyuzit i optickymi biosenzory. V tomta‘ipads
se do rea#ni snesi pridava 5,5 -dithiobis(2-nitro-
benzoova kyselina), znama pod nazvem Ellmanovo
¢inidlo. Narist absorbance je pozorovét 412 nm
diky vznikajici 2-nitro-5-merkaptobenzoové kyse-
ling (viz schéma 4). Opticky biosenzor vyuZzivajici
Ellmanovocdinidlo byl vyuzit nap. pro realné stano-
veni insekticid (30).

Nekteré optické metody, zejména ty zalozené
na nelinearni optice, jsou schopné pracovat biez p
tomnosti chromogenu. #flici metoda je pak zalo-
Zena na sledovani konfortimdch zn&n pouzité
cholinesterazy, ifpadré na adsorpci produkované-
ho thiocholinu (14).

CH,COO™ + H*+ HOCH,CH,N*(CH,),

CH,)N*CH,CH,OH
(CHINCH,CH, 0, / HO

Schéma 2: Oxidace cholinu cholinoxidazou

AChE

CH,COSCH,CH,N*(CH,), —— =

2

+
2 HSCH,CH,N*(CH,), —210mY

>
r

(CH,)N*CH,COO" + H + H,0,

CH,COO" + H*+ HSCH,CH,N*(CH,),

(CH,);N*CH,CH,S-SCH,CH,N*(CH,), + 2H"* + 2¢

Schéma 3: Enzymova hydrolyza acetylthiocholinusdeda oxidace vioZzenym rimn
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HOOC COOH

O,N S—S NO, + (CH,),N*CH,CH,SH
HOOC COOH

O,N S—S—CH,CH,N*(CH,), + "s NO, + H*

Schéma 4: Reakce Ellmanafiaidla s thiocholinem

Imobilizace

Pro konstrukci biosenzise vyuziva Siroka Ska-
la fyzikalns-chemickych pevodniki a tomu odpo-
vida i mnoZzstvi iznych imobiliz&nich technolo-
gii. V nekterych gipadech je mozné jednoduSe
zachytit cholinesterdzu do uhlikové pasty (31) ne-
bo na povrch hlazeného uhliku (37). Elektroche-
mické vlastnosti elektrod Ize vylepSit tzv. modifi-
kantem. Uhlikovou pastu Ize modifikovat tetrakyano-
chinondimetanem, tato Uprava umozZznila ampero-
metrické vyhodnoceni s vloZzenym g&m zmen-
Senym na +300mV proti Ag/AgCI referém elek-
trod€ (19). Cholinesteraza byla zachycena i v gra-
fitové past amperometrické elektrody sigavkem
modifikantu kobalt ftalokyaninu a stabilizované ce-
lulézou (33, 36), v jiné obdobné aplikaci byl na-
misto kobalt ftalokyaninu pouzit modifikant pruska
modt (4). Poly(diallyldimethylammonium) chlori-

kyanochinondimetanem (24). Vhodnou moznosti
k imobilizaci cholinesterazy se jevi i nylonovakda
na, na 8z byla napiklad s Uspchem vazana sts
obsahujici AChE, albumin a glutaraldehyd, cela bio-
rekognini slozka byla fekryta celofanovou mem-
branou (9).

Pri vybéru fyzikalné-chemického pevodniku
pro amperometrické biosenzory jséasto vybira-
ny platinové elektrody. Platinovy povrch je stabiln
a neastni se nezadoucich chemickych rekci se
slozkami reakni snesi. Imobilizatni postup je re-
lativné jednoduchy. Sws obsahujici cholineste-
razu, albumin a glutaraldehyd — stejako ve vyse
uvedené imobilizaci na nylonova vlakna — se injek-
tuje na povrch a neché se pozvolryschnout. Na
tomto principu konstruované biosenzory byly na-
piiklad pouZzity pro stanoveni pestitide vod a
nékterych potravinovych komoditach (35, 25% P
konstrukci amperometrickych biosenadyyva ob-

dova membrana s mechanicky zachycenou AChE vykle dosazeno dobrych vysledkse zlatymi elek-

na grafitovém povrchu umoznila snizit vlozené na-
péti v klasickém amperometrickém usgpdani az
na +150 mV (15).

Potenciometricky biosenzor vyuzivajici jaki@p
vodnik LAPS (light-addressable potentiometric sen-
sor) byl testovan s cholinesterdzou imobilizovanou
do akrylamidové membrany (22), v jiné préaci byla
smes obsahujici albumin, AChE a modifikant (prus-
kou mod) imobilizovana na povrch sitotiskové uhli-
kové elektrody za pouziti Nafion membrany (38).
DalSi uspsSre testovanou metodou imobilizace
AChE bylo zachyceni do polyvinyl alkoholu nesou-
ciho styrylpyridinium (PVA-SbQ) (6). V jiné aplika-
ci vyuzivajici PVA-SbQ byly analytické parametry
biosenzoru vylepSeny modifikantem 7,7,8,8-tetra-

trodami, nicméa v piipad cholinesteraz a pouZiti
thiocholinu je zn&na nevyhoda v samovolné reak-
ci thiocholinu se zlatym povrchem. V nedavné &ob
byl zkonstruovan opticky biosenzor pracujici napri
cipu SPR (surface plasmon resonance) vyuzivajici
chemickou reakci mezi zlatym povrchem a thiocho-
linem jako zdroj signélu (14).

Zaveér

Schopnost &kterych latek specificky inhibovat
enzymovou aktivitu ize byt vyuZita k jejich sta-
noveni. V tomtailanku se diskutovalo ogkterych
moznostech konstrukce biosentovyuZzivajicich
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cholinesterazy jako biorekogmii sloZzky pro stano-
veni jejich specifickych inhibitdr organofosfat a

karbamai. Nasled® byly predstaveny moznosti vi-
zualizace reakce katalyzované cholinesterazot+ a n
které moznosti imobilizace cholinesteraz. Zvazeni

vySe uvedenych paramétby mélo piedchazet na-
vrhovani novych €inngjSich biosenzdr na bazi cho-
linesteraz.
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