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1. Uvod

Inhibitory cholinesteras jsou latky schopné ovlivnéni
vegetativniho nervového systému, a to ptisobenim na cho-
linergni transmisi pies inhibici enzymu acetylcholinestera-

Tabulka I
Vybrané detekéni metody a jejich limity

sy. Diisledkem toho dochazi k hromadéni neurotransmiteru
acetylcholinu a tim k prodlouzeni a zvyseni intenzity od-
povédi cholinergniho systému, coz muze vést az k smrti
intoxikovaného organismu'.

Rychl4, citliva a levna detekce inhibitord cholineste-
ras nabyvd v soucasné dobé na dllezitosti, a to jak
v oblasti analyzy prumyslovych inhibitort cholinesteras,
jako jsou napf. organofosfatové ¢i karbamatové pesticidy,
tak v oblasti analyzy bojovych chemickych latek. Zejména
pro potiebu rychlé a jednoduché detekce nervové paraly-
tickych latek (NPL), jako jsou soman, sarin, tabun (latky
série G), latka VX nebo R-33 (latky série V), byly vyvije-
ny detektory inhibitorti cholinesteras, mnohé z nich pak ve
formé biosenzori. Prvotni zminky o podobnych detekto-
jejich razantngjsi vyvoj =zacal az pocatkem 60. let
20. stoleti’.

Detektory inhibitorti cholinesteras jsou s vyhodou
zaloZené na biochemické enzymové reakci s velmi nizkym
detekénim limitem (tab. I). Mechanismus reakce je obdob-
ny (nebo totoZzny) mechanismu reakce, kterd probiha
v organismu. Zejména jednoduché detektory (biosenzory)
pro terénni nebo rutinni laboratorni analyzu jsou zaloZeny
na barevné indikaci prib&hu enzymové reakce s vyuzitim
nejruznéjSich chromogennich ¢inidel typu acidobazickych
nebo redoxnich indikatord, pfipadné s vyuzitim chromo-
gennich substrat.

Zakladem ptipravy biosenzoru je vhodna metoda
imobilizace enzymu, kterou miZze byt acetylcholinesterasa
(AChE) nebo butyrylcholinesterasa (BuChE) zachycena
na sorbent (nosi¢). Imobilizace enzymu spociva v jeho
fyzikalnim nebo chemickém zachyceni na sorbent bez
toho, aby enzym ztratil svoji specifickou enzymovou akti-
vitu. Imobilizaci dochazi ke koncentrovani enzymu, ¢imz
je zajistén dostatecny kontakt s reaktanty (NPL apod.),
které jsou obsazeny v kapalné ¢i plynné fazi prochazejici

Metoda Priklad detektoru Limit detekce [mg m™] Instrumentalni
a ekonomicka naro¢nost
Enzymova osobni detektor / detekéni 0,005-0,01 nizka
trubicka

IMS ? RAID-1 0,05 vysoka

GC/MS GC/MS EM 640 0,01-0,5 velmi vysoka
FTIR spektrometrie GASMET DX-4000 1,00 vysoka
Fotoionizaéni princip PpbRAE 0,02 vysoka

* IMS — Iontova mobilni spektrometrie (Ion Mobility Spectrometry)
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fazi pevnou s imobilizovanym enzymem. Pevné faze by
méla byt hydrofilniho charakteru, nerozpustna ve vodé¢,
mechanicky, chemicky a teplotn€ stald a s velkym mérnym
povrchem. DalSimi pozadavky na nosi¢ jsou velikostni
a tvarova uniformita Castic a antimikrobidlni odolnost.
Vyhodou imobilizovanych enzymi je moznost opakované-
ho ¢i kontinualniho pouziti®.

K imobilizaci cholinesteras se pouZivaji techniky,
které nachdzeji uplatnéni v rliznych oblastech biotechnolo-
gie, a zpuisoby imobilizace jsou podobné jako u ostatnich
proteas. K imobilizaci se nejcastéji vyuziva adsorpce nebo
kovalentni vazba na nerozpustny nosi¢, vazba na ionexy,
zabudovani do geld a pén, zesiténé agregaty, dale imobili-
zace pomoci nanostruktur, pomoci protilatek, ptipadné
dalsi. Tyto zplsoby imobilizace se pouzivaji pfi vyrobé
riznych  typt detektori bud  jednotlivé, nebo
v kombinacich®”.

2. Imobilizace enzymu na nerozpustny nosic¢
2.1. Adsorpce na nerozpustny nosic

Adsorpce enzymu na nerozpustny nosi¢ se fadi mezi
nejstarsi a nejjednodussi zplisoby imobilizace. Princip této
metody imobilizace je zalozeny na interakcich mezi enzy-
mem a sorbentem, jako jsou adheze, koheze, vodikové
mustky ¢i Van der Waalsovy sily. Vzhledem k prevazu-
jicim elektrostatickym silam je za hlavni nevyhodu pova-
Zovéna nizka stabilita imobilizovaného enzymu a z ni vy-
plyvajici omezena doba skladovani (pouZitelnosti)’. Volbou
vhodného nosice nebo matrice a Gpravou podminek imobi-
lizace v8ak lze prfipravit imobilizované enzymy vhodné
i pro primyslovou vyrobu detektorti s Sirokym uplatné-
nim.

Jiz v 60. letech byl v USA piipraven filtra¢ni papir
impregnovany roztokem cholinesterasy. Pii detekéni reak-
ci prochazel kontaminovany vzduch navlhéenym filtrac-
nim papirem nebo v piipadé kapalin se vzorek aplikoval na
detektor ve form¢ kapky. Nasledovala aplikace chromo-
genniho substratu (roztok indoxyl-acetdtu nebo indofenyl-
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acetatu). V pfitomnosti inhibitord cholinesteras nedocha-
zelo ke zmén€ zabarveni filtratniho papiru a ten zistdval
v pripad¢ detekce indoxylacetaitem ¢i indofenylacetatem
bily. V nepfitomnosti té€chto inhibitori dochazelo
k hydrolyze chromogennich ¢inidel za vzniku modrého
(obr. 1) nebo v ptfipad¢ indofenylacetatu fialového zabar-
veni. Autoii patentu uvadéji, ze zbarveni je rychlé, navic
jej v pripadé indoxylacetatu lze vyznamné urychlit prida-
nim ferriferrokyanidového systému.

Samotna pfiprava detektoru byla zalozena na impreg-
naci filtraéniho papiru (ptipadné silikagelu ¢i skelnych
vlaken) fosfatovym tlumivym roztokem o pH 7,2, poté se
papir vysusil a nasledné impregnoval 4% roztokem cholin-
esterasy ve fosfaitovém tlumivém roztoku (pH 7,2), ktery
dale obsahoval Zelatinu, hovézi sérovy albumin a jiné protei-
ny. Aktivita enzymu odpovidala 25 TU (1 TU = 16,67-10°
kat) na vyrazeny disk o priméru 6,35 mm. Takto impreg-
novany filtracni papir byl vysuSen a skladovan v suchém
prostiedi. Timto zplisobem si imobilizovany enzym zacho-
val aktivitu po del§i, v patentu blize nespecifikovanou
dobu i pii teplotach do 65 °C (cit.%).

Dalsi z patentll je zaméfeny na modifikaci porézniho
celulosového filtra¢niho papiru, a to vytvofenim stacionar-
ni vrstvy tvofené kaseinem a vapenatymi ionty, ktera kryje
filtra¢ni papir slouzici jako nosi€ pro enzym. Tato vrstva je
po vysuseni nasledné potazena dalsi vrstvou tvofenou
kaseinem, vépenatymi ionty, trehalosou, Ellmanovym
¢inidlem  (kyselinou  5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoovou)
a cholinesterasou. Vysledny produkt je vysusen a sklado-
van. Vyhodou této modifikace jsou nizké vyrobni naklady
a uchovani aktivity po delsi dobu (80-120 % aktivity po
180 dnech skladovani pii 4 °C a 37 °C)’.

Imobilizace cholinesterasy na bélenou bavinénou
tkaninu je jednou z dalSich moZnosti. Proces imobilizace je
velice jednoduchy a je zaloZzen na ponofeni tkaniny do
roztoku cholinesterasy ve smési s neiontovym tenzidem
a dextranem. Pfi detekci je na bavlnénou tkaninu
s enzymem, ktera pfisla do kontaktu se zkoumanym vzor-
kem, pfitlacen nosic se substratem (acetylthiocholin jodid
nebo butyrylthiocholin jodid) a chromogennim Ellmano-
vym ¢inidlem. Vysledné zbarveni je hodnoceno vizualné.
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Obr. 1. Hydrolytické (enzymové) Stépeni indoxylacetatu za vzniku indiga (pFiklad pouZiti chromogenniho substratu)
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Obr. 2. Hydrolyticka (enzymova) reakce s pouZitim substratu a Ellmanova ¢inidla

V ptipadé Zlutého zbarveni nejsou pfitomny inhibitory
cholinesteras, pokud vzorek zilstane bily, pak jsou tyto
inhibitory pfitomny (obr. 2). Typ inhibitoru je mozné zjis-
tit zméfenim zmeény aktivity inhibované cholinesterasy po
jeji reaktivaci vhodnym ¢inidlem, a to bud’ aldoximy, vo-
dou, nebo ionty alkalickych kovt a zemin. Takto pfiprave-
ny detektor je vhodny pro detekci a vzajemné rozliSeni
bojovych chemickych latek série G a V, ptipadné organo-
fosfatovych a karbamatovych insekticida®.

vvvvvv

trubi¢ky’. Zndma Geska detekéni trubicka obsahuje imobi-
lizovanou cholinesterasu na nosici (indikacni vrstvu), srov-
navaci vrstvu impregnovanou substratem a chromogennim
¢inidlem a dvé ampulky s fosfatovym tlumivym roztokem
o pH 6,0-9,0 (obr. 3). Nosi¢em enzymu je granulovana
celulosa o zrnitosti 0,8—1,2 mm. Referenéni vrstva je tvo-
fena Zlutym drcenym sklem impregnovanym acetyl/
butyrylthiocholin jodidem a Ellmanovym ¢inidlem. V pfi-
pad¢ detekce se oteviou konce trubicky a rozdrti se ampul-
ka s tlumivym roztokem pod indikacni vrstvou tak, aby
roztok smocil nosi¢ s cholinesterasou. Poté se trubi¢kou
prosava analyzovany vzduch. Po inkubaéni dobé
(minimalné 1 min) se rozbije druhd ampulka s tlumivym
roztokem a kapalina se setfepe skrz srovndvaci vrstvu do
vrstvy indikacni. Pokud se indikacni vrstva zbarvi zluté,
pak ve vzduchu nebyly obsazeny inhibitory cholinesteras.
V opaéném pripadé k zabarveni nedochézi'.

Pro piipravu detekénich trubi¢ek urcenych ke zjiSto-
vani inhibitor cholinesteras v ovzdusi i ve vod¢ lze jako
nosic¢l imobilizované cholinesterasy vyuzit i kompozitni

pelety (granulat slozeny z uniformnich sférickych ¢astic).
Ur¢it sloZeni pelet vhodnych pro imobilizaci bylo podsta-
tou publikovaného experimentu, ve kterém bylo zjisténo,
ze vhodné jsou pelety bez anorganického plniva tvofené
laktosou a mikrokrystalickou celulosou, dale pak pelety
obsahujici 50 % oxidu hlinitého a pelety s obsahem 20 %
koloidniho oxidu kiemicitého. Takto pfipravené pelety
byly impregnovéany roztokem AChE a vysuSeny. Detekce
inhibitorti cholinesteras byla zaloZzena na kolorimetrické
Ellmanoveé reakci''.

Kompozitni pelety jako nosi¢ pro imobilizovany en-

zym byly pouzity i v dalSich studiich. V prvni z nich byly
pelety tvorené smési mikrokrystalické celulosy, laktosy
a povidonu naimpregnovany enzymem BuChE. Detek¢ni
¢inidlo obsahovalo butyrylthiocholin jako substrat pro
enzym a redoxni indik4tor N-(2,3-dimethyl-5-oxo-1-fenyl-
-3-pyrazolin-4-yl)-2-chlor-5-sulfo-4-iminobenzochinon.
V nepfitomnosti inhibitorti cholinesteras dochézelo k od-
barveni vzniklého Cerveného zbarveni. V pfipadé€, Ze byl
enzym inhibovan, dochézelo ke zpomaleni rychlosti odbar-
veni (25 min v piitomnosti sarinu v koncentraci 7-107
mg m°, doba inkubace 10 min). Vyhodou této metody je
zietelny barevny prechod Cervend/bild ve srovnani s méné
vyraznym prechodem biléd/zlutd u Ellmanovy metody, ta
viak ma na druhou stranu vy3§i rychlost reakce'”.

2.2. Imobilizace pomoci kovalentni vazby

Tato metoda imobilizace vyuziva tvorby specifickych
vazeb mezi enzymem a nosi¢em. Tvorba vazeb musi pro-
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Obr. 3. Detekéni trubicka (1 — ampulky s tlumivym roztokem, 2 — distan¢ni tésnici téliska, 3 — indikacni vrstva, 4 — srovnavaci vrstva)
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bihat za podminek, které nesnizi aktivitu enzymu nebo ji
ovlivni jen minimalng, a zaroven touto reakci nesmi byt
ovlivnéno aktivni misto enzymu. Hlavni nevyhodou je
pravé moznost snizeni aktivity enzymu nebo pozménéni
jeho aktivniho mista, coz vede k problematickému piistu-
pu reagujiciho substratu. Prevenci uvedenych problémi je
tzv. orientovana imobilizace'’.

Kovalentni vazbou enzymu na anorganicky nosic¢ se
zabyvali v 70. letech americti védci. Imobilizovali enzymy
typu hydrolas, oxidoreduktas a transferas na nosi¢ neroz-
pustny ve vodé, ktery obsahoval volné hydroxylové skupi-
ny nebo skupiny obsahujici kyslik. Moznymi nosi¢i mo-
hou byt tedy latky typu silikatd (porézni sklo, koloidni
oxid kiemicity, silikagel, wollastonit a bentonit) a oxidy
kovt (oxid hlinity, hydroxyapatit, oxid nikelnaty). Tvorba
vazby mezi nosi¢em a enzymem probihala diky ptidané,
vazbu tvofici latce (napf. aminopropyltriethoxysilan), ktera
se nanesla na nosi¢ ve formé roztoku. Po vytvotfeni vazby
mezi silanem a nosi¢em se ptidal enzym, ktery se za snize-
né teploty navazal na silan. Vysledny produkt se vysusil na
vzduchu a byl skladovan pfi teploté mistnosti pfi zachova-
ni vice nez 50 % ptivodni aktivity po 128 dnech'*.

Dalsim patentové chranénym nosi¢em vyuzivajicim
kovalentni vazby je sificitany modifikovany celulosovy
papir s polyakroleinem, na némz je imobilizovana choli-
nesterasa z koiiského séra pomoci kovalentnich vazeb pres
aldehydové skupiny (lze wvyuzit i iontovych vazeb
pfes aminoskupiny). Pfi detekci inhibitorti cholinesteras se
nosi¢ navlh¢il tlumivym roztokem a vystavil se kontami-
novanému vzduchu nebo vodé€. Néasledné se aplikoval roz-
tok N-methylindoxyl-butyratu, a pokud doslo ke vzniku
zeleného zabarveni, inhibitory cholinesteras nebyly ve
vzorku pfitomny. V opacném pripadé si detektor ponechal
Zluté az oranzové zabarveni'.

Na detekci inhibitoru cholinesteras z krve, plasmy,
moc¢i a dalSich télesnych tekutin pomoci kovalentn€ vaza-
ného enzymu je zaméfeny vynalez védcii ze Singapuru.
Inhibitor ziskali z biologickych tekutin s pouzitim oximt,
fluoridovych, molybdenovych, hofecnatych, kobaltnatych
a nikelnatych iontli nebo méd’natych soli. Detekce probi-
hala na mikrotitraéni desticce s imobilizovanym konjuga-
tem cholinesterasy s avidinem nebo streptavidinem. Ke
konjugaci se pouzil glutaraldehyd, ktery vytvoril kovalent-
ni vazby s biotinem vazanym na povrchu desticky. Detek¢-
ni destiCka mlze byt navic opatiena ochrannym potahem
z trehalosy, zelatiny a azidu sodného. Detektor byl scho-

vy ~ o _ 1 x16
pen méfit az 96 vzorki zaroven .

3. Vazba na ionexy

V americkém patentu z roku 1982 byly k imobilizaci
a stabilizaci cholinesterasy z elektrického uhote
(Electrophorus electricus) pouzity jako sorbent disky
z papiru, ktery obsahoval bazické skupiny kovalentné na-
vazané na celulosu (diethylaminoethyl- nebo epichlorhyd-
rin-triethanolamin). Tyto disky byly impregnovany smési
cholinesterasy a tlumivého roztoku obsahujiciho slouceni-
nu s obojetnymi ionty (obsahujici sekundarni ¢i terciarni
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amin a sulfonovou skupinu). Disky byly nasledné vakuové
vysuSeny. Dalsi soucasti detektoru byly disky z filtra¢niho
papiru impregnované indoxyl-acetitem za pfitomnosti
katalyzatoru hexakyanoZelezitanu draselného. Tyto dva
typy diskl byly po vysuseni sloZzeny do formy detekéniho
listku a opatfeny ochrannym polymerovym filmem. Pfi
detekci bylo tfeba odstranit ochranny obal a navlhéeny
disk obsahujici enzym vystavit danému prostedi. Po od-
stranéni odd€lovaci piepazky byly disky pfitisknuty
k sobé. Kdyz vzniklo modré zbarveni na disku s enzymem,
pak nedoglo k inhibici enzymu'’.

Vyssi citlivost k inhibitorim cholinesteras, lepsi sma-
¢ivost, stabilitu a mensi ztratu aktivity enzymu pii imobili-
zaci nez v piipadé vySe uvedenych detekénich diskti obsa-
hujicich cholinesterasu z thofe vykazuje detekéni papirek
obsahujici cholinesterasu z platyse (rod Pleuronectes).
Jako sorbent byl opét pouzit celulosovy papir obsahujici
diethylaminoethylovou skupinu. Po pfidani roztoku NaCl
a po promyti a vysuSeni byly z papiru vyrazeny disky,
které se impregnovaly fosfatovym tlumivym roztokem
obsahujicim cholinesterasu, sacharosu, dextran T10 a sma-
cedlo Tween 80. Disky byly vysuseny nejdfive pii pokojo-
vé teplot¢ a nasledné v exsikatoru. Druhy typ diskd obsa-
hoval jako substrat 2,6-dichlorfenolindofenyl-acetat, kte-
rym byl impregnovan filtraéni papir. Disky byly skladova-
ny v polypropylenovych obalech pii riznych teplotich
a po rtznou dobu. Testy stability prokdzaly, Ze pouZiti
iontoménicového filtraéniho papiru ve srovnani s obycej-
nym filtracnim papirem zvySuje stabilitu enzymu. Pozitiv-
ni efekt na stabilitu cholinesterasy méla také pritomnost
sacharosy a dextranu. Detekce probihala podobné jako
v ptipad¢ diskli obsahujicich cholinesterasu z uhote. Po-
kud byly inhibitory cholinesteras pfitomny, pak mél disk
obsahujici enzym bilé, riZzové nebo svétle Sedé zbarveni.
V nepfitomnosti inhibitord se vytvarelo modré nebo svétle
modré zbarveni'®,

4. Zabudovani do geli a pén

Dalsi moznosti imobilizace cholinesteras je jejich
inkorporace do geli ¢i pén. Jeden z nejstarSich patentil
zabyvajicich se touto metodou uvadi pfipravu gelu na bazi
Skrobu, agaru ¢i karagenanu, ktery obsahuje pfidanou cho-
linesterasu z kotiského séra. Vysledny produkt urceny
k detekci vznikl lyofilizaci tuhnouciho gelu na filtracnim
papiru. Pfi detekci imobilizovand cholinesterasa S$tépila
substrat na thiocholin, ktery reagoval s modrou sodnou soli
2,6-dichlorfenolindofenolu  na  bezbarvy  produkt.
V pfitomnosti inhibitord cholinesteras zstal detektor
modfe zbarveny. Nevyhodou polysacharidovych geli byla
viak jejich nizka pevnost'’.

DalSim patentové chranénym postupem je proces
imobilizace enzymi na kopolymerni gely, které ve své
struktute maji karboxylové skupiny. Jako nosi¢ pro enzym
byl pouzit Akrilex C-100, coz je slabé kysely katex tvote-
ny caste¢né hydrolyzovanym kopolymerem akrylamidu
s N,N“methylen-bis(akrylamidem). Ten vykazoval ve
srovnavacich testech zaroveil se zesiténym maleinanhydri-
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dem nejlepsi vysledky™.

Polyuretanova péna je jednou z dal§ich moznosti imo-
bilizace cholinesteras. Imobilizace je zaloZena na reakci
aminoskupin argininovych a lysinovych zbytkli enzymu
s isokyanatou skupinou. Vazba na tyto skupiny nebrani
pristupu substratd ¢i inhibitorti do aktivniho centra enzy-
mu. Porézni nosi¢ byl pfipraven za pouziti prepolymeru,
ktery vznikl reakci polyether ¢i polyester polyolu s isokya-
naty v pritomnosti sitovacich Cinidel ve vodném prostiedi
postupem uvedenym v patentu®', a povrchové aktivni latky
(Pluronic P-65). Vysledek imobilizace je ovlivnén intenzi-
tou michani béhem polymerace. Pravé béhem michani
mize dojit k denaturaci enzymu plisobenim stfiznych sil,
¢emuz zabranuje ptidavek povrchové aktivni latky. Takto
imobilizovany enzym je chranény pred riiznymi denaturac-
nimi vlivy a vysokymi teplotami®*.

Nasledné dva americké patenty se zabyvaly variacemi
pii pfipravé polyuretanové pény. Tyto zmény v piipravé
nosi¢e mély za nasledek zvyseni aktivity imobilizovaného
enzymu. V piipadé jednoho z patentli probihala ptiprava
reakci polyuretanového prepolymeru ve vodném roztoku,
ktery obsahoval smés enzymu, neiontového tenzidu
a tlumivého roztoku. Pfitomnost neiontového tenzidu
(napt. Pluronic F-68, Tween 20) pozitivné ovlivilovala
aktivitu enzymu. V pfipadé tohoto nosi¢e je mozna
i koimobilizace vice enzymul zéroven™. Druhy patent se
tyka zafizeni schopného kontinualné detegovat pritomnost
inhibitord enzymu ve vodé ¢i vzduchu. Detekce je zaloze-
na na zméné pH v dasledku aktivity enzymu (uvolnéni
pfislusné kyseliny rozkladem substratu), a tim zméné za-
barveni acidobazického indikatoru bromkresolové violeti
z fialové na Zlutou. V pfitomnosti inhibitor( cholinesteras
dochazi bud’ ke zméné zbarveni kapaliny vytékajici z de-
tektoru (v pfipad¢ detekce z vody), nebo pifimo
k zabarveni polymeru (detekce ze vzduchu) ze zluté zpét
na fialovou™.

5. Metody zesiténi (zesiténé agregaty)

Metoda zesiténi je zalozena na vzdjemném propojo-
vani molekul enzymu za vzniku nerozpustnych castic nebo
jejich navazani na molekuly jinych, inertnich bilkovin.
Tato technika mize byt kombinovana s jinymi imobilizac-
nimi technikami. Imobilizaci cholinesteras pomoci zesiténi
bilkovin se zabyvaly napf. ruské studie. Jednou ze zkou-
manych moznosti bylo zesiténi bilkoviny pomoci glutaral-
dehydu. Proces imobilizace probihal rovhomérnym nane-
senim tlumivého roztoku s cholinesterasou z kofiského
séra zarovenl s glutaraldehydem jako sit'ujicim ¢inidlem
pomoci dvoukanalového reaktoru opatfeného diskovym
michadlem na pohybujici se pas vlaknitého materilu.
Vyhodou tohoto detekéniho zafizeni je vyssi citlivost
(niz8i detek¢ni limit), snizeny vyskyt analytickych chyb
a v neposledni fadé niz§i cena®.

Jinou moZznosti vyuZivajici zesit€énych agregati byl
patentové chranény opticky biosenzor urCeny k detekci
ireverzibilnich inhibitor cholinesteras, organofosfatu.
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Biosenzor obsahoval jako aktivni prvek silné fluoreskujici
komplex cholinesterasy s luminogenem imobilizovanym
v N-isopropylakrylamidovém gelu fidce zesitovaném
N,N “methylen-bis(akrylamidem), ktery se pfipravoval
fotopolymeraci na neutralnim substratu. Jako luminogen
byl pouzit thioflavin T, jehoZ intenzita fluorescence byla
vice nez tisicindsobné vyssi v piitomnosti AChE. Stépeni
substratu (thiocholinu) enzymem vedlo k postupnému
zhaseni fluorescence. Pfitomnost inhibitoru se projevila
zpomalenim snizovani intenzity fluorescence, které bylo
piimo imdrné koncentraci ptitomného inhibitoru®.

6. Jiné metody
6.1. Imobilizace pomoci nanostruktur

Jednou z nejnovéjSich metod imobilizace cholineste-
ras je jejich vazba na nanostruktury, jako jsou napft. uhli-
kové nanotrubic¢ky. Nanotrubicky jsou nejprve karboxylo-
vany a dispergovany ve vodném roztoku povrchové aktiv-
ni latky za pomoci ultrazvuku. Papiru podobnd membrana
z uhlikovych nanotrubicek vznika mikrofiltraci roztoku
a muze s vyuzitim karbodiimidu jako konjugaéniho ¢inidla
slouzit jako nosi¢ pro enzym — organofosfatovou hydrola-
su, ktera se na membranu vaze kovalentni vazbou. Takto
pripraveny nosi¢ neslouzi jako detektor inhibitorti choli-
nesteras, ale jako zafizeni schopné detoxikace prostiedi
kontaminovaného organofosfaty?’.

6.2. Imobilizace pomoci protilatek

Imobilizace cholinesteras na protilatky je pomérné
novou a malo prozkoumanou metodou. Vyuziva se velmi
silné interakce mezi enzymem a imunosorbentem, ktery
tvori nosi¢ s navazanou protilatkou.

V patentu japonskych autorl, tykajicim se metody
rozliSeni cirhozy jater a hepatitidy, je uvedena metoda
imobilizace cholinesterasy na fragment myS$i protilatky
proti lidské sérové cholinesterase adsorbované na polysty-
renovou mikrotitracni desticku. Aktivita cholinesterasy
v séru klesa pii cirhoze, hepatitidé nebo otravé organofos-
faty. Vlastni stanoveni aktivity bylo zaloZeno na afinité
lektinu z houby Aleuria aurantia k cholinesterase, ktera je
v piipadé cirhdzy a hepatitidy rozdilna®. V analogickém
patentu byl lektin z Aleuria aurantia nahrazen dostupnéj-
$im lektinem z ¢ocky (rod Lens)”.

7. Zavér

Imobilizace enzymu na nosi¢ je zasadnim krokem
v pripravé detektord inhibitord cholinesteras. Imobilizova-
ny enzym by si mél idedlné zachovat co nejvyssi stupeil
aktivity po dlouhou dobu, a to i pti proménlivych podmin-
kach skladovani. Detekéni set by mél poskytnout zfetelné
viditelny dikaz pfitomnosti nebo nepfitomnosti inhibitorQ
cholinesteras, coz byva nejcastéji provedeno kolorimetric-
kou Ellmanovou reakci. Intenzita barevného prechodu
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v pritbé¢hu Ellmanovy reakce je zavisld na mnoZzstvi a akti-
vit¢ imobilizované cholinesterasy. Jednotlivé metody
(zpisoby) imobilizace enzymi maji své pfednosti i nedo-
statky. Imobilizovany enzym ma v zavislosti na pouzité
technice rtizné vlastnosti a riznou pouzitelnost. Vybér
metod imobilizace, véetné vhodného nosice, je v podstaté
zavisly na predpokladaném zptisobu vyuziti imobilizova-
ného enzymu. Z hlediska detekce inhibitord cholinesteras
mohou byt uzite¢né vSechny znamé metody imobilizace
enzymu, pokud zajist'uji jeho ocekavanou aktivitu a stabi-
litu. Enzymova reakce je zakladem rtiznych typt technic-
kych prostiedki detekce a stanoveni inhibitorti cholineste-
ras od slozitych a ekonomicky naro¢nych analyzatort az
po jednoduché a levné prostiedky typu prikaznikovych
papirkii nebo detekénich trubicek. Je logické, Ze pfi piipra-
v¢ jednoduchych prostiedktt budou mit pfednost jednodu-
ché, dostupné a levné materialy s dobrou vazebnou kapaci-
tou (napf. celulosa) a odpovidajici metody imobilizace
enzymu. Nejcastéji se pouzivaji dvé zakladni metody imo-
bilizace — s nekovalentni vazbou a s chemickou vazbou
(kovalentni, iontovou). Chemickéd vazba je sice pevnéjsi,
ale zpravidla na tkor hydrolytické aktivity enzymu, navic
klade vyssi naroky na Cistotu enzymu.

Prace vznikla za podpory projektu IGA VFU Brno
¢ 301/2016/FaF.
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Veterinary —and  Pharmaceutical — Sciences,  Brno;
b Oritest Ltd., Prague): Methods of Enzymes Immobili-
zation and Their Use for Optical (Colorimetric) Detec-
tion of Cholinesterase Inhibitors

The enzyme immobilization is a very important pro-
cess providing an attachment of the enzyme to a certain
type of the carrier. This allows to maintain the enzyme
activity during the storage and it also simplifies the detec-
tion procedure. When designing a new detector based on
the enzymatic reaction, the proper immobilization method
must be chosen depending on the advantages and disad-
vantages of the available methods of immobilization. Ex-
amples of immobilization method for colorimetric detec-
tion include, e.g., adsorption to the insoluble carrier, cova-
lent bonding, attachment to ion exchangers, incorporation
into gels and foams, immobilization in the form of cross-
linked aggregates or nanostructures or with the utilization
of antibodies.

Keywords: enzyme immobilization, detectors, cholineste-
rase, cholinesterase inhibitors



