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Za hlavni neurotransmiter V mozkovych neuronech je povazovéan acetylcholin
(ACh), ktery je zodpovédny za ptenos vzruchu. Je degradovan dvéma enzymy,
a to acetylcholinesterazou (AChE) (EC 3.1.1.7) a butyrylcholinesterazou (BChE)
(EC 3.1.1.8) na cholin a acetat. Na inhibitory AChE je kladen velky diraz ve védecké
sféte, jelikoz stale patii mezi hlavni 1éCiva pii 1€cbé Alzheimerovy choroby ¢i nemoci

myastenia gravis.

Cilem této prace bylo ovéfit fotometrickou techniku pti stanoveni reakce AChE
se substratem na pH papircich, stanovit kinetické parametry AChE a optimalizovat
metodu pro stanoveni inhibitoru — takrinu. Dale pak bylo cilem zjistit vliv vybranych

matric na AChE pomoci fotometrické techniky.

Pokus probihal na pH papircich MACHEREY-NAGEL
a také na spektrofotometru metodou dle Ellmana. Pouzitda AChE byla z pathoie
elektrického.

Bylo zjisténo, ze fotometricka technika je reprodukovatelna a vhodna pro pouziti
stanoveni aktivity AChE a je vhodna pro méfeni skuteénych vzorki. Vliv vybranych

matric na tento enzym byl minimalni.
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Acetylcholine, which is responsible for synaptic transmission, is nowadays
considered to be the main neurotransmitter in the brain. It is degraded into choline
and acetate by two enzymes - acetylcholinesterase (AChE) (EC 3.1.1.7)
and butyrylcholinesterase (BChE) (EC 3.1.1.8) AChE inhibitors represent an interesting
subject of current scientific research since they belong to the main treatments

for Alzheimer’s disease or myasthenia gravis.

The aim of the thesis was to verify the photometric equipment while determining
the reaction of AChE with the substrate on pH papers, to determine the kinetic parameters
AChE, and to optimize the method for the determination of the takrin inhibitor.
Furthermore, the goal was to determine the influence of selected matrices on AChE using

the photometric technique.

The experiment was conducted on the pH paper from MACHEREY-NAGEL
and also on the spectrophotometer using the Ellman method. The AChE, which has been

used, comes from an electric eel.

The photometric technique was found to be reproducible and suitable
for the determination of AChE activity as well as for the measurement of real samples.

The influence of selected matrices on this enzyme was minimal.



Seznam pouzitych zkratek
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senzor s nabojové vazanou strukturou (Charge Coupled Devices)

komplementarni polovodi¢ oxidu kovu (Complementary Metal-Oxide-
Semiconductor)

cholinesteraza
kolorimetrie digitalniho obrazu (Digital Image Correlation)
dithio-2-nitrobenzoova kyselina

enzymova imunoanalyza s enzymem vazanym na sorbentu (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay)

virus lidské imunitni nedostate¢nosti (Human Immunideficiency Virus)
koncentrace inhibitoru, ktera snizuje aktivitu enzymu na 50 %

konstanta Michaelise a Mentenové — koncentrace substratu v poloving
limitni rychlosti

limit detekce (limit of detection)

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)
analyza v misté péce (point of care)

cervena, zelena, modré (red, green, blue)

5-thio-2-nitrobenzoova kyselina
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1 Uvod

Stanoveni barvy lze provést vizudlni lidskou kontrolou nebo pomoci barevného
meéficiho pristroje. 1 kdyz je lidska kontrola pomérné robustni i za pfitomnosti zmén
osvétleni, uréeni barvy je v tomto ptipadé subjektivni a od pozorovatele k pozorovateli
velmi variabilni. Z téchto diivodl se doporucuje urcit barvu pomoci pfistroji pro mefeni
barev. NejCastéji pouzivané pristroje pro meétfeni barvy jsou takzvané kolorimetry.
Aplikace digitadlniho zobrazovani jako detektoru pro kolorimetrické reakce ma velky
potencial pro mnoho aplikaci, které zahrnuji chemické barevné zmény. Vysoké
prostorové rozliSeni digitalnich obrazli, které lze pofidit modernimi fotoaparaty,
umoznuje pouziti extrémné malych reagencnich oblasti, coz miiZe Setfit drahé reagencie.

Také pouziti mobilniho telefonu je jednoduché a nevyzaduje vyskoleny personal.

Barevny systém RGB (R — red, G — green, B — Dblue), reprezentovany tiemi
sloZkovymi intenzitami (Cervend, zelena, modra), je dilezitym indexem pro barevny
obraz. Digitalni fotoaparaty, integrované v mobilnich telefonech a podobnych zatizenich,
se zacaly pouzivat jako detektory obrazu. Tyto telefony jsou nyni k dispozici za relativné
nizkou cenu. Analyza obrazu je zaloZena nejCastéji na barevném prostoru RGB,
kde nejnizsi oblasti barevného bodu je pixel, ktery informuje o tfech barevnych kanalech.

Kazdy pixel lze povazovat za senzor, ktery poskytuje vlastni sadu dat o analyzovaném

vzorku.

Cholinesterazy (ChE) $tépi neurotransmiter ACh. Zname BChE a AChE (Pohanka
M., 2011). AChE v téle ukoncuje v cholinergnim systému stimulaci hydrolyzou ACh
na cholin a kyselinu octovou (Soreq H., Seidman S., 2001). Nejpouzivanéjsi test aktivity
AChE je obvykle zalozen na acetylthiocholinu a 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoové
kyselin¢) jako chromogennim C¢inidle. U Alzheimerovy choroby jsou pozorovany
patologické zmény u cholinergniho nervového systému, kdy dochazi k nedostatku
cholinergniho mediatoru ACh. ACh je $tépen pomoci cholinesteraz, proto je 1é¢ba
zaméfena predevSim na inhibitory téchto enzym. Inhibitory ChE jsou latky pfirodni
nebo umélé a svym ucinkem zasahuji do rozpadu ACh a prodluzuji jeho piisobeni. Byl
pouzit napiiklad fyzostigmin, ktery nebyl kviili jeho vedlejSim ucinkiim shledan
za vhodného kandidata pro 1écbu. Dal$im pouZitym inhibitorem byl takrin, ktery ma
dobrou syntetickou dostupnost nebo methoxyderivat (7-MEOTA), cozZ je sloucenina,

ktera vykazuje nizkou toxicitu.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Optické metody

Mezi optické metody se naptiklad fadi kolorimetrie, fotometrie, refraktometrie,
polarimetrie, nefelometrie, turbidimetrie ¢i spektrofotometrie. Dé€leni téchto metod
je na zakladé pouzité pristrojové techniky k detekci. Kolorimetrie patii mezi vizualni
metody a je metodou subjektivni. Principem je méfeni koncentrace barevného roztoku
0 neznamé koncentraci a ndsledné porovnani se standardnim roztokem. Zakladem méteni
je Lambert-Beeriv zakon. Ve fotometrii pracujeme s monochromatickym zafenim
zoblasti viditelného zafeni a detektorem je bud’ oko, nebo foto¢lanek.
U spektrofotometrie se setkdvame s viditelnym nebo UV zafenim, kde monochromatické
zateni vznikd prichodem svétla hranolem nebo mtizkou. Jako detektor slouzi fotoclanek

nebo fotonka (Golias J., 2013).

2.1.1 Kolorimetrie

Stanoveni riznych substratl se provadi pomoci kolorimetrickych technik,
a to za ucasti méficich spektralnich zatizeni, anebo za pomoci vySetieni pouhym okem
(Pohanka M., 2015). Vyhodnoceni pouhym okem miize zpusobit nejistotu kvuli osobni
subjektivité¢ a okolnim podminkam (Hong J., Chang B.-Y., 2014). Kolorimetrické testy
jsou pfimé a jednoduché metody pro stanoveni mnozstvi analytu na zaklad¢ barevné
zmény roztoku (Sajed S. et al, 2019). Kolorimetrie je jednou z nejjednodussich technik,
Kterou lze provadét s chytrym telefonem jako éteckou signalu (Granica M., Tymecki L,
2019). Chytré telefony jsou schopny riznych spektrometrickych funkei (Hong J., Chang
B.-Y., 2014).

V poslednich letech se stavaji velmi popularni papirové mikrofluidni analytické
pristroje, vedouci k vyvoji praktické aplikace pro okamzité snimani vice analytt
point-of-care (POC) analyz, v¢etné HIV (Human Immunodeficiency Virus) cipu,
papirové ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) metody a nizkonakladovych
kolorimetrickych diagnostickych testl. Jejich popularita je dana jednoduchosti a rychlosti
screeningu nemoci. Vysledky té€chto testil I1ze vyhodnotit pouhym okem, avSak je obtizné
kvantifikovat mnozstvi analytu (Shen L., Hagen J.A., Papautsky 1., 2012). Vyzkum
v oblasti POC se zamé&fuje na miniaturizaci, integraci pro vyssi vykon, sniZzeni naklada
na Cinidla a zvySenou citlivost (Shen L. et al, 2011). V integrovanych zatfizenich by m¢l

probéhnout cely analyticky proces, od predbézného zpracovani az po méteni a zpracovani
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dat (Zangheri M. et al, 2015). Testy POC se pii kolorimetrické analyze Casto spoléhaji
na obrazové metody chytrych telefont, ale vysledky téchto metod se Casto obtizné
reprodukuji nebo standardizuji. Problém se zhorSuje neptedvidatelnymi podminkami
snimani obrazu, které¢ predstavuji vyznamny problém pii nizkém Ilimitu detekce.
Naproti tomu velkou vyhodou je pohodlné pouzivani této techniky, zafizeni jsou

kompaktni a ruéné prenosna (Coleman B. et al., 2019).

2.1.2 Kolorimetrie digitalniho obrazu

Novym  typem  kolorimetrické metody je  kolorimetrie  digitdlniho
obrazu (DIC — Digital Image Correlation) (Lin B. et al., 2018). Digitalni kolorimetrie
je chemicko-instrumentalni metoda zalozend na zpracovani barevnych obrazka
analyzovaného vzorku. Jednoduchost, expresivita, nizké néklady a pfistupnost umoziuji
pouziti této metody pro analyzu riznych subjektii, naptiklad 1é¢ivych rostlinnych surovin,
barev, potravin, textilu, skla a dalSich farmaceutickych ¢i primyslovych produktt
(Monogarova O.V., Chaplenko A.A., Oskolok K.V., 2019). Data DIC jsou ziskavana
Z obrazového softwaru, coZ vyrazné zvySuje piesnost vysledkil detekce (Granica M.,
Tymecki L, 2019). AvSak ma i ncktera omezeni, mezi kterd patfi: nizka
reprodukovatelnost, citlivost a selektivita. Mnoho ztéchto problémt lze vyftesit
vylepSenim technologie digitalni fotografie, vytvofenim konzol s posuvnym adaptérem
zalozenym na principu plochého skeneru a také optimalizaci podminek méfeni
analytického signalu. Pro zvySeni selektivity je vhodné pouzit molekularni senzory
(Monogarova O.V., Chaplenko A.A., Oskolok K.V., 2019). DIC byl ptivodné koncipovan
a vyvinut skupinou védci na Univerzit¢ v Jizni Karoliné v 80. letech 20. stoleti
jako metoda vhodna pro méfeni rovinné deformace nominalné planarniho objektu, jinak
nazyvana 2D DIC. Luo P.F. (Luo P.F., Chao Y.J., Sutton M.A., Peters W.H., 1993),
pro piekondni omezeni méteni pouze v rovinnych objektech, navrhl trojrozmérny 3D

DIC (Shao X. et al., 2018).

2.1.3 Proces

DIC zahrnuje dva procesy, a to ziskavani obrazu a odecet barev. Pro analyzu barvy
nasbiraného obrazu se pouziva software, ktery zlepsuje piesnost vysledk, jelikoz detekce
je vyrazné zlepSena. Pro ziskani obrazku lze pouzit fotoaparat, skener, pocitacovou
kameru ¢i chytry telefon. Vzhledem k vyhodam fotografickych funkci je nejlepSim
nastrojem chytry telefon, ze kterého se obrazky ziskavaji nejlépe (Lin B. et al., 2018).
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Mobilni chytré telefony se ve spoleCnosti staly vSudypfitomné a dnes je jiz vétSina
z nich vybavena digitalnim fotoaparatem s vysokym rozliSenim, ktery lze snadno pouzit
k vytvofeni obrazu. U chytrych telefont jsou také k dispozici riizné moznosti fotoaparatu,
jako je autofokus, digitalni zoom ¢i vyvazeni bilé barvy (Choodum A. et al, 2013).
Tato zafizeni jsou tedy jednoduchym nastrojem umoziujici zpracovani dat v analytické
chemii. Dal$i vyhodou je cenova dostupnost ve srovnani S jinymi analytickymi pfistroji,
pouzivanymi jak v terénnich, tak domadacich podminkach (Pohanka M., 2015).
Navic pouziti chytrych telefonli nevyzaduje vySkoleny personal a analyza probéhne
zarelativné kratky cas (Shen L., Hagen J.A., Papautsky I., 2012). Pro vyzkumy
digitalniho zpracovani jsou obvykle preferovany dva barevné modely — RGB a CIELAB
(Monogarova O.V., Chaplenko A.A., Oskolok K.V., 2019). Analyza obrazu DIC
se nazyva pixel a kazdy pixel obsahuje informace o téchto tiech barevnych kanalech (Lin
B. et al, 2018). Béhem zobrazovaciho procesu je odrazené svétlo z predmétu
kolorimetrického produktu vedeno pfes RGB filtry a rozdéleno do tii spektralnich
rozsahd. Poté jsou detekovany a zaznamenany jako jednotlivé hodnoty RGB pomoci
obrazového senzoru umisténého za filtrem (Wongniramaikul W., Limsakul W., Choodum
A., 2018). Tyto barevné vrstvy jsou aditivné kombinovany a vytvareji barevny obraz,
ktery subjektivné reprodukuje plivodni barvy (Choodum A. et al. 2015). Hodnoty RGB
se nasledné¢ pouziji a vyslednd barva se skldda z aditivnich dat tfi filtri RGB.
Dale pak tato data slouzi k vytvofeni kalibra¢niho grafu pro rychlou kvantifikaci
(Wongniramaikul W., Limsakul W., Choodum A., 2018). Hlavni vyhody modelu RGB
je viditelnost a jednoduchost. Jakakoli barva mize byt rozlozena na tii zakladni barvy
anasledné¢ nactena softwarem pro zpracovani obrazu. Pro kazdou zikladni barvu
je hodnota intenzity u 8bitové fotografie vyjadiena celym ¢islem v intervalu od 0 do 255.
Hodnota RGB souvisi s jasem barvy a vysoka hodnota znazornuje silngjsi jas (Lin B. et
al., 2018). Hodnoty R, G a B se u riznych modelu telefont lisi v disledku rozdila
v pixelech a ohniskovych délkach (Sajed S. et al, 2019). Kazdy barevny kanal ma své
konkrétni ¢islo. Informace v digitdlnim zdznamu jsou uloZeny v binarnim cisle slozeném
z ¢islic 0 a 1. Bit je vyjadfen jako jednotka informace pro fotografovani, to znamena ¢islo
vyjadiené v binarnich Cislicich pro kazdy konkrétni kanal. 8bitovy obrazek poskytuje 256
variaci na barevny kanal, 12bitovy obrazek méa 4096 barevnych odstinti, 14bitovy ma
16384 variaci. Vétsina digitalnich fotoaparati ma standardni jpeg format, ktery ma

obvykle 8 bitli. Format jpeg a giff ma nizkou barevnou hloubku, 1épe je na tom format
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tiff, ktery je zpracovan v 16bitovych barevnych hloubkach (Pohanka M., 2017). Barvy
vracené kazdym ze tfi kanali se oznacuji jako subtraktivni barva, protoze selektivné
absorbuji urcité vinové délky svétla, a tim ovliviuji vidénou barvu (Maleki N., Safavi A.,
Sedaghatpour F., 2004). Oko vidi obracenou slozku barvy, ktera je primarn¢ absorbovana,
napiiklad pokud se objekt jevi jako Cerveny, je to proto, Ze objekt tuto barvu odrazi
nebo pienasi a absorbuje se modra ¢ast spektra. Timto je vysvétlen i rozdil mezi svétlymi
a barevnymi barvivy — pfidanim cCerveného, zeleného a modrého svétla ve stejném
poméru se vytvori bild, zatimco piidanim azurového, Zlutého a purpurového barviva
ve stejném poméru se vytvoii ¢ernd (Byrne L. et al., 2000). Model barevného prostoru
RGB je zaloZzen na kartézském systému, ve kterém jsou kombinovany barvy cervené,
modré a zelené¢ (obr. 1). RGB model je aditivnim systémem barev, ktery pracuje
s abstraktnimi hodnotami obrazu a neni ovlivnén mezi lidského oka. V tomto modelu Ize
barvu vyjadfit pomoci intenzity dané vztahem: Irgs®= Ir?+lc%+Ig? (loan M.-R., 2018).
Celkové hodnoty RGB lze vypocitat bud’ z hlediska intenzity, nebo z hlediska
absorbance: AceLkem = Ar+Ac+Ag (Choodum A. et al., 2014).

RGB color space - cube

B (blue intensity)

G (green intensity

v)

R (red intensity)
Obrazek ¢. 1: Krychle barevného prostoru — od pocatku [(0, 0, 0) soufadnice] do urcitého bodu

[(r, g, b) soufadnice] oznacuje ekvivalentni intenzitu spojenou s urcitou barvou (loan M.-R.,

2018)

V 8bitovych soufadnicich lze ziskat barevny prostor 256x256x256 hodnot,
coz znamena vice nez 16 milionii barevnych toni. Bod majici soufadnice 0, 0, 0
pfedstavuje Cisté€ Cernou barvu, bod se soufadnicemi 256, 256, 256 ptedstavuje Cisté bilou

barvu (loan M.-R., 2018). Pouziti digitalnich obrazi otevira moznost zvySeného vyuziti
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zpracovani pocitacovym softwarem bez nutnosti ¢asové naro¢ného skenovani obrazi,
vytvofenych béznymi fotografickymi technikami (Byrne L. et al., 2000). Univerzalnim
softwarem pro ziskani barev, ktery je pouzivan na chytrych telefonech, je Touch Color.
Aplikace Touch Color analyzuje barvu obrazki a béhem jedné sekundy pievede barvy
na data RGB (Lin B. et al., 2018). Jednotlivé intenzity RGB pro kazdy pixel digitalniho
barevného obrazu lze také extrahovat pomoci dalsiho programt, jako je Matlab, Kylix,
Visual Basic, Corel Draw, GIMP a Adobe Photoshop. Rozdily mezi témito programy
nejsou podstatné (Choodum A. et al., 2015). Klicovou nevyhodou vsech téchto metod
je potieba specializovaného vybaveni a analyzy pomoci pocitace (Shen L., Hagen J.A.,

Papautsky 1., 2012).

2.1.4 Kvantifikace barev

V letech 1928 az 1932 provedli prvni experimenty Wright a Guild ve snaze
kvantifikovat kazdou vnimatelnou barvu zhlediska tfi zakladnich barev.
Tyto experimenty vedly k prvnimu barevnému modelu XYZ, kde jsou ke kazdé barvé
pfifazeny tfi hodnoty odpovidajici relativni intenzité, kde jedna z hodnot muze byt
zaporna. Model XYZ lze transformovat do soutfadnic barev CIELAB (L*, a*, b*) pomoci

nelinearni transformace (Schaefer S., 2012).

Obrazovy snimac je jednim z hlavnim stavebnich kameni v digitdlnim zobrazovacim
systému, jako je napiiklad digitalni fotoaparat nebo videokamera. Plosny obrazovy
snima¢ se skladd zftady pixeld, znichz kazdy obsahuje fotodetektor, ktery prevadi
dopadajici svétlo na fotoproud (EI Gamal A., Eltoukhy H., 2005). Objekty selektivné
absorbuji a odraZzeji wurcité vinové délky svétla. OdraZené svétlo prochazi
pii fotografovani objektu filtrem fotoapardtu a je sniméno obrazovymi senzory
(Choodum A. et al., 2014). Obrazovy snimac je jednim z hlavnich stavebnich kamend
v digitdlnim zobrazovacim systému, jako je napiiklad fotoaparat nebo videokamera (EIl
Gamal A., Eltoukhy H., 2005). Fotoaparaty chytrych telefonti vyuZzivaji bud CMOS
(Complementary Metal-Oxid-Semiconductor/komplementarni polovodi¢ oxidu kovu)
¢i CCD (Charge — Coupled Devices/senzor s nabojové vazanou strukturou) obrazové
snimace, které pfevadi svétlo na elektrické naboje a dale na elektrické signaly a snadno
integruji fadu automatizovanych funkci, jako je napiiklad Auto White Balance.
Tato funkce zajiStuje kvalitni reprodukci barev pomoci Upravy detekovanych RGB
signalt v riznych pomérech. Vysledné obrazky jsou jasné€j$i a piijemné;jsi pro nase oci.
U kvantitativniho méfeni vSak Gprava hodnot RGB miize vést ke zkresleni méteni (Shen
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L., Hagen J.A., Papautsky I., 2012). Kazdy pixel CCD pienasi naboj jako analogovy
signal, ktery ma byt pieveden na napéti mimo pixelovy senzor, zatimco CMOS ma vlastni
inherentni konverzi néboje na napéti. Snimate CCD jsou teoreticky vynikajici
a jsou siroce pouzivané jako detektory, naproti tomu systémy CMOS jsou mensi,
rychlejsi a levngjsi (Choodum A. et al., 2015). Jedna z nejvétsich vyhod CMOS senzort
oproti CCD je schopnost integrovat snimani s analogovym a digitdlnim zpracovanim

az na uroven pixelu (El Gamal A., Eltoukhy H., 2005).

Kamera CMOS je dvourozmérna matice vyrobend z polovodivych komponent,
ktera poskytuje informace o intenzité svétla, které lze prevést na analyticky signal. Jedna
se o monochromatické zafizeni, které neni schopno rozliSovat blizko umisténé vinové
délky. Muze indikovat pouze intenzitu svétla po filtrovani barev (Granica M., Tymecki
L, 2019). Fotoaparaty nékterych vyrobct poskytuji vysoké rozliseni, které je schopno
detekovat rozdily barev v malé oblasti obrazu. Senzory téchto aparati poskytuji veétsi
oblast obrazovych bodli, a proto jsou obrazky jasné a ostré i pii vySSim zoomu.
Takové senzory jsou vhodné pro kvantitativni 1 kvalitativni analyzu sledovanych latek.
Digitalni kolorimetr obrazu se rozliSuje ve dvou systémech, a to otevieny a uzavieny
systém. Otevieny systém pouziva pro analyzu pouze mobilni telefon. Na snimky budou
mit vliv vngj$i faktory, jako je vysoky jas okolniho svétla, poloha vzorku a zaostfovaci
vzdalenost. Uzavieny systém pouZiva mobilni telefon spojeny s vytvofenym svételnym
boxem pro fotografovani, kterym lze omezit vnéjsi faktory, proto je uzavieny systém lepsi

nez otevieny (Masawat P., Harfield A., Namwong A., 2015).
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2.2 Acetylcholin

ACh je prvni  objeveny  neurotransmiter,  ktery byl  poprvé
popsan ve 20. letech 20. stoleti fyziologem Otto Loewim jako ,,vagovy material“, diky
jeho schopnosti napodobit elektrickou stimulaci nervu vagu (Loewi O., 1921). ACh byl
nalezen v mnoha organismech, napiiklad u prvoka (Trypanosoma rhodesiense),
Vv bakteriich (Lactobacillus plantarum), ale také v rostlinach. Proto existuji domnénky,
zeje ACh fylogeneticky velmi starou molekulou, kterd v téchto primitivnéjSich
strukturach zastdva funkci, jako je regulace transportnich procesii pfes bunécnou
membranu (Kawashima K., Fujii T., 2000). Dnes je povazovan za hlavni neurotransmiter,
ktery iniciuje reakci interakci s muskarinovymi a nikotinovymi receptory ACh,
v mozkovych neuronech. ACh je degradovan na cholin a acetdt dvéma blizce
homolognimi enzymy, a to AChE a BChE (Soreq H., Seidman S., 2001). Navzdory
dlouhé historii studia je o pivodu nebo funkci ACh v krvi zndmo jen malo (Kawashima
K., Fujii T., 2000). Je extrémn¢ nestabilni a obtizné¢ méfitelny v obéhu, proto se jako
nepiimé méfeni parasympatické funkce pouziva jeho hydrolyzujicich enzymti AChE
a BChE (Shenhar — Tsarfaty S. et al., 2020). Je syntetizovan v presynaptickych neuronech
z cholinu pomoci enzymu cholin-acetyltransferaza a acetyl-CoA je uvolnén diky
exocytoze do synaptické Stérbiny. Reverzibilni vazba ACh na ACh receptor
na postsynaptickém neuronu iniciuje signdl a ptfenos pokracuje. Nevyvazany ACh
je zachycen AChE, nasledné je hydrolyzovan a cholin se vraci zpét do presynaptického

neuronu k op&tovnému pouziti (Stépankova S., Komers K., 2008).

2.3 Cholinesterazy

ChE patti do skupiny hydrolaz, které §tépi esterovou vazbu. Podle afinity k substratu
a inhibitoru délime esterazy na A, B a C. A-esterdzy, aromatické esterazy a arylesterazy
hydrolyzuji aromatické estery rychleji neZ alifatické estery. B-esterazy, alifatické
esterazy, aliesterdzy, karboxyesterazy hydrolyzuji alifatické estery rychleji
nez aromatické estery. C-esterazy, ChE hydrolyzuji estery cholinu rychleji nez jiné estery
(Bajgar J., 2004). ChE jsou kli¢ové enzymy pii prenosu centralnich a perifernich
cholinergnich nervovych impulzi. Patii zde dva enzymy, a to AChE a BChE (Pezzementi
L., Chatonnet A., 2010). AChE a BChE jsou shodné vice nez v 50 %, avsak jejich vyznam
a umisténi v téle se lisi, rozliSuji se predev§im na zaklad¢ jejich substratové specifity
(Fujii T.et al., 1997). AChE se podili na hydrolyze neurotransmiteru ACh, zatimco
fyziologicka funkce BChE, neni pfili§ znama (Nicolet Y. et al., 2003). Vychozim
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substratem pro AChE je ACh, BChE hydrolyzuji estery, jako je butyrylcholin
a propionylcholin. Oba enzymy mohou byt inhibovany nékterymi organofosfaty, estery
karbamatu a dalsimi chemickymi slou¢eninami. Jednim z prvnich studovanych inhibitora
ChE byl fyzostigmin, coz je alkaloid z kalabarského bobu (Physostigma venenosum).
Brzy poté se U neostigminu prokazaly 1é¢ivé ucinky u nemoci myasthenia gravis (Wilson
B.W., 2014). Aktivita ChE je ovlivnéna pohlavim, vékem, vyZivou, hormonalnimi
faktory, zafenim aj. Pro biochemické vySetieni se jako hlavni zdroj materidlu uvadi krev,

poptipad¢ moc (Bajgar J., 2004).
2.3.1 Acetylcholinesteraza

AChE je serinova hydrolaza. Velikost podjednotky AChE je 69 kDa (Pohanka M.,
2017). Hlavni funkci AChE je rozstépeni ACh a tim se ukon¢i cholinergni neurotransmise
Vv krevnich buikach, a to zejména v makrofazich (Pohanka M. et al., 2010). AChE
je hlavni ChE v mozku a provadi hydrolyzu ACh podstatné rychleji nez BChE
(Loewenstein-Lichttenstein Y. et al., 1995). AChE se tedy nachazi pfedevsim v mozku
a na nervosvalovych ploténkach kosternich svali, ale déle je pfitomna také v riznych
extraneurondlnich tkanich a organech, jako je naptiklad plodova voda, placenta, slezina,
epitelialni buniky v dychacim a travicim systému a také v krvi. Navzdory dlouhé historii
studia je o ptivodu nebo funkci ACh v krvi zndmo jen malo (Kawashima K., Fujii T.,
2000). Z duvodu vyskytu AChE na erytrocytech je tento enzym mozno pouzit
jako standardni biochemicky marker nebo se da vyuzit pti rozpoznani otrav (Santarpia
L.et al., 2013). Pomérn¢€ vysoka hladina AChE mtize byt pravdépodobné zodpovédna
za degradaci plazmatického ACh (Fujii T.et al., 1997). Acetylcholiesteraza byla
identifikovana v mononuklearnich leukocytech z lidské krve, lidskych leukemickych
T bunéénych liniich a lymfocytech potkanti. Spolu s BChE to jsou izoenzymy patfici
do rodiny cholinesterazovych hydrolaz (Kawashima K., Fujii T., 2000). AChE je velmi
i¢inny enzym s obratem 10%-10% s, pracujici rychlosti blizké hranici difaze (Colletier
J.-P. et al., 2006).

Struktura AChE je Siroce zkoumana od 90. let. Prvni experimenty byly provedeny
na modelovém  organismu parejnoka  kalifornského  (Torpedo californica),
jelikoz je snadno dostupny. Struktura molekuly AChE se sklada z 12 B-skladanych listd,
okolo kterych je 14 o-helixd (Sussman J.L. et al., 1991). Aktivni centrum AChE
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je umisténo uprostied enzymu pobliz hluboké rokle a sklada se z péti hlavnich vazebnych

mist;

1) oxyaniontova dira, kterd je soucasti esteratického mista a stabilizuje navazanou

acetylovou skupinu,

2) esteratické nebo téz esterové misto, které je sloZzeno z katalytické triady Ser200-
His440-Glu327 u pathote elektrického a Ser203-His447-Glu334 u AChE lidského

puvodu,

3) aniontové vazebné misto pro substrat, V ném se nachazeji zbytky aminokyselin
Trp84, Tyrl21, Phe330 u AChE pauhoie elektrického a Glyl121, Gly122 a Ala204
u AChE cloveka, toto misto obsahuje maly pocet zapornych ndboji, ale mnoho
aromatickych zbytkl, kde se kvartérni amoniova ¢ast ACh vaze s m elektrony

aromatickych skupin,

4) aktivni selektivni aromatické vazebné misto, kde se selektivné vazou arylové

slouceniny,
5) acylové vazebné misto, které vaze acetylovou skupinu ACh.

Kromé 5 vazebnych mist md AChE pathote elektrické¢ho také periferni aniontové
misto (PAS) neboli B-anionické misto (Trp279, Tyr70, Tyrl21, Asp72, Glu199, Phe290),
které mize vazat takrin a ptibuzné slouceniny (Lin G., Lai Ch.-Y., Liao W.-Ch., 1999).
Aktivni misto se nachazi ve 20 A (2 nm) aromatické $térbing, coz je hluboka uzka rokle
(dutina). Zde se nachazi také anionické misto. Obé tato mista jsou od sebe odliSna.
Struktura katalytické triddy je podobna v AChE, BChE, lipazach a jinych serinovych
proteazach (Sussman J.L.et al.,1991). Ptenos substratu v AChE zahrnuje alespon dvé
vazebna mista, katalytické a periferni aniontova mista, o nichz se predpoklada, Ze jsou
alostericky pfibuzna (Colletier J.-P. et al., 2006). Existuji také naznaky, ze AChE muze
pusobit I na jiné substraty. Moznost, ze AChE miZze mit i jiné substraty by mohlo

vysvétlit, pro¢ se nejvyssi koncentrace ACh a AChE vzdy neshoduji (Kerkut G.A., 1984).
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2.3.2 Inhibitory acetylcholinesteraz

Mezi inhibitory acetylcholinesteraz (AChEI) patii Sirokda S$kala chemickych
sloucenin, které se 1iSi svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Patii zde naptiklad
pfirodni toxiny, léky, bojové chemické latky, pesticidy a dalsi (Pohanka M., 2011).
Inhibitory AChE mohou inhibovat aktivitu AChE kompetitivnim mechanismem
prostiednictvim interakce s katalytickym centrem enzymu vazbou na periferni aniontové
misto nebo dvojitou inhibici vazby AChE (Francis P.T. et al., 1999). Inhibitory AChE
jsou stale hlavnim 1é¢ivem k 1é¢bé Alzheimerovy choroby (Goncalves K.G. et al., 2020).
Pouzivaji se také jako 1écba nemoci myastenia gravis. Nezddouci vedlejsi ucinky
acetylcholiestarazovych inhibitort zahrnuji svalové kiece, zaskuby, nadmérné poceni,

slinéni, slzeni, inkontinenci a gastrointestinalni potize (Katz N.K., Barohn R.J., 2020).
Slouceniny, které inhibuji AChE, mizeme rozd¢lit do 3 zakladnich skupin:

1) slouceniny, které se vazou v aktivnim mist¢, bud’ s esterovym, nebo aniontovym
mistem,

2) slouceniny reagujici s aromatickou rokli,

3) slouceniny, které se vazou na periferni neboli B-aniontové misto (Pohanka M.,

2011).

Ptiklady inhibitord jsou organofosfatové slouceniny (metrifonat), fluoroketony,
karbamaty (rivastigmin, fyzostigmin), aminoslouceniny (donepezil), akridiny (takrin)
a alkaloidy (huperzin A). AChEI vazajici se na aktivni misto jsou 9-aminoakridin, takrin
a jeho derivaty a propidium (Lin G., Lai Ch.-Y., Liao W.-Ch., 1999). Vazba mezi AChE
a témito inhibitory milZe byt reverzibilni, pseudo-ireverzibilni nebo nevratna
Vv kinetickém smyslu. AvSak vSechny reakce jsou termodynamicky nevratné

(ireverzibilni) (Stépankova S., Komers K., 2008).
Reverzibilni inhibitory

Mezi reverzibilni a kratkodobé pusobici inhibitory patii obecné aminoakridiny,
alkaloidy, N-benzylpiperidiny a konkrétné napiiklad takrin nebo donepezil,
Které interaguji s enzymem pobliz svého katalytického mista, aniz by produkoval
kovalentni komplex (Camps P., Munoz-Torrero D., 2002). Tyto vazby se tvofi rychle
a také se snadno rozpadaji. Z toho vyplyva, Ze reverzibilni inhibitory G€inkuji okamzité,

ale docasn¢ deaktivuji enzym a jejich doba pusobeni je velmi kratkd (v ramci minut).
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Donepezil ma, oproti jinym inhibitortim, afinitu pouze k AChE (St&pankova S., Komers
K., 2008).

Takrin

Takrin (1,2,3,4-tetrahydro-9-akridinamin-monohydrochlorid) (obr. 2) ve formé
monohydrochloridu byl v roce 1993 prvnim schvalenym lékem Utadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv Spojenych statl pro paliativni 1é¢bu Alzheimerovy choroby (Mehta M.,
Adem A., Sabbagh M., 2012). Dnes je vSak pouziti takrinu omezené kvili vyznamnému
vyskytu hepatotoxicity a posSkozeni kardiovaskularniho systému (Gniazdowska E. et al.,
2019). I pies vedlejsi ucinky je takrin stale atraktivni slouceninou diky své syntetické
dostupnosti, nizké molekulové hmotnosti a relativné snadné modifikaci (Nepovimova E.
et al., 2015). Proto byl takrin v minulosti a v novéjsich studiich Siroce pouzivan
k navrhovani hydridnich nebo vicecilovych slou¢enin, aby bylo mozné kombinovat jeho
silnou inhibici AChE s dalsimi farmakologickymi vlastnostmi. Napiiklad se jedna
o hybridy takrin-rhein, takrin-kumarin, donepezil-takrin nebo takrin-melatonin
aj. (Romero A. et al., 2013). Takrin se vaze na aniontové misto enzymu AChE, inhibuje
enzym a tim prodluzuje cholinergni aktivitu. Pti vysokych koncentracich mé takrin dalsi
ucinky véetné blokovani sodikovych a draselnych kanalt a pfimy uc¢inek na muskarinové
receptory (Davis K.L., Powchick P.,1995). Dale inhibuje monoaminooxidazu, ve v&tsi
mife monoaminooxiddzu A nez monoaminooxiddzu B. Takrin se rychle vstfebava,
absolutni biologicka dostupnost je piiblizné 17% + 13%, je to pravdépodobné kvuli velmi
vysokému metabolismu prvniho prichodu. Jidlo snizuje absorpci takrinu a systémovou
dostupnost (Wilson B. et al., 2010). Stimuluje Zalude¢ni sekreci, coz muize zvysit
podrazdéni zaludku a ptipadné zaludecni krvaceni, tzn., ze pacienti s anamnézou
gastrointestinalniho krvaceni nejsou vhodnymi kandidaty pro uzivani 1€kt obsahujici
takrin. Z 55 % je vazan na plazmatické bilkoviny a je zna¢né metabolizovan V jatrech
cytochromem P450, pficemz hlavnim metabolitem je 1-hydroxytakrin (Davis K.L.,
Powchick P.,1995).
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Obrazek ¢. 2: Molekula takrinu
Pseudo-ireverzibilni inhibitory

Stfedné¢ pulsobici inhibitory se vazou s enzymem pomoci kovalentni vazby. Tato
skupiny zahrnuje karbamaty, které tvoii komplex se serinovym zbytkem katalytické
triddy AChE. Zde patii prvni zkoumana sloucenina fyzostigmin. Pro nedostate¢nou
ucinnost byly vSak klinické studie zastaveny. Eptastigmin je AChEI druhé generace,
ma niz$i toxicitu a del§i dobu plsobeni, avSak ani tento inhibitor v klinickych studiich
neuspél. I pfes mnoho zkoumanych karbamati byl schvéalen pro 1écbu Alzheimerovy
choroby pouze rivastigmin (Camps P., Munoz-Torrero D., 2002). Vznikly konjugat
je nestabilni a pomalou hydrolyzou dochazi k navratu aktivity ChE, coz je hlavnim

rozdilem oproti ireverzibilnim inhibitorim (Pohanka M., 2017).
Ireverzibilni inhibitory

Jsou to dlouhodobé ptisobici latky znamé jako inaktivatory enzymu. Zde patii latky
zvané organofosfaty (Camps P., Munoz-Torrero D., 2002). Ty se vaZou pomoci
kovalentni vazby do aktivniho mista, konkrétné na hydroxylovou skupinu serinu,
a tim trvale blokuji aktivitu enzymu. Organofosfaty mohou inhibovat oba enzymy, jedna
se 0 latky nervové paralytické, pouzivané ve vojenstvi. Patfi zde sarin, soman, tabun
a dalsi (Pohanka M., 2017). Jedinym zastupcem, ktery prosel rozsahlou klinickou studii
je metrifonat. Jedna se o neaktivni prolé¢ivo, které se in vivo neenzymaticky transformuje
na aktivni formu, avsak ani ten, po klinické fazi III, nebyl schvalen (Camps P., Munoz-

Torrero D., 2002).
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2.3.3 Butyrylcholinesteraza

BChE, jinak nazyvana nespecifickd cholinesteraza, sérova cholinesteraza
nebo pseudocholinesteraza, je a-glykoprotein syntetizovany v jatrech
a dale pak secernovan do krevniho ob&hu (Santarpia L.ct al., 2013). Mize se nachazet
v plazmé¢ i séru a slouzi jako biochemicky marker pro nékteré patologické de&je
v organismu (Pohanka M., 2014). BChE je hlavnim ACh hydrolyzujicim enzymem
v obéhu (Loewenstein-Lichttenstein Y. et al., 1995). Proto byla v minulosti BChE
nazyvana téz plazmatickda ChE. Nazev je odvozen od umélé chemické slouceniny
butyrylcholinu, ktera neni télu vlastni (Pohanka M., 2017). BChE hydrolyzuje
butyrylcholin, ale také ACh. Butyrylcholin se pouzivé jako substrat na rozliSeni mezi
dvéma typy ChE (Stépankova S., Komers K., 2008). Pfedpoklada se, ze¢ BChE nema
v organismu piili§ velky vyznam. Velikost podjednotky BChE je 85 kDa (Pohanka M.,
2017). Bylo zjisténo, ze néktefi jedinci nemaji zadnou aktivni BChE, a i ze pfes uplnou
absenci jsou zdravi, tato informace vedla k myslence, Zze BChE nema Zzadnou
fyziologickou funkci, a proto nebyla dostate¢né studovana (Lockridge O., 2015). Lidska
BChE vsak dnes pfitahuje pozornost, jelikoz mize hydrolyzovat toxické estery, jako
je kokain, nebo zachytavat organické fosforové pesticidy a nervové latky. BChE
se vyskytuje hojné v plazmé¢, asi 3 mg/l a mize degradovat velké mnozstvi slouc¢enin
obsahujici estery. Proto hraje dulezitou farmakologickou a toxikologickou roli. Naptiklad
je potencionalni detoxikacni enzym, ktery se pouziva profylakticky proti neurotoxickym
organofosfore¢naniim, jako je nervovy plyn soman (Nicolet Y. et al., 2003). Aktivita
BChE je nevratné inhibovana organofosforovymi slouceninami, napiiklad nervovym
¢inidlem sarinem, V lidské plazmé je aktivita BChE sniZena pfi t¢hotenstvi, onemocnéni
jater, u lidi s podvyzivou, karcinomem a dalSich patologickych stavii, naopak vysoka
aktivita se nachazi v plazmé obéznich jedinct (Lockridge O., 2015). Aktivita BChE
se obvykle méfi spektrofotometrickou Ellmanovou metodou (Pohanka M., 2014).
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2.4 Reakéni kinetika hydrolyzy ACh

Hydrolyzu ACh ptisobenim AChE lze pfi nizkych koncentracich substratu vyjadiit jako:

ki ky k3

K K& P H,0 )

E — volny enzym,

S — substrat (ACh),

P —cholin,

ES — komplexni enzym — substrat,

EA — acylovany enzym,

ks — reak¢ni rychlost konstanty,

HA — kyselina octova (Hofer P., Fringeli U.P., 1981).

Proces hydrolyzy ACh je vicestupniova reakce, ktera zahrnuje vznik reverzibilniho
komplexu enzym-substrat, acetylaci katalytického mista enzymu, hydrolyzu komplexu
enzym-substrat za vzniku kyseliny octové, cholinu a regenerovaného enzymu (Wilson
B.W., 2014).

Za predpokladu ustaleného stavu pro vSechny druhy enzymu se rychlost reakce

vyjadiuje jako:

_ Vi lS] _ keat[E]e[S] 1)
Ky +[S] Ky +I[S]

v

Vm = Keat X [E]t — maximalni reak¢ni rychlost pfi vysoké koncentraci substratu,
[E]t— celkova koncentrace enzymu, ktera je rovna totalni koncentraci aktivniho mista,

Km — Michaelisova konstanta:

ks X (ko1 t kp) 2)
=
ki X (kz + k3)
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Kcat — ¢islo obratu:

_ Ky xky ©)
U ky + kg
Pokud se reakce katalyzovana enzymem chové podle schématu 1, pak se reakéni
rychlost blizi maximalni hodnoté Vm = Keat X [E]t. Aktivita AChE vS8ak takového limitu

nedosahuje, ale vykazuje fenomén substratové inhibice (Hofer P., Fringeli U.P., 1981).

Dulezitym rysem Kwm je jeji nezavislost na koncentraci enzymu [E]t. Podle reakéniho
mechanismu neboli kinetiky inhibice délime inhibitory na kompetitivni, nekompetitivni,
akompetitivni a smisené. Kompetitivni inhibice je charakterizovana vazbou inhibitoru
na aktivni misto enzymu a inhibici lze zvratit. Rychlost reakce zavisi
na Koncentraci substratu a inhibitoru a na jejich afinit¢ k enzymu. Nekompetitivni
inhibice nelze zvratit a inhibitor reaguje s jinymi ¢astmi enzymu radé¢ji nez s aktivnim
mistem. Enzymaticka reakce mlze byt nevratnd, pokud je relativné vysoka hodnota

koncentrace inhibitoru oproti koncentraci enzymu (Bajgar J., 2004).
Kompetitivni inhibice

Kompetitivni inhibitor se mtize vazat na katalyzujici misto enzymu urcené
pro substrat, jelikoz je inhibitor strukturné podobny substratu. Inhibitor soutézi
se substratem 0 obsazeni vazebného mista pro substrat. V plné (Cisté) kompetitivni
inhibici se pfedpoklada, ze se inhibitor vaze na volny enzym, a ne na komplex
enzym-substrat (Stépankova S., Komers K., 2008). Inhibici lze zvratit zvySenim
koncentrace substratu, a tudiz se jednad o0 reverzibilni inhibici. Rychlost reakce zavisi
na koncentraci substratu a inhibitoru a na jejich mnoZzstvi vic¢i enzymu. Maximalni
rychlost je v porovnani s maximalni rychlosti neinhibované reakce neménna,

ale Michaelisova konstanta se zvysuje (Bajgar J., 2004).
Nekompetitivni inhibice

Nekompetitivni inhibitor se vadZze na misto odliSné od mista katalytického.
To umoznuje vazbu substratu do katalytického mista. Nicméné vazba inhibitooru zplisobi
takové konformacni zmény, které neumoznuji zménu komplexu enzym-substrat-inhibitor
na produkt nebo je znemoznéna vazba substratu na enzym. Pfiplné nekompetitivni
inhibici se inhibitor vaze se stejnou afinitou jak na volny enzym, tak na komplex

enzym-substrat. Tato inhibice vytvaii nejjednodussi priklad alosterického efektu — zména
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struktury mimo katalytické misto zptisobi zménu reakéni rychlosti. Takrin patii mezi
nekompetitivni reverzibilni inhibitory ChE, vaze se na aniontové misto enzymu

(Stépankova S., Komers K., 2008). Tuto reakci nelze zvratit (Bajgar J., 2004).
Akompetitivni inhibice

Inhibitor se reverzibilné vaze na komplex enzym-substrat. Vznikajici komplex
enzym-substrat-inhibitor nelze pii pIné inhibice prevést na produkt (Stépankova S.,
Komers K., 2008). Pomér Michaelisovy konstanty a maximalni rychlosti je neménny

V porovnani s kinetickymi parametry neinhibované reakce.
SmiSen4 inhibice

Inhibitor méni afinitu enzymu k substratu (Km) a katalytickou rychlost zmény
substratu na produkt (Vm). Tento typ inhibice nastava v piipadech, kdy nejsou splnény
Kmva Vm. SmiSend inhibice nemusi vést pouze k hyperbolické zavislosti reakcni
rychlosti vs  koncentrace substratu  pfi  konstantni ~ koncentraci  inhibitoru,

ale také k zavislosti sigmoidalni (Stépankova S., Komers K., 2008).

27



2.5 Biomarker

Biomarker byl definovan v roce 1998 podle Biomarkers Definitions Working Group
jako urcita meéfitelna charakteristika, ktera odrazi fyziologické, farmakologické
nebo patologické procesy. V zasadé se jedna o biologické latky, které lze pouzit
k indikaci urc¢ité choroby. Dobry biomarker by proto mél byt piesny, spolehlivy a levny,
snadno rozlisitelny mezi fyziologickymi a patologickymi tkdnémi (Rachakonda V., Pan
T.H., LE W.D., 2004). Klinick¢ studie naznacuji, ze cholinergni parametry se stavaji ¢im
dal tim vice dilezitymi a relevantnimi jako biomarkery nemoci nez kdy dtive (Shenhar —
Tsarfaty S. et al., 2014). Napiiklad u Alzheimerovy choroby dochazi nejen k depleci
ACh, ale také mizeme pozorovat zmény AChE a BChE. Kombinované pouziti téchto
dvou markeri poskytuje vice nez 90% citlivost a specifitu pii detekci této nemoci.
Kombinace nékolika biomarker vede ke zvySeni presnosti, specifity a citlivosti.

(Rachakonda V., Pan T.H., LE W.D., 2004).

Béhem patogeneze Alzheimerovy choroby prochazi AChE dynamickymi zménami.
Snizeni mozkové aktivity AChE bylo prokdzdno u pacientli s mirnou kognitivni
poruchou, tak u pacienti s Alzheimerovou chorobou. Snizena aktivita AChE byla také
zaznamenana v mozkomi$nim moku u pacientli s tézkou demenci, proto ma velky
potencial jako biomarker pro predikci depozice B-amyloidu v mozku u jedinci

Vv kognitivné normalnim stavu (Han S-H. et al., 2019).

Tento enzym lze tedy také vyuzit jako biomarker pii hodnoceni kvality vodniho
prostiedi, pfi hodnoceni G¢inkid insekticidii na ryby, krevety a dalsi vodni zivocichy.
ACHhE je pii toxikologickych testech velmi dileZzita, protoZze mize vypovidat o pfimych

negativnich G¢incich na organismus (Thanomsit Ch. et al., 2021).

Aktivita BChE se vyuziva jako biochemicky marker pti hodnoceni funkce jater
Vv klinické diagndze. Nedavné studie ukazaly, Ze se BChE také podili na riiznych dalSich
onemocnénich, jako je cukrovka, kardiovaskularni choroby, Parkinsonova
a Alzheimerova choroba. Proto se pracuje na vyvoji spolehlivych test pro presné
sledovani aktivity BChE v realném ¢ase v klinické diagnostice (Ma J. et al., 2020). BChE
je také vhodny pro diagnostiku otrav organofosfatovymi a karbamétovymi neurotoxiny

(Pohanka M., 2017).
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2.6 Metody stanoveni cholinesteraz

Stanoveni aktivity cholinesterdzy je zaloZzeno na mnoha principech. Obecné
se k pufrované smési ptida enzym a enzymaticka reakce je zahajena ptidanim substratu.
Kwvli riznym faktorim musi byt podminky reakce velmi pecliveé zvoleny. Podle postupu
a laboratorniho vybaveni se mohou pouzit pro stanoveni AChE rizné metody (Bajgar J.,
2004). Pro analyzu aktivity AChE byla vyvinuta fada analytickych technik, vcetné
kolorimetrickych, spektrofotometrickych, chemiluminiscencnich, elektrochemickych
a fluorescenénich (Sinko G., 2007). Tyto metody jsou také vhodné pro detekei inhibitort
ChE pomoci biosenzort nebo pro detekci chemickych bojovych latek (Bajgar J., 2004).
Jednim z ptikladd metody uréeni ACh je Hestrinova metoda, kterd vyuziva reakci ACh
s hydroxylaminem a chloridem Zelezitym za vzniku ¢ervenofialového komplexu (Wilson
B.W.,2014). Tato metoda je spiSe vhodna pro stanoveni hladiny ChE v malém mnoZzstvi
bunék kultivovanych in vitro (Ellman G.L., 1961). Nékolik testli pouziva radioaktivni
ACh, ale nevyhodou je nakladna likvidace radioaktivniho odpadu (Wilson B.W.,2014).

2.7 Ellmanova metoda

Obligatnim testem, jak stanovit aktivitu ChE je tzv. Ellmanova metoda.
Spetrofotometricky stanovuje aktivitu jak AChE, tak i BChE za pouZiti acetylthiocholinu
nebo butyrylthiocholinu, v zavislosti na enzymu (Pohanka M., 2011). Tato metoda
je vhodna pro korelaci s jinymi metodami, protoze je dostatecné specificka a citliva,

proto se pouziva pro rtizné ucely po celém svété (Bajgar J., 2004).

Aktivita ChE se méfi nepfimo kvantifikaci koncentrace iontu kyseliny 5-thio-
2-nitrobenzoové (TNB) vytvofené reakci mezi thiolovym chromogennim ¢inidlem
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinou (DTNB) a thiocholinem. Thiocholin vznika
hydrolyzou thioesteru za pfitomnosti ptisobeni enzymu a vzniku piislusné kyseliny
(obr. 3). Vysledek je méfeni zlutého iontu TNB pii vinové délce 412 nm (Ellman
G.L.,1958). Ellman stanovil molarni absorpéni koeficient 4-nitrofenylthiolatu
13600 M~t-cm™ pti 412 nm v 50% vodném acetonu obsahujicim 20 mmol/l fosfatu,
pfi pH 8 a tuto hodnotu pouzil také pro TNB. V pribéhu let byly reakéni podminky
upraveny, aby bylo mozné ChE stanovit také v pIné krvi, nebo pfi jiné teploté a molarni

absorpéni koeficient byl stanoven na £ = 14150 M~*-cm™ (Eyer P. et al., 2003).
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Obrazek ¢. 3: Princip Ellmanovy metody pro stanoveni aktivity AChE (Pohanka M., 2017)

Tradi¢ni spektrofotometricka Ellmanova metoda je rychld, jednoduchad a levna,
avSak ma i fadu nevyhod, jako je velka odchylka v zakalenych roztocich a silné zavislost
na hodnoté pH (Beveridge T., Toma S.J., Nakai S., 1974). Nevyhodou Ellmanovy metody
je interference latek obsahujici oximy a thioly (Sinko G., 2007). Mezi dal3i latky, které
mohou zkreslovat vysledky stanoveni patii naptiklad hemoglobin pii dan¢ vinové délce
(Pohanka M., 2017). Pii skladovani roztokii s DTNB je tieba tyto vzorky chranit
pted svétlem, aby se zabranilo tvorbé Zzlutych produkti fotodegradace a nedoslo

tak k dalsimu zkresleni vysledkd (Eyer P. et al., 2003).

Vyjéadieni aktivity se velmi 1ii, obvykle je vyjaddfena jako pumol substratu
hydrolyzovaného za minutu (jednotku ¢asu) na ml zkoumaného materialu (napiiklad
plazmy nebo séra) nebo na mg hmotnosti tkdné¢ (mokré, suché). Z téchto hodnot lze
odvodit vyjadfeni aktivity v jednotkach — mnozstvi enzymu katalyzujici pfeménu pmol
substratu za minutu za standardnich podminek. V klinické laboratoti 1ze aktivitu také
vyjadfit jako katal na litr, to je 1 mol substratu hydrolyzovaného za sekundu na litr

nebo na kg (Bajgar J., 2004).
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3 Cil prace

1.

Optimalizace fotometrické techniky pomoci fady pufrti o rizném pH na pH
papircich od dvou riznych vyrobct

Optimalizace a ovéfeni spektrofotometrické Ellmanovy metody pro stanoveni
AChE

Zjisténi vlivu koncentrace substratu na intenzitu barevného signalu na pH
papircich a vlivu €asu na intenzitu barevného signalu na pH papircich

Urceni ICsp (tj. koncentrace inhibitoru, ktera inhibuje aktivitu enzymu na 50 %)
a LOD takrinu jak u metody fotometrické, tak spektrofotometrické

Urceni limitni rychlosti a Michaelisovy konstanty

Zjisténi vlivu matrice na reakci enzym + substrat na pH papircich firmy

MACHEREY-NAGEL
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4 Experimentalni ¢ast
Pomiicky
Chemikalie
1) Ftalatovy pufr pH 4 (firma Penta)
2) Fosfatovy pufr pH 7 (firma Penta)
3) Boratovy pufr pH 9 (firma Penta)
4) Glycinovy pufr pH 3
5) Acetatovy pufr pH 3,6
6) HEPES pH 6,8 (datum vyroby: 28.5.2013)
7) TRIZMA pH 7,1 (datum vyroby: 28.5.2013)
8) PBS pH 7,4 (datum vyroby: 23.7.2019)
9) TRIS-HCI (+ 6 mmol/l guanidin hydrochlorid) pH 7,5
10) TRIS-HCI pH 9
11) Destilovana voda
12) Acetylthiocholinchlorid (ATChCI, minimum 99 % TLC)
13) 5,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoova kyselina) (DTNB, > 99 % (w/w))
14) Acetylcholinesteraza (EC 3.1.1.7) zpathoie -elektrického Electrophorus
electricus (typ V-S, lyofilizovany prasek, > 1,000 U/mg proteinu)
15) Fosfatovy pufr (PBS, phosphate buffered saline, pH 7,4) 5 tablet na 1000 ml
16) Hovézi sérovy albumin (BSA, pH 7, > 98 % (w/w), Sarze: SLBK9148V)
17) NaCl firmy Penta (€. Sarze: 1502050210)
18) 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin hydrochlorid hydrat 99+% (8arze:07220AV)

19) Ethanol 96% p.a. firmy Penta (Product code: 70390-11001)

Vsechny chemikalie, u kterych neni uvedeno, jsou zakoupené od firmy Sigma-Aldrich.
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Pristroje

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)
8)
9)

UV Visible spectrophotometr evolution 201 (Thermo Scientific)

Vortex V-1 plus (Biosan)

Magnetické michadlo s ohfevem (VELP Scientifica)

Véhy Sartorius

pH metr Hach H160

iPhone 8 s LED True Tone bleskem, 12MPx, Sesti¢lenny objektiv se svételnosti
/1.8, format ukladani fotek — HEIF a JPEG, rozliseni displeje 1334x750 pii 326
pixelech na palec, velikost snimace 1,2 um

Stinitko vyti$téné na Prusa i3 pomoci akrylonitril-butadien-styrenu

Pocita¢ Toshiba 20H2

Pipety (Brand a Eppendorf)

Spoti‘ebni material

1) pH papirky MACHEREY-NAGEL (REF 92150) pH — Fx: 6,0-7,4
2) pH papirky FISHER SCIENTIFIC (univerzalni indikatorové papirky pro

pH 1-14)

3) Centrifugacni zkumavky (Eppendorf)

4) Jednorazové mikrozkumavky (Corning, TPP)

5) Plastové $pic¢ky (Brand)

6) Jednorazové kyvety 1,5 ml (Brand)
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4.1 Ovéfeni pH a fotometrické techniky

Pted zahajenim prace byly zésobni roztoky pufri vytemperovany na laboratorni
teplotu. Nasledné byl pH metr firmy Hach zkalibrovan pomoci pufri o znamém pH, byl
pouzit pufr ftalatovy o pH 4, fosfatovy o pH 7 a boratovy o pH 9. Nasledné¢ bylo
pfreméieno pH pufrt, které byly uréeny pro nasledné méteni na pH papircich. Jednalo
se o pufry — glycinovy o pH 3, HEPES o pH 6,8, Trizma o pH 7,1, PBS o pH 7,4,
TRIS-HCI 0 pH 7,5 + 6 mmol/I guanidin hydrochlorid, TRIS-HCI o pH 9, acetatovy pufr

0 pH 3,6 a destilovana voda. Pfi tomto méfeni doslo k ovéfeni hodnot pH roztoka pufrt.

Dale byly tyto zasobni roztoky pipetovany na dva druhy pH papirkd od dvou rtiznych
vyrobci — MACHEREY-NAGEL a FISHER SCIENTIFIC (obr. 6), a to v objemu 10 pl.
Kazdy papirek byl focen v ¢ase 0 sekund, 10 sekund, 20 sekund, 30 sekund, 40 sekund,
50 sekund, 60 sekund, 90 sekund a 120 sekund. Byly pouzity pufry o pH 3; 3,6; 6,8; 7,1;
7,4;7,5a9. Pii foceni experimentu s pH papirky bylo pouzité stinitko vytisknuté na 3D
tiskarné (obr. 4), aby se eliminovalo jakékoli ruseni okolnim svétlem. Na horni otvor byl
pfilozen smartphone (iPhone 8.0) a byl focen kolorimetricky produkt za pouziti
automatického LED blesku , True Tone“. Snimky byly pfeneseny do pocitace

a Vv programu malovani byla vyhodnocena data RGB.

Obrazek ¢. 4: Stinitko pouZzivané proti vliviim okolniho svétla

Kazdé meétfeni jednotlivého pufru bylo opakovano Skrat. Bylo vyfoceno
také spektrum barev intervalu pH, jak u pH papirku znacky MACHEREY-NAGEL,
tak u znacky FISHER SCIENTIFIC (obr. 5), které nasledné slouzilo ke kalibraci
samotnych pH papirkt spolu s pufry, které byly pouzity pro kalibraci pH metru.
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Obrdazek ¢. 5: Barevny interval pH papirkti firmy FISHER SCIENTIFIC

Obrdzek & 6: Vevo pH papirek vyrobce MACHEREY-NAGEL, vpravo pH
papirek FISHER SCIENTIFIC

Fotografie z telefonu byly uloZeny do pocita¢e. Vyhodnoceni fotografii se provadélo
Vv programu malovani, kdy se ve tfech riznych bodech vyhodnotily hodnoty barevnych
kanali R, G, B a nasledné v programu excel byla tato data vyhodnocena, z téchto 3 bodu
byl vypocitan pramér, ktery byl zprimérovan s dalSimi priméry urcitych barevnych
kanalt dalSich méfeni a tim se ziskala celkova primérna hodnota vSech 5 méteni urcitého

kanalu.
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4.2 Optimalizace Ellmanovy metody

Piiprava roztoku
Piiprava koncentratu AChE (typ V-S)

Lyofilizovany enzym AChE z Electrophorus electricus (navazka 0,16 mg) byl
rozpustén ve 200 ml PBS. Aktivita roztoku byla upravena tak, aby 50 pul roztoku AChE
v 1 ml reakéni smési, ktera také obsahovala 400 ul 1 mmol/l DTNB a 50 pl 20 mmol/Il
ATChCI, nepiekrocila absorbanci 2 po dobu inkubace 5 minut pfi laboratorni teploté.
Vysledny roztok enzymu byl stabilizovan 175 mg sérového albuminu (0,5 mg/ml

roztoku). Nasledné byl rozdélen do mikrozkumavek po 1 ml a skladovan pii —20 °C.
Piiprava roztoku DTNB

Pro pifipravu 1 mmol/l roztoku bylo navazeno 9,42 mg 5,5 -dithio-bis (2-
nitrobenzoové kyseliny) a rozpusténo ve 25 ml PBS. Vzhledem k citlivosti DTNB

na svétlo byl povrch vnéjsi strany zkumavky pokryt hlinikovou folii.
Priprava roztoku acetylthiocholinu

Pro ptipravu 20 mmol/l roztoku bylo navazeno 31,82 mg ATChCI, a toto mnozstvi
bylo rozpusténo v 8 ml PBS.

Postup

Do mikrozkumavek bylo napipetovano 400 ul DTNB + 50 ul AChE + 500 pl PBS +
50 ul ATChCI. Po ptidéani substratu byl obsah kyvety promichan a proti slepému pokusu
byla zméfena absorbance vzorku pii vinové délce 412 nm v Case 0 minut, 1 minuta,
2 minuty, 3 minuty, 4 minuty a 5 minut. V kazdé minuté byla od zméfené absorbance
odectena absorbance hodnoty v nult¢ minuté (An-Ao). Jako blank byl pouzit roztok,
ktery obsahuje v§echny uvedené latky az na enzym AChE, ktery byl nahrazen roztokem
PBS. Méfeni byla provadéna v tripletech. Rozdil absorbance spolu s dal§imi veli¢inami,

jako je extinkéni koeficient a ¢as byly doplnény do rovnice, kde € = 14150 M t-cm™:

AA
a=— (@)

EXt

Vysledek aktivity enzymu je udan v jednotkach katal.
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4.3 Saturaéni kfivka na pH papircich
Piiprava roztoku

Pro pfipravu 20 mmol/l roztoku bylo navazeno 3,95 mg ATChCI, a toto mnozstvi
bylo rozpusténo v1 ml 0,9% roztoku NaCl. Fyziologicky roztok byl pfipraven

rozpusténim 9 g NaCl v 1 litru destilované vody.
Postup

Roztok ATChCIl byl nafedén dvojkovou fadou az po vyslednou koncentraci
0,625 mmol/l. Na pH papirek bylo pipetovano 5 ul enzymu a 5 ul substratu. Méteni
probihalo v ¢ase 0 sekund, 30 sekund, 60 sekund, 90 sekund, 120 sekund, 5 minut,
10 minut a 30 minut, pH papirky byly po celou dobu inkubace ve vlhké komirce.
Jako kontrola 1 byl pouzit enzym, bez pouziti substratu, spolu s fyziologickym roztokem.
Kontrola 2 obsahovala substrat, bez pouziti enzymu, spolu s fyziologickym roztokem.
Finalni koncentrace na pH papircich je 0 polovinu nizsi nez je koncentrace davkovaciho
roztoku substratu z divodu fedéni. Po vyhodnoceni fotografii a sestrojeni grafii bylo
zgrafu zcasu 30 minut nejlépe urCitelnd optimalni koncentrace substratu,

ktera se pohybovala okolo 2,5 mmol/I.

' N
r 2m 06 { yoy 7 .IZ“ . -I ¢ W
A y

Obrazek ¢. 7: Barevny vyvoj reakce enzym + substrat v zavislosti na ¢ase (0 s, 90 s, 10 min
a 30 min) na pH papircich MACHEREY-NAGEL
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4.4 TInhibice enzymu inhibitorem takrin na pH papircich

Piiprava roztoku ATChCI a fyziologického roztoku

Pro pfipravu 20 mmol/l roztoku bylo navazeno 3,95 mg ATChCI, a to bylo
rozpu$téno v 1 ml 0,9% roztoku NaCl. Fyziologicky roztok byl pfipraven rozpusténim

9 g NaCl v 1 litru destilované vody.
Priprava roztoku takrinu

Pro ptipravu 1 mmol/l roztoku bylo navazeno 2,35 mg takrinu, a toto mnozstvi bylo

rozpusténo Vv 10 ml destilované vody.
Postup

Ze zasobniho roztoku takrinu o koncentraci 1 mmol/l byl piipraven roztok
0 koncentraci 20 pmol/l a z tohoto roztoku dale bylo fedénim desitkovou fadou vytvoieno
8 roztoki az po koncentraci 2x107° umol/l. Na papirek bylo pipetovano 5 pl enzymu
+ 2,5 ul inhibitoru a jako posledni 2,5 ul 10 mmol/l substratu ATChCI. Jako pozitivni
kontrola byla smés slozena z 5 pl enzymu AChE + 2,5 ul destilované vody + 2,5 ul
10 mmol/l substratu ATChCI. M¢éfeni probihalo po 30 minutach inkubace pH papirkt
ve vlhké komdtrce. Finalni koncentrace takrinu na pH papircich je 4krat nizsi

nez je koncentrace davkovanych roztoka takrinu.
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4.5 Saturaéni kiivka na spektrofotometru (méfeni aktivity AChE)

Piiprava roztoku ATChCI

Ptiprava substratu byla zahdjena navazenim 98,86 mg ATChCI, tato navazka byla
nasledné rozpusténa v5 ml PBS o pH 7,4. Vysledny roztok mél tedy koncentraci
100 mmol/l.

Priprava DTNB

Pro ptipravu 1 mmol/l roztoku DTNB byla pouzita navazka 3,97 mg DTNB, ktera
byla rozpusténa v 10 ml PBS o pH 7,4.

Postup

Byl pfipraven 100 mmol/l zasobni roztok ATChCI, ktery byl dvojkovou fadou
nafedén tak, aby vysledna koncentrace v kyveté¢ u posledniho meéfeni odpovidala
koncentraci 0,1625 mmol/l. Do 1 ml kyvety bylo napipetovano 400 ul DTNB + 50 ul
AChE + 100 pl substratu + 450 ul PBS. Méfeni bylo zaznamenavano v ¢ase 0 minut,
1 minuta, 2 minuty a 5 minut pii 412 nm. Blank obsahoval vSe vySe zminéné kromég

enzymu, misto kterého se ptidalo doplnujici mnozstvi PBS (obr. 8).

Obrdzek ¢. 8: Srovnani blanku (vlevo) se smési enzym + substrat + DTNB

+ PBS (vpravo)
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4.6 Inhibice enzymu na spektrofotometru

Priprava roztoki
Viz ptiprava roztokl u inhibice enzymu takrinem na pH papircich.
Postup

Ze zasobniho roztoku 50 umol/1 takrinu byla fedénim 10krat ptipravena fada roztok
az po koncentraci roztoku 5x107® umol/l takrinu. Do kyvety bylo pipetovano 400 pl
DTNB + 350 ul PBS + 50 pul AChE + 100 pl takrinu + 100 pl 25 mmol/l ATChCI. Jako
blank byl pouzit roztok obsahujici v§e vyse zminéné¢ kromeé AChE, ktery byl nahrazen
roztokem PBS, inhibitor byl pouzit o koncentraci 50 pmol/l. Méfeni probihalo pfi vinové

délce 412 nm v ¢ase 0 minut, 1 minuta a 2 minuty.

7 )
EVOLUTIONZE]

Obrazek ¢. 9: Spektrofotometr Evolution 201 firmy Thermo Scientific
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4.7 Vliv vybranych matric na AChE

Piiprava roztoku 20 mmol/l ATChCl

Piprava substratu byla zahajena navazenim 3,95 mg ATChCI, tato navazka byla
nasledné¢ rozpusténa v 1 ml fyziologického roztoku. Vysledny roztok meél tedy
koncentraci 20 mmol/l. Dvojkovou fadou byly nafedény roztoky o koncentracich

10 mmol/l a5 mmol/I.

Priprava matrice

Pouzité matrice: kava, ¢aj, mléko, napoj DrWitt a 96% ethanol. VSechny matrice byly

natfedény 10krat fyziologickym roztokem.

DrWitt (nesyceny nealkoholicky ndpoj s pfichuti — mango, citron, zeleny Cc¢aj)
s obsahem vitaminu C, niacinu, vitaminu B6, thiaminu, vitaminu B12, kyselinou

citronovou, L-karnitinem a stabilizatory (¢. sarze: LO11083HB 360)
Postup

Na pH papirky jsem nanasela 5 ul AChE + 2,5 pl matrice, doslo ke kratké inkubaci
(305s), jelikoz nékteré inhibitory pusobi na enzym pomaleji a po 30 sekundach bylo
ptidano 2,5 ul 10 mmol/l substratu. Na pH papirek kontroly bylo naneseno 5 pl enzymu
a5 ul 5 mmol/l substratu ATChCI. Po dobu inkubace byly pH papirky ve vlhké komurce
a postupné byly foceny v ¢asovych intervalech — 0 sekund, 30 sekund, 60 sekund,
90 sekund, 120 sekund, 5 minut, 10 minut a 30 minut. VSechny matrice byly méfeny

v tripletech.
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5 Vysledky

5.1 Ove&feni pH

Pti méfeni pH pufr na pH metru doslo k ovéfeni hodnot pH pro dalsi pouziti.

Hodnoty uvedené na obalu pH roztoka se od skutecné zmétené hodnoty liSily v fadech

desetin.

5.2 Optimalizace Ellmanovy metody

Pfi optimalizaci Ellmanovy metody byla zméfena absorbance roztoku v ¢asech
0-5 minut, od ¢ast 1-5 minut byla odectena absorbance v Case 0 z divodu mozné
interference volnych bilkovinnych thiolovych skupin. Absorbance od tfeti minuty

presahovala hodnoty 1, tudiz je pro dalsi stanoveni vhodné méteni pouze v prvni a druhé

minut¢ (tabulka ¢. 1).

Tabulka ¢. 1: Absorbance zméfené pii zkouSce enzymu

1 2 3

zkumavka | An-Ao | zkumavka| An-Ao |zkumavka| An-Ao
0 min 0,09 0,15 0,12
1 min 0,44 0,35 0,56 0,41 0,53 0,41
2 min 0,73 0,65 1,15 1,01 0,95 0,83
3 min 1,13 1,04 1,46 1,31 1,36 1,24
4 min 1,62 1,53 1,78 1,64 1,73 1,61
5 min 1,83 1,74 2,25 2,10 2,08 1,96

Z rozdilu absorbance byla vypocitana aktivita enzymu podle rovnice 4. Primér aktivity

je vypocitan z 3 méfeni v tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 2: Praméry aktivity enzymu V jednotkach katal v intervalu 1-5 minut

1 min pramér | 4,59x 1077
2 min pramér | 4,86x 1077
3 min pramér | 4,70x 1077
4 min pramér | 4,69x 1077
5 min pramér | 4,56x 1077
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5.3 Optimalizace fotometrické techniky

Z grafi ¢. 1 a 2 je patrné, Ze hladiny signalu kanald R a G, u pH papirki FISHER
SCIENTIFIC, pii zvySujicim se pH klesaly, zatimco u kanalu B, vychézejici z grafu €. 3,
se pii zvySujicim se pH, hladiny intenzity zvySuji. U papirkd vyrobce
MACHEREY-NAGEL, které¢ odpovidaji grafu ¢. 4, u grafu ¢. 5 hodnoty vychazi
obdobné, avSak U barevného kandlu B (graf ¢. 6) je pozorovan pokles hladiny intenzity
barevného signalu a nasledny narust. Graf ¢. 7, kde je zavislost intenzity barevného
signalu kalibra¢nich papirkt firmy MACHEREY-NAGEL na pH (6-7,7), vykazuje
linearné klesajici zavislost na rostoucim pH. U grafu ¢. 8, kde byly pouzity pH papirky
firmy FISHER SCIENTIFIC, je zavislost spiSe polynomicka a hodnoty intenzity signalu
nekoreluji s hodnotami pH. Z téchto zavislosti lze konstatovat, ze papirky

MACHEREY-NAGEL vykazuji vyssi citlivost a byly také pouzity k dalSimu méfeni.

U grafu ¢. 9 v Casovém intervalu, kdy byly vybrany grafy v Case 0 sekund
a 120 sekund, neni vykazovan vyrazn&jsi rozdil v téchto Casech. U kanali R a G
je zavislost intenzity barevného signalu klesajici a hladiny intenzity signalu u kanalu B
jsou relativné neménné. U grafu €. 10 pfi stoupajicim pH hodnoty intenzity barevnych
kanalti R a G klesaji, hodnoty kanalu R se pfiblizuji k hodnotam hladiny G. Hladina B
je v zavislosti na vzristajicim pH relativné neménna. Chybové usecky pii optimalizaci

fotometrické techniky vyjadfuji sttedni chybu primeéru pro pét opakovani.
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Graf'¢. 1: Zavislost intenzity barevného kanalu R na hodnoté pH standardu u pH papirktt FISHER
SCIENTIFIC v ¢ase 0 sekund a 120 sekund, chybové tsecky pii optimalizaci fotometrické
techniky vyjadiuji stfedni chybu primeéru pro pét opakovani
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Graf ¢. 2. Zavislost intenzity barevného kandlu G na pH standardu u pH papirkt FISHER
SCIENTIFIC v case 0 sekund a 120 sekund, chybové tsecky pii optimalizaci fotometrické
techniky vyjadiuji stfedni chybu primeéru pro pét opakovani
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Graf ¢. 3: Zavislost intenzity barevného kanalu B na pH standardu u pH papirki FISHER
SCIENTIFIC v case 0 sekund a 120 sekund, chybové tsecky pii optimalizaci fotometrické
techniky vyjadiuji stfedni chybu priméru pro pét opakovani
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Graf'¢. 4: Zavislost intenzity barevného kanalu R na pH standardu u pH papirki MACHEREY-
NAGEL v ¢ase 0 sekund a 120 sekund, chybové usecky pfi optimalizaci fotometrické techniky
vyjadiuji sttedni chybu priiméru pro pét opakovani
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Graf'¢. 5: Zavislost intenzity barevného kanalu G na pH standardu u pH papirki MACHEREY -
NAGEL v ¢ase 0 sekund a 120 sekund, chybové usecky pti optimalizaci fotometrické techniky
vyjadfuji stfedni chybu priméru pro pét opakovani
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Graf'¢. 6: Zavislost intenzity barevného kanalu B na pH standardu u pH papirkit MACHEREY -
NAGEL v ¢ase 0 sekund a 120 sekund, chybové tsecky pfi optimalizaci fotometrické techniky
vyjadfuji stfedni chybu priméru pro pét opakovani
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Graf ¢. 7: Zavislost intenzity barevnych kandli R, G, B na pH u pH papirka
MACHEREY-NAGEL z fotografii barevného spektra ze ptedni strany krabicky,
chybové tsecky pii optimalizaci fotometrické techniky vyjadtuji stfedni chybu priméru
pro pét opakovani
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Graf ¢. 8: Zavislost intenzity barevnych kanalti R, G, B na pH u pH papirkti FISHER
SCIENTIFIC z fotografii barevného spektra ze pfedni strany krabicky, chybové usecky
pii optimalizaci fotometrické techniky vyjadiuji stfedni chybu priméru pro pét
opakovani
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Graf ¢. 9: Zavislost intenzity barevnych kanalii R, G, B na pH u pH papirki MACHEREY -
NAGEL z méfeni rozdilnych pH pufiti, chybové usecky pii optimalizaci fotometrické techniky
vyjadiuji stfedni chybu priméru pro pét opakovani
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Graf ¢. 10: Zavislost intenzity barevnych kanali R, G, B na pH u pH papirki FISHER
SCIENTIFIC z méfeni rozdilnych pH pufrd, chybové usecky pii optimalizaci fotometrické
techniky vyjadiuji stfedni chybu primeéru pro pét opakovani
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5.4 Reakce enzym + substrat na pH papircich, zji$téni afinity enzymu k substratu

a urceni kinetickych parametri

Pti pouziti pH papirki MACHEREY-NAGEL se pfi reakci enzymu se substratem
projevovala vyrazna barevna zména az po ¢ase 30 minut. Graf ¢. 11 odpovidéa kanalu R
v ¢ase 30 minut, kdy je mozno tento graf pouzit pro urceni kinetickych parametrt,
avSak pfi 30 minutach vykazoval nejlepsi analytické vlastnosti kanal G, vyneseny
v grafu ¢. 12, pii kterém se kfivka dala nejlépe vyhodnotit. Z programu Origin byly
zjistény hodnoty Vm = 172,2 a Km = 0,748 mmol/l. Z této saturaéni kiivky bylo nutné
zjistit optimalni koncentraci substratu, pii které bude reakce katalyzovana AChE probihat
nejrychleji. Za optimdlni koncentraci byla zvolena hodnota 2,5 mmol/l substratu.
Graf ¢. 13, ktery odpovida kanalu B, nebylo mozno vyuzit pro uréeni kinetickych

parametrd, jelikoz hodnoty jsou zatizeny vétsi chybou.

Z grafu ¢. 14, 15 a 16 lze pozorovat, ze barevny signal vSech tfech kanali roste
se vzrastajicim ¢asem. Tento jev vSak mohl byt zptisoben postupnym vysychdnim pH
papirku, 1 pfesto, ze béhem méfeni byla pouzita vlhkd komirka. Chybové usecky

vyjadiuji stfedni chybu priiméru pro 3 opakovéani.
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Graf ¢. 11: Zavislost intenzity barevného kandlu R na koncentraci substratu
ATChCI (foceno po 30 minutach probéhlé reakce), chybové tsecky vyjadiuji
sttedni chybu priméru pro 3 opakovani
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Graf ¢. 12: Zavislost intenzity barevného kanalu G na koncentraci substratu
ATChCI (foceno po 30 minutach probehlé reakce), chybové usecky vyjadiuji

stiedni chybu primeéru pro 3 opakovani
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Graf ¢. 13: Zavislost intenzity barevného kandlu B na koncentraci substratu
ATChCI (foceno po 30 minutach probéhlé reakce), chybové tsecky vyjadiuji

sttedni chybu primeéru pro 3 opakovani

49



170

165 {

160

155

150 %iii

145

Barevny signal

140

¢as (s)

Graf ¢ 14: Zavislost intenzity barevného kandlu R na case V sekundéch,
chybové usecky vyjadiuji stiedni chybu priimeéru pro 3 opakovani
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Graf ¢. 15: Zavislost intenzity barevného kandlu G na case v sekundach,
chybové usecky vyjadiuji stfedni chybu priméru pro 3 opakovani
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Graf ¢. 16: Zavislost intenzity barevného kanalu B na ¢ase v sekundach,
chybové usecky vyjadiuji stiedni chybu priiméru pro 3 opakovani
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5.5 Inhibice enzymu takrinem na pH papircich a uréeni ICso inhibitoru

Pti méfeni inhibice reakce takrinem byla pro stanoveni hodnot ICsp a LOD vybrana
zavislost kanali R a G, které odpovidaji grafim ¢. 17 a 18, graf ¢. 19, ktery popisuje
intenzitu kanalu B vykazoval $patné analytické vlastnosti, jelikoz kontrola hladiny B méla
nizkou hodnotu. Tato odchylka mohla byt zptisobena chybou méieni. Chybové tsecky
vyjadiuji stfedni chybu priméru pro tii opakovani, u kontroly jsou chybové tusecky
vyjadieny stfedni chybou priméru pro deset opakovani. U kanalu R byla vypocitana
hodnota 1Cso = 0,0712 pumol/l a hodnota LOD = 0,06 umol/l. U kanalu B hodnota
ICs50 = 0,157 umol/l a hodnota LOD = 2,24 umol/l.
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Graf ¢. 17: Zavislost intenzity barevného signalu u kanalu R na logaritmu
koncentrace inhibitoru, chybové usecky vyjadiuji sttedni chybu praméru pro tii

opakovani, u kontroly jsou chybové usecky vyjadieny stfedni chybou priméru
pro deset opakovani

Hodnota ICsp = 0,0712 pumol/I takrinu. Hodnota LOD je 0,06 umol/I.
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Graf'¢. 18: Zavislost intenzity barevného signalu u kanalu G na logaritmu koncentrace
inhibitoru, chybové usec¢ky vyjadiuji stfedni chybu priméru pro tfi opakovani,
U kontroly jsou chybové tusecky vyjadieny stiedni chybou priméru pro deset
opakovani

Hodnota ICso = 0,157 umol/l inhibitoru takrin. Hodnota LOD je 2,24 umol/I.
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Graf ¢. 19: Zavislost intenzity barevného signalu u kanalu B na logaritmu
koncentrace inhibitoru, chybové usecky vyjadiuji stfedni chybu priméru pro tfi
opakovani, u kontroly jsou chybové usecky vyjadieny stiedni chybou priméru pro
deset opakovani
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5.6 Saturaéni kiivka na spektrofotometru

Jak je mozno vycist z grafu ¢. 20 satura¢ni kiivka roste do 4 mmol/l ATChCI. Poté
aktivita enzymu s rostouci koncentraci substratu klesa. Tento jev je nejspiSe zpisobeny
tim, Ze AChE je inhibovan pii vysokych koncentracich substratu. Na rozdil u saturacni
kiivky kandlu G na pH papircich tato inhibice pozorovdna nebyla. Chybové usecky
jsou vyjadieny stfedni chybou priméru pro tfi opakovani. Hodnota Vim = 1,28x107 katal
a hodnota Km = 1,062 mmol/I.

1 minuta
0,0000014
0,0000012
0,000001

0,0000008
¢

aktivita enzymu

0,0000006

0,0000004 +

0,0000002 i ®
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Graf ¢ 20: Zavislost aktivity enzymu na koncentraci substratu na

spektrofotometru, chybové usecky jsou vyjadieny stiedni chybou praméru pro tii
opakovani
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5.7 Inhibice enzymu takrinem méieno na spektrofotometru

Graf €. 21 popisuje inhibi¢ni zavislost inhibitoru na aktivité enzymu. Jako inhibitor
byl zvolen takrin. Z grafu je patrné, Ze takrin pii vzrustajici koncentraci snizuje aktivitu
AChE linearné. Hodnota LOD = 1,94x107° umol/l takrinu a hodnota ICso
je 0,0175 umol/l. Chybové tseCky jsou vyjadieny stfedni chybou priméru pro tii

opakovani.
1 minuta
0,0000006
{ i 0,0000005
g e 0,0000004
R .
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R?=0,8694
o,ooooomi'--.,.
.
0
-8 -6 -4 ») 0 2
log ¢, (umol/1)

Graf ¢. 21: Zavislost aktivity enzymu na logaritmu koncentrace takrinu méfeno
na spektrofotometru, chybové tisecky jsou vyjadieny stiedni chybou priméru pro
tfi opakovani
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5.8 Vliv vybranych matric na reakci enzym + substrat

Vsechny pH papirky byly méfeny v ¢ase 30 minut. Vysledné hodnoty barevnych
kanali byly porovnany s hodnotami kontroly. Jako kontrola byl pouzit pouze enzym
AChE a substrat ATChCI.

Z tabulky €. 3 je patrné, ze barevny kandl R v malé mife ovliviiuje ethanol a Caj,
ethanol kanal R zvysuje o 5,39 % a Caj snizuje o 3,69 %. U ¢aje je mozné, ze doslo
ke zbarveni pH papirku vlivem barvy caje. U kanalu G doslo ke zvyseni po pfidani
ethanolu 0 8,77 %, v ostatnich ptipadech se hodnota kanalu G snizila o cca 4-8 %. Kanal

B zistal bez vétsi zmény po ptidani vEétSiny z matric. Ethanol kanél B zvysil 0 5,26 %.

Tabulka ¢. 3: Vliv matrice na AChE v barevnych kandlech RGB

R kontrola R | ethanol | ¢aj kava DrWitt | mléko
30 minut 156 165 150,7 153 151 153
G kontrola G |ethanol | ¢aj kava DrWitt | mléko
30 minut 849| 923 78,9 81 78 81
B kontrola B | ethanol | ¢aj kava DrWitt | mléko
30 minut 50,67 53,3 49,8 51 48,8 51
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6 Diskuze

Pii optimalizaci fotometrické techniky bylo zjiSténo, Ze hladiny kanali R a G
pfi zvySujicim se pH klesaji, zatimco kanal B roste v rozmezi hladin pH od 6 do 8
(Inagawa A., Sasaki A., Uehara N., 2020). Tento fakt byl v nasi praci zjistén na pH
papircich od dvou riznych vyrobct. V rozmezi hodnot pH 1-3 jsou hodnoty RGB
relativné neménné (Inagawa A., Saito K., Sasaki A., Uehara N., 2020). Kolorimetricka
metoda s vyuzitim fotoaparatu je reprodukovatelna a vhodna jako detekéni nastroj
ke studiu chemickych jeva (Inagawa A., Sasaki A., Uehara N., 2020). Velkou vyhodou
této metodé oproti metody spektrofotometrické je nizka spotieba reagencii, malé objemy
vzorkll potfebnych pro stanoveni a jednoduchost. Pouziti mobilniho telefonu nepotfebuje
vyskoleny personal a pouzité mobilni telefony jsou cenové dostupné. Vysledky
vSak mohou byt ovlivnény pouzitym zatizenim, jelikoz kazdé¢ digitalni zatizeni obsahuje
jiné specifikace. Naptiklad komprese dat ptedurcuje kvalitu celého testu, dale pak optické
aberace, mezi které patii vinétace nebo zkresleni, a ty negativné ovliviluji analytické
méfeni. Mens$i vyznam ma pak obrazovy snimac, ktery je zodpovédny za zachyceni svétla
a prenos signalu na digitalni data, a to diky stabilnimu zdroji osvétleni, ktery se béhem
analyzy neméni (Pohanka M., 2017). 3D tistény kryt tim, Ze omezuje veskeré okolni
svétlo, dopadajici na fotoaparat, zlepsuje pomér optického signalu k Sumu (Rani S. et al.,
2021). Zavislost intenzity barevnych kanalti na hodnoté¢ pH v rozmezi 1-14 popisuji
polynomickou zavislost a zadna z intenzit jednotlivych kanalti nekoreluje s hodnotami
pH (Shen L., Hagen J.A., Papautsky 1., 2012).

Pfi urceni reakénich parametri u saturacni kiivky je dobré si zvolit takovy kanal,
ktery vykazuje nejvhodnéjsi analytické vlastnosti pro urceni reak¢nich parametri.
V nasem méfeni byl zvolen graf ¢. 12 s kanalem G, z tohoto kanalu byla vyhodnocena
hodnota Vm, ktera odpovidala barevné intenzité 172,2 a hodnota Km, ktera byla rovna
0,748 mmol/l. Podle (Kostelnik A., Cegan A., Pohanka M., 2016), kdy byla testovana
aktivita AChE zachycena v zelatinové matrici, kdy na zakladé zmény pH média dojde
ke zméné pH indikatoru. Byl vybran kanal B, kde vypocitana hodnota Km se rovnala
2,9 x 10 mmol/l substratu AChCl. Rozdilna hodnota Km je dana jinou pouZitou
koncentraci substratu. Casovy interval reakce byl vybran 30 minut, p¥i pouziti del$iho
intervalu by mohlo dojit k vysychani vzorku (Pohanka M., 2015). Urceni reak¢nich
parametri. na spektrofotometru bylo provedeno dle Ellmana. Tato metoda

je nejpouzivangjsi fotometrickou metodou. DTNB vsak reaguje se sulfhydrylovymi
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skupinami v roztoku, a to poté muze ovlivnit vysledek méfeni (Holas O. et al., 2012).
Tato reakce je vSak rychld a pro vylouceni interference je vhodné pouzit rozdil
absorbanci. Ellmanova metoda je levna, rychla a jednoducha, ale nevyhodou v klinickém
pouziti je, Ze neumoziuje piesné stanoveni aktivity AChE v plné krvi nebo erytrocytech
kvuli interferenci hemoglobinu (Worek F. et al., 1999). Z grafu ¢. 20 u saturacni kiivky
je patrné, ze AChE je inhibovana pti vysokych koncentracich substratu (Colletier J. — P.,
2006).  Kolorimetrické  stanoveni, spolu s metodami  elektrometrickymi
¢1 radiometrickymi, jsou citlivé pro stanoveni aktivity AChE v experimentalni a klinické
toxikologii, rutinni pouziti je vSak pracné, kvtli ptipravé vzorka a dlouhé dobé méfeni.
Mezi spolehlivé metody patii také voltametricka analyza, kdy byla touto metodou métena
aktivita BChE v biologickych vzorcich. Toto stanoveni vykazovalo velmi spolehlivé
vysledky (Pohanka M., 2014). Na voltametrickém principu jsou zaloZeny také detekéni
prouzky DETEHIT, vyrobené firmou Oritest Praha, které detekuji organofosfaty
a aktivitu AChE v krvi. Tyto papirky se také osvédéily pro nizkonakladovou polni
analyzu (Pohanka M. et al., 2010). Nevyhodou vSak je, ze dochazi k méné vyraznému
zbarveni Zluté barvy, zejména za obtiznych svételnych podminek (Matéjovsky L.,
Pitschmann V., 2018). Testovaci prouzky vyrobené spole¢nosti E. Merck byly pouzity
pro stanoveni chromani a dusi¢nant v odpadni vodé. Vyhodnoceni probihalo vizualné,
kdy je mozno prouzky vyuzit pro kvalitativni analyzu, anebo reflektometricky, kdy byly
vysledky presnéjSi a vice reprodukovatelné a zarovenn srovnatelné se standardnimi
laboratornimi metodami (Waters L. C. et al., 1995). Dalsi moznosti je fluorimetrické
stanoveni, kdy 1ze AChE imobilizovat na tzv. kvantovych teckach (Zheng Z.et al., 2011).
Nebo Ize pouzit modifikovanou Ellmanovu metodu, kdy se thiocholin vaze
na fluorescen¢ni sondu a vykazuje citlivéjsi stanoveni aktivity AChE, kdy je mozné méfit
velmi nizké aktivity ChE (az 10712 mmol/l), oproti standardnimu spektrofotometrickému
stanoveni, kdy neni mozno uréit kinetické parametry <10~ mmol/l. Dalsi vyhodou této
metody je moZna miniaturizace a pouZiti v polnich podminkach (Mukhametgalieva A. R.
et al., 2020).

Pfi analyze s inhibitorem byl vyhodnocen limit detekce, ktery se u kandlu
R (graf ¢. 17) rovnal 0,06 umol/l a u kanalu G (graf ¢. 18) 2,24 umol/l. Podle (Kostelnik
A., Cegan A., Pohanka M., 2016) limit detekce takrinu u kanalu B pfi niz$im
koncentra¢nim rozsahu byl 1,1 nmol/l, zatimco naptiklad u galantaminu 1,28 pmol/l.

Nevyhodou vSak mohou byt zmény zbarveni béhem analyzy a mohou vést ke zhorSeni
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detekéniho limitu (Pohanka M., 2017). Limit detekce z grafu ¢. 21, kdy méfeni probihalo
na spektrofotometru, odpovidal hodnoté 1,94x10~° umol/l. Hodnota ICsp zméfena
na spektrofotometru byla 0,0175 umol/l. Hodnota ICsp kanalu R z grafu ¢. 17 odpovidala
hodnoté 0,0712 umol/l a u kanalu G (graf ¢. 18) byla hodnota ICs 0,157 umol/l. Metoda
s pouzitim spektrofotometru je citlivéjsi, ale je Spatné pfenosna pro pouziti v terénu
a spotieba reagencii je vétsi nez u metody fotometrické. Na druhou stranu vysledky

méieni nejsou ovlivnény okolnim svétlem a nedochézi k optickym aberacim.

Aktivitu AChE lze snizit za pouziti organickych rozpoustédel, jako je methanol,
ethanol nebo izopropylalkohol, a proto jsou povazovany za latky ovliviwgjici testy
zalozen¢ na AChE. Konkrétné alkoholy inhibuji AChE v pomérné vysokych
koncentracich. V testu interference 5% ethanolu na AChE nedoslo k Zadné zméné aktivity
enzymu (Kostelnik A., Cegan A., Pohanka M., 2016). Pfi nasi studii byl pouzit 9,6%
ethanol, coz odpovida slabsimu alkoholickému napoji ¢i vinu, a ovlivnil kanal R 0 5,39 %
a kanal G o 8,77 %, coz jsou hodnoty, které jsou témét zanedbatelné a tato mala odchylka
mohla byt zplisobena chybou pfi méfeni nebo vlivem okolniho svétla. Uginky ethanolu
na aktivitu AChE vlivem polymorfismu enzymu mohou byt rizné (Shin S., Roth L.G.,
Chang — Hwei Ch., 1991). Pii studii, kdy byla AChE imobilizovéana na celulézovou
matrici a jako chromogenni substrat byl pouzit indoxylacetat, doslo k inhibici 20%
ethanolem, a také dimethylsulfoxidem. Niz§i koncentrace pak také neméla zadny vliv
na stanoveni (Pohanka M., Vlcek V., 2014). Zadné dal§i nami pouzité matrice,

vyplyvajici z tabulky €. 3, nemély vyznamny vliv na stanoveni.
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[ Zavér
Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat fotometrickou techniku pfi stanoveni
AChE z pauhote elektrického a nasledné byla reakce inhibovana takrinem. Déle pak byl

sledovan tc¢inek vybranych matric na reakci AChE s ATChCI pii méfeni fotometrickou

technikou. Méfeni probihalo na papircich MACHEREY-NAGEL.

Inhibice AChE je diilezita piredev§im ve vyzkumu pro 1écbu neurodegenerativnich

onemocnéni, jako je naptiklad Alzheimerova choroba. U takrinu jsme uréili ICso a LOD.

Vliv malo koncentrovanych matric nemél na vysledek stanoveni zadnou vykazujici
hodnotu. Je tifeba brat v potaz zabarveni matric, aby neovliviiovaly vyslednou barvu

stanoveni a nezkreslovaly vysledky.

Metody vyuzivajici mobilni telefon jako detektor stanoveni jsou reprodukovatelné
a vhodné pro kolorimetricka stanoveni. V soucasnosti jsou metody, kde je jako detektor
pouzit mobilni telefon, dostupné ve védecké sfére. Pouziti v komercnich podminkach
neni jest¢ zcela dostupné. V budoucnu vsak lze ofekavat rychly vyvoj v zavedeni této

technologie pro praktické pouziti.
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