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Abstract

Acetylcholinesterase (AChE) is an enzyme which terminates action of neurotransmitter
acetylcholine in cholinergic neurons. Activity of enzyme is commonly assayed by Ellman’s method
which has broad number of disadvantages like instability of reagents and used enzyme cannot be use
repeatedly. Hence, we immobilized AChE onto surface of magnetic particles, which handle these
drawbacks. To determinate activity of enzyme, square wave voltammetry (SWV) method was
optimized, where screen-printed sensor with Prussian blue (PB) modified working electrode was used.
Calibration curve for AChE inhibitor tacrine was performed. Also interference of organic solvents to
AChE was tested.

Souhrn

Acetylcholinesterasa (AChE) je enzym, ktery ukoncéuje pienos vzrucht v cholinergnim systému.
Jeho aktivita je nejCastéji vySetfovana Ellmanovou metodou, kterd ovSem pouziva nestabilnich
reagencii a rovnéz pouzity enzym nelze znovu vyuzit. Proto byla AChE imobilizovana na povrch
magnetickych ¢astic, které fesi tyto nevyhody. Pro stanoveni enzymové aktivity byla optimalizovana
metoda square wave voltametrie (SWV) za pouziti sitotiskovych elektrod modifikovanych Pruskou
modii. RovnéZz byla sestrojena kalibra¢ni zavislost takrinu, jako modelového inhibitoru AChE, a
stanoven vliv organickych rozpoustédel na aktivitu AChE.

1. Uvod

AChE je enzym terminujici pfenos vzruch v cholinergnim systému, hydrolyzou
acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou [1]. V roce 1961 George L. Ellman piedstavil
kolorimetrickou metodu pro vySetfovani aktivity AChE. Tato metoda je zalozena na
enzymové hydrolyze acetylthiocholinu (ATChCI) na thiocholin a kyselinu octovou.
V nasledujicim kroku thiocholin reaguje s Ellmanovym cCinidlem 5,5°- dithiobis(2-
nitrobenzoovou kyselinou) (DTNB) za vzniku zluté 5-thio-2-nitrobenzoové kyseliny, ktera je

spektrofotometricky méfitelna pii 412 nm [2]. Z divodu svételné nestability DTNB Ize
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s vyhodou vyuzit elektrochemickych metod [3]. V tomto pfipad¢é je vznikajici thiocholin

elektrochemicky oxidovan za vzniku disulfidického mustku a volnych elektroni (obr. 1).

AChE

(CH,);N"(CH,),SCOCH, + H,O (CH,),N*(CH,),SH + CH,COOH (A)

S(CH,),N*(CH,),
oxidace

2 (CHN'(CH,),8H —= +2H +2¢€ (B)

S(CH,),N*(CH,),

Obr. 1 Enzymova hydrolyza acetylthiocholinu (A), oxidace thiocholinu (B)

Sitotiskové elektrody jsou diky nizké cené idealni pro masovou produkei, navic maji
dobrou reprodukovatelnost a spolehlivost. Jako materidlu se typicky vyuziva stéibrné ¢i
uhlikové pasty. Siroce pouzivana je uhlikova pasta, ktera je relativné levna, chemicky inertni
a snadno se modifikuje. Do pasty lze pridavat bezpocet modifikatord pro modifikaci
elektrodového povrchu [4-6]. Thio- skupina podléha elektrochemické oxidaci pii relativné
vysokém potencialu (0,7 V). Pfidanim modifikatoru, jako je ftalocyanin kobaltu, Pruska
modf, CdS kvantové tecky nebo hexakyanozelezitan kobaltnaty, Ize tento potencidl snizit
[7,8]. Pruska modf byla pouzita pro katodickou redukci H,0,, ovSem byly popsany i dalsi
aplikace pro stanoveni kyseliny askorbové, hydrazinu a thioll jako cystein, N-acetylcystein,
glutation nebo thiocholin [9,10].

Magnetické Castice prokazaly svou vyuzitelnost napf. v imobilizaci enzymd,
imunologickych stanovenich, DNA ¢i RNA purifikaci a mnohych dalSich aplikacich. [11-13].
Nicméné pouze nékolik praci se zabyvalo imobilizaci AChE na magnetické ¢astice [14-17],
ackoliv existuje fada praci vyuzivajici AChE jako biosenzoru [18,19].

Cilem prace bylo imobilizovat AChE na povrch magnetickych ¢astic za pouziti EDC,
ktery ma schopnost tvofit amidové vazby ve vodném prostiedi [20], optimalizovat SWV
metodu za pouziti sitotiskovych elektrod modifikovanych Pruskou modii ke sledovani
aktivity AChE v a bez ptitomnosti takrinu a stanoveni vlivu organickych rozpoustédel na
aktivitu AChE.

2. Experimentalni ¢ast
2.1. Chemikalie

Acetylcholinesterasa z elektrického tihote, lyofilizat (> 1000 units/mg protein), ATChCI,

magnetické Castice s vazanou karboxy skupinou, EDC, 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin
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hydrochlorid hydrat (takrin), N-acetyl-L-cystein, Pruska mod¥, fosfatovy pufr (PBS) pH 7.4,
dimethylsulfoxid (DMSO), Tween-20 a isopropyl alkohol byly dodany firmou Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA), denaturovany ethanol od firmy PENTA (Praha).

2.2. Pristroje a zarizeni

Sitotiskové elektrody (BVT, Brno) o rozmérech 25,4 x 7,26 x 0,63 mm s kruhovou
uhlikovou pracovni elektrodou o priméru 1 mm, kruhovou platinovou pomocnou elektrodou
a kruhovou chloridostiibrnou referentni elektrodou. Analyza byla provadéna na
elektrochemickém analyzéatoru PalmSens (PalmSens BV, Houten, Nizozemsko) komunikujici

S pocitacem pies software PSLite 1,8 (PalmSens BV, Houten, Nizozemsko).

2.3. Podminky SWV

Tab. 1 Podminky square wave voltametrie

Rozsah potencialu | 0—1,8 V

Potencialovy krok | 0,005V
Amplituda 0,010V
Frekvence 1Hz

2.4. Priprava elektrod modifikovanych Pruskou modii
Navazka 3 mg Pruské modii byla rozpusténa v 1 ml PBS 7,4 a dikladné¢ zamichéna.
Nasledné bylo na povrch elektrody naneseno 30 pl roztoku a elektroda se nechala uschnout

pfi laboratorni teploté.

2.5. Priprava roztoki

Byly ptipraveny roztoky ATChCI a N-acetyl-L-cysteinu o koncentracich 75, 100, 125,
150, 175 a 200 mM a kalibra¢ni roztoky takrinu v koncentracich 400, 500, 600, 700 a 750
uM. Vsechny roztoky byly pfipraveny v objemu 1 ml fedénim PBS pH 7,4 do

mikrozkumavek.

2.6. Priprava magnetickych ¢astic s imobilizovanou AChE (MPs-AChE)

Magnetické castice (400 pl) byly 2x promyty 1 ml PBS 7,4 a promyvaci pufr byl vzdy
zcela odpipetovan. Nasledné bylo ptidano 200 pul EDC (3 mg ve 200 ul PBS 7,4). Tato smés
byla 15 min tfepana (600 rpm) a nasledné 2x promyta PBS 7,4. Pufr byl zcela odstranén a
bylo ptidano 300 ul PBS 7,4 a 300 ul AChE a smés byla tfepana 2 hod (600 rpm). Nakonec
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byly magnetické Castice 3x promyty PBS 7,4 z divodu odstranéni nenavazaného enzymu,

resuspendovany v 200 pl PBS 7,4 a skladovany pii 4 °C.

2.7. Voltametrické méreni

400 pl PBS 7,4, 25 pl MPs-AChE, 25 ul takrinu, 450 pl PBS 7,4 a 100 pul ATChCI o
koncentraci 175 mM bylo ptidano do kyvety. Po 1 hod inkubace byl roztok odpipetovan od
magnetickych Castic do Cisté kyvety. Nasledovalo voltametrické méfeni se sitotiskovou

elektrodou modifikovanou Pruskou modfi.

3. Vysledky a diskuse
3.1. Optimalizace SWV metody

SWV metoda byla optimalizovana za pouziti N-acetyl-L-cysteinu v rozmezi koncentraci
7,5 - 20 mM a pik thiocholinu byl ziskan pti potencialu piiblizn¢ 0,9 V a to v piipadé
nemodifikované elektrody, zatimco méfenim s modifikovanou elektrodou byl pik N-acetyl-L-
cysteinu ziskan pii potencialu 0,745+0,005 V (obr. 2, obr. 3). Podobnych vysledki bylo
dosazeno v praci Pohanky a kol. pii méfeni glutationu, kdy byl pik thio skupiny ziskan pti
potencialu 0,764+0,041 V a v praci Foroughi a kol. pti méfeni N-acetyl-L-cysteinu, ktery
dostal pik pii potencialu 0,6 V [21,22]. Ve voltamogramu se mohou rovnéz objevit vyssi
oxida¢ni stavy thio skupiny [23]. Jak jiz bylo popsano diive, Pruskd modi ma schopnost

snizovat potencial potiebny k oxidaci thio skupiny, coZ se ndm podafilo prokazat béhem méfeni

E/V

Obr. 2 SWYV krivky N-acetyl-L-cysteinu v PBS 7.4

rozsah potencialu 0 — 1.8 V, potencialovy krok 0.005 V, amplituda 0.010 V a frekvence 1 Hz;
sitotiskova elektroda uhlikova pracovni elektroda, AgCl referentni elektroda a platinovd pomocna
elektroda

78



o
W

R =0.9823 .
. -
i 0,2-
= e
E o
e
<
§ 0,1 ]L/ =
= 1 o
ool -~

5 10 15 20
N-Ac-Cys (mM)

Obr. 3 Optimalizaé¢ni kiivka N-acetyl-L-cysteinu v PBS 7.4

rozsah potencialu 0 — 1.8 V, potencidlovy krok 0.005 V, amplituda 0.010 V a frekvence 1 Hz;
sitotiskova elektroda uhlikova pracovni elektroda, AgCl referentni elektroda a platinovd pomocna
elektroda

Obr. 4 SWV kiivky ATChCl v PBS 7.4

rozsah potencialu 0 — 1.8 V, potencidlovy krok 0.005 V, amplituda 0.010 V a frekvence 1 Hz;
sitotiskova elektroda uhlikova pracovni elektroda, AgCl referentni elektroda a platinovd pomocna
elektroda

N-acetyl-L-cysteinu [24]. Pro identifikaci piku thiocholinu byla sestrojena optimaliza¢ni
ktivka v rozmezi koncentraci 7,5 - 20 mM ATChCI (obr. 4, obr. 5). Ac¢koli maji ATChCI a N-
acetyl-L-cystein strukturni podobnost, pik thiocholinu byl nalezen pii potencialu 1,320+0,020

V, coz bohuzel prodluzuje délku analyzy.
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Obr. 5 Optimalizaé¢ni kiivka ATChCl v PBS 7.4

rozsah potencialu 0 — 1.8 V, potencidlovy krok 0.005 V, amplituda 0.010 V a frekvence 1 Hz;
sitotiskova elektroda uhlikova pracovni elektroda, AgCl referentni elektroda a platinova pomocna
elektroda

I/pA

Obr. 6 SWV k¥ivky takrinu v PBS 7.4

rozsah potencialu 0 — 1.8 V, potencialovy krok 0.005 V, amplituda 0.010 V a frekvence 1 Hz;
sitotiskova elektroda uhlikova pracovni elektroda, AgCl referentni elektroda a platinova pomocna
elektroda

Takrin, reverzibilni inhibitor AChE, byl vybran jako modelova molekula [25]. Byla
sestrojena kalibra¢ni kiivka v rozmezi koncentraci 10 — 18,75 uM (obr. 6, obr. 7).
Koncentrace takrinu nad 20 uM vraceji odezvu zpét do vysSich proudovych hodnot a dalsi

inhibice jiZ neni pozorovéana. To je zpisobeno saturaci enzymu inhibitorem. Limit detekce pro
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Obr. 7 Kalibra¢ni k¥ivka takrinu v PBS 7.4

rozsah potencialu 0 — 1.8 V, potencidlovy krok 0.005 V, amplituda 0.010 V a frekvence 1 Hz;
sitotiskova elektroda uhlikova pracovni elektroda, AgCl referentni elektroda a platinova pomocna
elektroda

nasi metodu byl vypoéitan na 8,1 uM takrinu, podobnych vysledki dosahnul Bollo et al.,
ktery stanovil limit detekce na 4,8 uM takrinu [26].

3.2. Opakovatelnost méieni s MPs-AChE

Cilem prace bylo ptipravit MPS-AChE pro opakované pouziti. Proto bylo testovano jak
dlouho MPs-AChE vydrzi bez poklesu enzymové aktivity, a to v ptipadé€, Ze nebude pfitomen
inhibitor (obr. 8). Pokles aktivity je zpusoben degradaci magnetickych ¢astic béhem
promyvani mezi jednotlivymi cykly. Produkt degradace se objevoval jako hnédocervené

zbarveni roztoku.

3.3. Vliv organickych rozpoustédel na AChE

Byl stanoven vliv organickych rozpoustédel na AChE za pouziti Tween-20 (0,025%),
DMSO (2,5%), isopropyl alkoholu (2,5%) a ethanolu (5%). Tween-20 snizoval aktivitu
AChE, ackoliv zadna inhibice nebyla dfive pozorovana [27,28]. Na druhou DMSO ma
schopnost inhibice AChE, nicméné v zaznamu siln¢ interferoval, divodem je pravdépodobné
oxidace na elektrodé [29,30]. Ethanol a isopropyl alkohol jsou schopny snizovat aktivitu
AChE [31,32]. V nami pouzitych koncentracich nebyla aktivita AChE ovlivnéna, nicméné
nad 5 % zpusobovali oba alkoholy ve voltamogramu Sum a posun. Vyssi koncentrace
isopropyl alkoholu navic zplsobovaly degradaci magnetickych ¢astic, u ethanolu toto

pozorovano nebylo (obr. 9).
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Obr. 8 Opakovatelnost méi‘eni s MPs-AChE v PBS 7.4

rozsah potencialu 0 — 1.8 V, potencidlovy krok 0.005 V, amplituda 0.010 V a frekvence 1 Hz;
sitotiskova elektroda uhlikova pracovni elektroda, AgCl referentni elektroda a platinova pomocna
elektroda
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Obr. 9 Vliv organickych rozpoustédel na AChE
T-20 - Tween-20; DMSO - dimethylsulfoxid; IsoPr - isopropyl alkohol; EtOH - ethanol; Kont. -
kontrola; Intf. - testované rozpoustédlo; rozsah potencialu 0 — 1.8 V, potencialovy krok 0.005 V,
amplituda 0.010 V a frekvence 1 Hz; sitotiskova elektroda uhlikova pracovni elektroda, AgCl
referentni elektroda a platinova pomocna elektroda

4. Zavér

AChE byla imobilizovana na povrch magnetickych castic za pouziti EDC a
optimalizovdna pro pouziti se square wave voltametrii. Metoda je vhodnd pro stanoveni
inhibitoru takrinu do 20 uM, nad tuto koncentraci jiz neni pozorovana dalsi inhibice vlivem
saturace enzymu. Limit detekce byl stanoven na 8,1 uM takrinu. Ethanol a isopropyl alkohol

Vv pouzitych koncentracich neovliviiuji aktivitu AChE, zatimco Tween-20 se ukazal byt jako
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inhibitor a DMSO vV zaznamu silné interferoval z divodu oxidace na elektrodé. Zde

prezentované vysledky byly publikovany v odborném periodiku [33].
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