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Abstract

Smartphones are widely spread in today’s society and they were successfully used in analytical
chemistry as a simple detection tool. This work focuses on immobilization of acetylcholinesterase onto
commercial pH strips with stabilization in gelatin membrane and use smartphone as detection tool.
AChE cleaves acetylcholine into choline and acetate, which causes color change of acid-base
indicator, while inhibitors block this process. Measurement was performed on 3D printed stand
followed by photography evaluating in computer via RGB channels.

Souhrn

Smartphony jsou Vv dne$ni spole¢nosti Siroce rozSifeny a s uspéchem jiz byly vyuZity
i vanalytické chemie jako jednoduché detekéni zafizeni. Tato prace se zaméfuje na imobilizaci
acetylcholinesterasy (AChE) na povrch komerénich pH prouzki se stabilizaci v Zelatinové membrané
a vyuziti smartphonu jako detekéniho prvku. AChE rozklada acetylcholin na cholin a acetat, ktery
zpusobuje barevny prechod indikatoru, cholinesterasové inhibitory tento proces blokuji. M¢feni
probéhlo na 3D tisténém stojanu s naslednym vyhodnocenim fotografii v pocita¢i pouzitim RGB bodu.

1. Uvod

AChE je enzym Stépici V cholinergnim systému acetylcholin na cholin a acetat
¢imz ukoncuje nervovych prenos [1]. Nejbéznéji vyuzivana metoda pro stanoveni enzymové
aktivity je zaloZzena na reakci Ellmanova c¢inidla s thiocholinem, rozkladného produktu
acetylthiocholinu, za vzniku Zzlutého zbarveni poskytovaného 5-thio-2-nitrobenzoovou
kyselinou, které je spektrofotometricky meéfitelné pii 412 nm [2]. Dalsi moznosti je
elektrochemické stanoveni [3,4] nebo pouziti acidobazickych indikatort [5,6]. Rovnéz pro
imobilizaci enzymi bylo navrzeno bezpocet postupii a matric, véetné zelatiny [7-9]. Prosta
fyzikalni adsorpce na povrch celulozy se stabilizaci v zelatinové membrané jiz byla

v minulosti s uspéchem pouzita pro pfipravu biosenzord na bazi AChE [10,11]. Smartphony
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jsou dnes Siroce rozSifenym zafizenim a V nékterych oblastech analytické chemie jiz byly
uspésné vyuzity i diky nenarocnosti jejich obsluhy [12,13]. Tato prace je zaméfena na
pfipravu biosenzoru s imobilizovanou AChE na povrchu pH prouzki se stabilizaci
V Zelatinové membran€. Funk¢nost biosenzoru byla ovéfena pouzitim standardnich roztoka
inhibitort 1 nareadlnych vzorcich a validovdna standardnim spektrofotometrickym testem
podle Ellmana. Hlavni ptfednosti biosenzoru je moznost spojeni Se smartphonem, jakoZzto
detek¢énim zafizenim, umoznujici vyuziti napt. v mén¢ vybavenych laboratofich ¢i v terénnich

podminkach.

2. Experimentalni ¢ast
2.1 Material a zafrizeni

AChE z elektrického thofe, acetylcholin chlorid (AChCI), acetylthiocholine (ATChCI),
5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoova) kyselina (DTNB), donepezil, galantamin, tetraisopropyl
pyrofosforamid (iso-OMPA) a fosfatovy pufr pH 7,4 dodala firma Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA), Zelatinu firma PENTA (Praha, Ceska republika), pH prouzky firma Macherey-Nagel
(Diiren, Némecko), 3D tiskarna Prusa i3 od Prusa Research (Praha, Ceska republika). Pouzity

smartphone Sony Xperia s 5Mpx fotoaparatem a LED svétlem.

2.2 Priprava pH prouzku s kotvenou AChE
Na povrch prouzku bylo naneseno 10 ul AChE (aktivita 26 U), ktera se ponechala
zaschnout pii laboratorni teploté. Poté byl prouzek ptekryt vrstvou 10 ul 1% Zzelatiny a po

zaschnuti pfi laboratorni teploté byl az do pouziti skladovan pii teploté 4 °C.

2.3 Méreni se smartphonem

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 450 pl PBS 7,4 a 50 ul 10 mM AChCI a
prouzek byl do tohoto roztoku ponofen. Po 15 min reakce byl prouzek vyjmut, osusen od
piebytecného reakéniho meédia a smartphonem umisténém na 3D tiSténém stojanu
zaznamenana barevna zména. Stojan zajist'oval konstantni vzdalenost od podlozky a zaroven
plnil funkci tmavé komory, aby nedochazelo k ovlivnéni fotografie okolnimi svételnymi

podminkami.

2.4 Standardni Ellmanova metoda
Pro validaci metody bylo provedeno méteni standardni spektrofotometrickou metodou
podle Ellmana. Do kyvety bylo postupné pipetovano 400 ul DTNB, 25 ul AChE, 475 ul PBS 7,4
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a 100 ul ATChCI. Absorbance smési byla proméfena ihned po pridavku substratu a poté po

2 min reakce, rozdil absorbanci odpovida aktivité enzymu.

2.5 Zpracovani fotografii ziskanych smartphonem

Fotografie pofizené smartphonem byly dale zpracovany v pocitaci, kde byly v programu
GIMP 2.8.16 ziskany hodnoty RGB (Cervena — zelena — modra) bodii. Rozdil barevné zmény
vynaseny na ose Y byl ziskan nasledovné: Intenzita zbarveni pfed enzymovou reakci —
Intenzita zbarveni po enzymové reakci. Tento rozdil odpovida enzymové aktivité pti riznych

koncentracich substratu nebo inhibitoru.

3. Vysledky a diskuze

Metoda je zaloZena na barevném piechodu indikatoru v pH citlivé zoné prouzku
z Cervené do oranzové (obr. 1). Barevna zména byla hodnocena ve vsech tfech barevnych
kanalech, nicméné pro dal$i hodnoceni byl sledovan pouze zeleny kanal, jelikoz Cerveny a

modry zlstaly beze zmény.

AChE
Acetylcholin + voda %» cholin + acetat
(Cervena) inhibitor (oranzova)

Obrazek 1. Princip reakce vyuzivajici pH citlivych prouzka.

3.1 Optimalizace mnoZstvi Zelatiny

Zelatina byla testovana v koncentracich 0 %, 0,001 %, 0,01 %, 0,1 %, 1 % a 10 %. Na
povrch prouzku bylo vzdy naneseno 10 pl a nasledné byl prouzek ponoten do PBS 7,4 a byl
sledovan barevny prechod do ervené barvy (obr. 2). Zelatina o koncentraci 10 % se ukézala
jako nevhodna, jelikoz zamezovala pfistupu pufru na povrch prouzku (na obrazku
reprezentovany poklesem rozdilu barevné zmény Vv zeleném kanale). Koncentrace Zelatiny 1

vvvvv

0 koncentraci 1 %.
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Obrazek 2. Optimalizace mnozstvi zelatiny. Chybové usecky pro n = 3 £ SEM. Rc = Cerveny kanal,
Gc = zeleny kanal, Bc = modry kanal.

3.2 Méreni inhibitori

AChE je citliva k neurotoxickym latkam jako jsou léky, nervové paralytické latky ¢i
pesticidy. Neékteré ztéchto latek jsou pouzivany v 1éEbé Alzheimerovi nemoci [14].
Galantamin a donepezil mizeme uvést jako ptiklad v soucasnosti pouzivanych latek [15]. Pro
galantamin byla sestrojena kalibra¢ni zavislost v koncentraénim rozmezi 0,156 az 2,5 uM
s LOD 149 nM (obr. 3). Podobnych vysledkt bylo dosazeno i diive pfi méfeni koncentrace
galantaminu cestou inhibice AChE [16,17]. Validace méfeni pro galantamin byla provedena
Ellmanovou metodou s korelaénim koeficientem 0,9922. Funk¢nost metody byla ovéfena na
realném vzorku plasmy (obr. 4). Tu bylo potieba oSetfit pfidavkem iso-OMPA, selektivnim
inhibitorem butyrylcholinesterasy, ktera je v plasmé fyziologicky pfitomna a vykazuje afinitu

k pouzitému substratu.

88



25

2)

g R =-0.9975
20 -

N

‘O

c

>

&

=5 154

Na)

3

N

D% 10
5 | 1 |
-1,0 0,5 0,0 0,5

log ¢ galantamin (uM)

Obrazek 3. Kalibracni kiivka galantaminu. Chybové usecky pro n =3 = SEM.
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Obrazek 4. Korelac¢ni kiivka standardniho roztoku galantaminu vs. vzorek plasmy. Chybové usecky
pron =3+ SEM.
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Pro stanoveni donepezilu bylo vyvinuto mnozstvi chromatografickych [18,19], stejné
jako elektrochemickych [20,21] ¢i spektrofotometrickych metod [22,23]. Nicméné nebyla
nalezena zminka o stanoveni donepezilu prostiednictvim inhibice AChE. Byla sestrojena
kalibra¢ni kiivka donepezilu v rozmezi koncentraci 0,031 az 0,5 uM s LOD 22,3 nM (obr. 5).
Validace byla povedena standardni Ellmanovou metodou s korelaénim koeficientem 0,9895.

Taktéz pro donepezil byla pouzitelnost metody ovétena na vzorku plasmy (obr. 6).
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Obrazek 5. Kalibracni kiivka donepezilu. Chybové usecky pro n =3 = SEM.

4. Zavér

AChE byla imobilizovdna na povrch pH prouzku a zastabilizovana v Zelatinové
membrang. Takto upraveny prouzek poté slouzil k méfeni cholinesterasovych inhibitori
galantaminu a donepezilu s detek¢nimi limity 149 nM, resp. 22,3 nM. Metoda byla spésné
validovana za pomoci standardni spektrofotometrické metody a ovéfena na vzorcich plasmy.
Vyhodou metody je jednoduchost, nizka cena, rychlost, a pifedevSim nepotiebnost
specializovaného laboratorniho vybaveni umoziujici méfeni i v terénnich podminkach. Zde
prezentované vysledky jsou pouze shrnutim, celd problematika je podrobnéji popsana

Vv publikovaném rukopise [24].
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Obrazek 6. Korelacni kiivka standardniho roztoku donepezilu vs. vzorek plasmy. Chybové tsecky
pron=3+ SEM.
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