
Scientific Journal «ScienceRise:Biological Science»		 №4(41)2024

19 

DOI: 10.15587/2519-8025.2024.325058
CHOLINE MONITORING TO ASSESS 
INFLAMMATORY HEPATITIS 

p. 4–10

Julija Razumiene, PhD, Chief Researcher, Institute of Bio-
chemistry, Life Sciences Center, Vilnius University, Sau-
letekio ave., 7, Vilnius, Lithuania, LT-10257
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2191-8617

Vidute Gureviciene, Master Degree in Biophysics, Biochemist, 
Institute of Biochemistry, Life Sciences Center, Vilnius Univer-
sity, Sauletekio ave., 7, Vilnius, Lithuania, LT-10257
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1123-3929

Ieva Sakinyte-Urbikiene, PhD, Researcher, Institute of 
Biochemistry, Life Sciences Center, Vilnius University, Sau-
letekio ave., 7, Vilnius, Lithuania, LT-10257
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3707-9392

Liubov Galuzinska, PhD, Associate Professor, Leading 
Researcher, Department of Clinical Laboratory Diagnostics, 
Microbiology and Biological Chemistry, National Univer-
sity of Pharmacy, Hryhoriia Skovorody str., 53, Kharkiv, 
Ukraine, 61002
E-mail: ljubvgaluzinskaja@ukr.net
ORCID: http://orcid.org/0000-0002-1512-7552

Seniuk Igor, PhD, Associate Professor, Department of 
Clinical Laboratory Diagnostics, Microbiology and Biolog-
ical Chemistry, National University of Pharmacy, Hryhoriia 
Skovorody str., 53, Kharkiv, Ukraine, 61002
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3819-7331

Kravchenko Vira, Doctor of Biological Sciences, Professor 
Department of Clinical Laboratory Diagnostics, Microbiology 
and Biological Chemistry, National University of Pharmacy, 
Hryhoriia Skovorody str., 53, Kharkiv, Ukraine, 61002
ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6335-2490

Dmytro Lytkin, PhD, Educational and Scientific Institute of 
Applied Pharmacy, National University of Pharmacy, Hryho-
riia Skovorody str., 53, Kharkiv, Ukraine, 61002
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4173-3046

The aim of the study is to create a rapid and reliable biosen-
sor for determining choline in biological media.
Materials and methods. Choline oxidase (EC 1.1.3.17, 17 U/mg)  
from Arthrobacter globiformis was purchased from Sigma. 
Hydrogen peroxide (30 %, v/v aqueous solution), choline 
chloride, and bovine serum albumin (V fraction) (BSA) were 
obtained from Sigma. Glutaraldehyde 25 % was obtained 
from Merck KGaA. Semipermeable terylene membrane, 
12 µM thickness, 0.4 µM diameter of pore were obtained from 
the Institute Joint Institute of Nuclear Research. The body 
fluid samples from mice were obtained from the National 
University of Pharmacy, Ukraine. 

The layer consisting of 5 µL of a solution comprising ChOx, 
BSA, and glutaraldehyde was formed on the inner surface 
of the ring-fixed semipermeable terylene film (working area 
Ø2.4  mm) by creating a membrane. Subsequently, it was 
maintained at 4 °C for a period of 12 hours. The enzymatic 
membrane was mechanically affixed to the Pt electrode’s 
surface, forming a biosensor. Chronoamperometric mea-
surements were conducted with a custom-made potentiostat 
(Vilnius University, Life Sciences Centre, Institute of Bio-
chemistry), utilizing a conventional three-electrode electro-
chemical cell comprising a platinum auxiliary electrode, a 
saturated Ag/AgCl reference electrode, and the biosensor 
as the working electrode. 
To simulate inflammation, we recreated the model of acute 
toxic tetrachloromethane hepatitis. Hepatitis is an acute or 
chronic inflammation of the liver, caused by various factors: 
intoxication with household substances, poisons, drugs, al-
cohol, autoimmune, and infectious processes. To simulate 
inflammation, we recreated the model of acute toxic tetra-
chloromethane hepatitis by the method of O. V. Stefanov. The 
study was conducted at the Biomedical Research Laboratory 
of the Educational and Research Institute of Applied Phar-
macy of the National University of Pharmacy.
Results. A reagentless amperometric choline biosensor was 
developed and characterized using the enzyme choline oxi-
dase from Arthrobacter globiformis (ChOx). The biosensor 
showed rapid response, appropriate stability, and sensitivity 
to choline when acting in model and in real biologic media. 
Since choline is a product of esterase-catalyzed reactions, 
the activity of esterases can be evaluated via choline release. 
This study revealed the increased concentrations of choline 
in the samples of the model of acute toxic tetrachloromethane 
hepatitis compared to control animals.
Conclusions. The ChOx based biosensor is a reliable tool 
for the monitoring of choline in biological media, such as 
blood serum. The activity of esterases can be evaluated via 
choline release. Consequently, measured esterase activity by 
choline-type biosensors could serve as biomarkers for the as-
sessment of hepatitis-type inflammation dynamics. 
This is also highly relevant for the study of the pharmacologi-
cal action of drugs with the expected anti-inflammatory effect
Keywords: choline biosensor, choline oxidase, esterase activ-
ity, hepatitis, inflammation monitoring
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Objective. The present work is devoted to the in vitro anti-
microbial activity of newly synthesized aryl acyclic amino 
alcohols, namely, derivatives of alkyl (R-aryl) oxydialkyl 
ammonium salts against clinical strains of enterococci.
Materials and methods. The object of the study was 52 newly 
synthesized aryl acyclic amino alcohols, namely derivatives 
of quaternary salts of alkyl(aryloxyethoxy)dialkylaminopro-
panol, synthesized at the Institute of Organic Chemistry of 
the National Academy of Sciences of Ukraine. The antimi-
crobial activity was evaluated in vitro by agar diffusion and 
serial dilutions against the reference strain Enterococcus 
faecalis ATCC 29212 and 25 clinical isolates. The efficacy 
of the compounds against clinical strains was evaluated by 
comparison with the activity of antimicrobial drugs.
Results. As a result of the screening against the refer-
ence strain, the compounds with the most pronounced 
antienterococcal activity were identified. The most active 
ones (Kc21, Kc14, Kc28, Kc13, Kp13) had retention zones 
of more than 14 mm. The MIC determination identified 10 
most active compounds, the MIC of Kp10 and Kp19 against 
the reference strain was 0.58±0.10 μg/ml and 1.76±0.19 μg/
ml. As for clinical strains, the compounds showed moderate
activity, with MIC values ranging from 0.48 to 15.63 μg/ml,
inhibiting a proportion of isolates at the level of ampicillin
and vancomycin. All compounds outperformed the activity
of tetracycline in inhibiting antibiotic-resistant strains. The
antimicrobial effect of the studied substances was at the lev-
el of decamethoxin and significantly exceeded the activity
of miramistin.
Conclusions. The study made it possible to identify the
10 most active compounds against the test microorganisms
and to compare them with commercial antimicrobial drugs.
The list of the most effective aryl acyclic amino alcohols is
presented in the following list: Kp10, Kp19, Kp8, Kc2, Kp18,
Kc23 Kc1, Kc3, Kc4, and Kc22. The data obtained indicate
the prospects for further study of the antimicrobial properties 
of alkyl (R-aryl) oxydialkyl ammonium derivatives
Keywords: antibiotic resistance, Enterococcus spp., MIC, se-
rial dilution method, antibiotics, antiseptics
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АНОТАЦІЇ
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МОНІТОРИНГ ХОЛІНУ ДЛЯ ОЦІНКИ ЗАПАЛЬНОГО ГЕПАТИТУ (c. 4–10)

Julija Razumiene, Vidute Gureviciene, Ieva Sakinyte-Urbikiene, Л. В. Галузінська, І. В. Сенюк, В. М. Кравченко,  
Д. В. Литкін 

Мета роботи – створення швидкого та надійного біосенсора для визначення холіну в біологічних середовищах.
Матеріали та методи. Холіноксидазу (EC 1.1.3.17, 17 Од/мг) з Arthrobacter globiformis було придбано у компанії Sigma. 
Перекис водню (30 %, водний розчин), холіну хлорид та бичачий сироватковий альбумін (V фракція) (BSA) були отримані 
від Sigma. Глутаральдегід 25 % був отриманий від Merck KGaA. Напівпроникну териленову мембрану товщиною 12 мкм, 
діаметром пор 0,4 мкм було отримано з Об›єднаного інституту ядерних досліджень. Зразки біологічних рідин щурів 
були отримані в Національному фармацевтичному університеті, Україна. 
Шар, що складався з 5 мкл розчину, який містив ChOx, BSA та глутаральдегід, формували на внутрішній поверхні 
закріпленої кільцем напівпроникної териленової плівки (робоча зона Ø2,4 мм) шляхом створення мембрани. Згодом її 
витримували при 4 °C протягом 12 годин. Ферментативну мембрану механічно прикріплювали до поверхні платинового 
електрода, утворюючи біосенсор. Хроноамперометричні вимірювання проводили за допомогою виготовленого на 
замовлення потенціостата (Вільнюський університет, Центр наук про життя, Інститут біохімії), використовуючи 
звичайну трьохелектродну електрохімічну комірку, що складається з платинового допоміжного електрода, насиченого 
Ag/AgCl електрода порівняння та біосенсора в якості робочого електрода. 
Для імітації запалення ми відтворили модель гострого токсичного тетрахлорметанового гепатиту. Гепатит - це 
гостре або хронічне запалення печінки, спричинене різними факторами: інтоксикацією побутовими речовинами, 
отрутами, ліками, алкоголем, аутоімунними та інфекційними процесами. Для імітації запалення була відтворена 
модель гострого токсичного тетрахлорметанового гепатиту за методом О. В. Стефанова. Дослідження проведено на 
базі лабораторії медико-біологічних досліджень Навчально-наукового інституту прикладної фармації Національного 
фармацевтичного університету.
Результати. Розроблено та охарактеризовано безреагентний амперометричний біосенсор холіну з використанням 
ферменту холіноксидази з Arthrobacter globiformis (ChOx). Біосенсор показав швидкий відгук, відповідну стабільність 
і чутливість до холіну при дії в модельних і реальних біологічних середовищах. Оскільки холін є продуктом реакцій, що 
каталізуються естеразами, активність естераз можна оцінити за вивільненням холіну. У цьому дослідженні виявлено, 
що у зразках моделі гострого токсичного тетрахлорметанового гепатиту спостерігається підвищена концентрація 
холіну порівняно з контрольними тваринами.
Висновки. Біосенсор на основі ChOx є надійним інструментом для моніторингу холіну в біологічних середовищах, таких 
як сироватка крові. Активність естераз можна оцінити за вивільненням холіну. Отже, вимірювання активності 
естераз за допомогою біосенсорів холінового типу можуть слугувати біомаркерами для оцінки динаміки запалення 
при гепатитах. 
Це також є актуальним для вивчення фармакологічної дії препаратів з очікуваним протизапальним ефектом
Ключові слова: холіновий біосенсор, холіноксидаза, естеразна активність, гепатит, моніторинг запалення
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АНТИМІКРОБНІ ВЛАСТИВОСТІ НОВОСИНТЕЗОВАНИХ АРИЛ АЦИКЛІЧНИХ АМІНОСПИРТІВ ЩОДО 
КЛІНІЧНИХ ШТАМІВ ЕНТЕРОКОКІВ (c. 11–18)

В. Б. Настенко 

Мета. Дана робота присвячена дослідженню in vitro антимікробної активності новосинтезованих арил ациклічних 
аміноспиртів, а саме похідних солей алкіл (R-арил) оксидиалкіл амонію проти клінічних штамів ентерококів.
Матеріали та методи. Об›єктом дослідження були 52 новосинтезовані арил ациклічні аміноспирти, а саме по-
хідні четвертинних солей алкіл(арилоксиетокси)діалкіламінопропанолу, синтезовані в Інституті органічної хімії 
НАН  України. Антимікробну активність оцінювали in vitro методом дифузії в агар та серійних розведень щодо 
референтного штаму Enterococcus faecalis ATCC 29212 та 25 клінічних ізолятів. Оцінку ефективності сполук щодо 
клінічних штамів проводили шляхом порівняння з активністю антимікробних препаратів.
Результати. В результаті проведеного скринінгу щодо референтного штаму було визначено сполуки, що володіють 
найбільш вираженою антиентерококовою активністю. Найактивніші (Kc21, Kc14, Kc28, Kc13, Kp13) мали зони 
затримки понад 14 мм. Визначення МІК виділило 10 найактивніших сполук, МІК Kp10 та Kp19 щодо референтно-
го штаму становила 0,58 ± 0,10 мкг/мл та 1,76 ± 0,19 мкг/мл. Щодо клінічних штамів сполуки продемонстрували 
помірну активність, значення МІК яких варіювалися від 0,48 до 15,63 мкг/мл, що дорівнює інгібуючій ефективності 
ампіциліну та ванкоміцину. Усі сполуки перевершили активність тетрацикліну, інгібуючи і резистентні до цього ан-
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тибіотику штами. Антимікробний ефект досліджуваних речовин був на рівні декаметоксину і значно перевершував 
активність мірамістину. 
Висновки. Проведене дослідження дозволило виділити 10 найбільш активних сполук щодо тест-мікроорганізмів та 
провести порівняння з комерційними антимікробними препаратами. Перелік найбільш ефективних арил ациклічних 
аміноспиртів представлено наступним списком: Kp10, Kp19, Kp8, Kc2, Kp18, Kc23 Kc1, Kc3, Kc4 та Kc22. Отримані 
дані свідчать про перспективність подальших вивчення антимікробних властивостей похідних солей алкіл (R-арил) 
оксидиалкіл амонію
Ключові слова: антибіотикорезистентність, Enterococcus spp., МІК, метод серійних розведень, антибіотики, ан-
тисептики


