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Klinicka analyza

M Lékari se spoléhaji na klinické testy

M Testy rychlé, levné a ,,low-tech”

M Provadéné laboratornimi techniky ¢€i pacienty
M VétSina testl in vitro

M AvSak pozadavky i na in vivo testy



Koncepce biosenzoru
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B. Eggins: Biosensors, Wiley, 1996.



Popis biosenzoru
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E. Eltzov, R. S. Marks: Analytical and Bioanalytical Chemistry 400 (2010) 895-913.



Princip elektrochemickych biosenzoru

substrat produkt
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umeérny koncentraci substratu




Vybaveni pro vyvoj elchem. biosenzoru
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Elektrochemické biosenzory

M Biokatalytické biosenzory
- enzymaticke

M Afinitni biosenzory
- imunobiosenzory
- DNA biosenzory




Enzymaticke biosenzory
M Prvni enzymova elektroda
- 1962 (sympozium N.Y. akademie véd)
- imobilizovana glukéza oxidaza
- 1975 (prvni komeréné vyrabény biosenzor firmy
Yellow Springs Instruments, USA)

- rychlé zjisténi hladiny cukru v krevnich

vzorcich diabetiku Prof. Leland C. Clark
1918-2005

platinum
cathode

Reaction 4

Reaction 2

Cellulose acetate
membrane

immobilized /

enzyme Polycarbonate
membrane

YSI analyzator, Model 23A



Enzymaticke biosenzory

M DalsSi historicky vyvoj
- 1982 (predstaveni monitorovani glukézy in vivo)
- 1984 (vyvoj ferrocenovych mediatoru)
- 1987 (prvni osobni glukometr)
- 1999 (komer€ni in vivo glukometr)
- 2000 (nositelny neinvazivni glukometr)

M Princip glukometru
- glukéza oxidaza ukotvena mezi polyuretan
a permselektivni membranu na platinové elektrodé

glukéza oxidaza
glukéza + O, — glukonova kyselina + H.,O,

- uvolnovany H,O, je monitorovan na povrchu elektrody

H,0, — O, +2H" + 2e-



'Enzymatické biosenzory

M Glukometry uvedené na trh v CR v roce 2002

M Soucasny vyzkum v oblasti glukometru
- neinvazivni biosenzory (klze, sliny)
- implantovatelné senzory na glukézu doprovazejici
,umeélou slinivku“ — zpétna vazba pro davkovani inzulinu
- vétsinou pracuji 3 - 4 tydny (poruchy, zanety)



Enzymaticke biosenzory

M Biosenzor pro ethanol (ampérometricky)
- vyuziva imobilizovanou ADH a NAD*

- uhlikovy ¢i platinovy prevodnik

alkohol dehydrogenaza
CH;,CH,OH + NAD* — CH;CHO + NADH + H*

204
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C.X. Cali, K.H. Xue, Y.M. Zhou, H. Yang: Talanta 44 (1997) 339-347.
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Enzymaticke biosenzory

M Biosenzor pro mocovinu (potenciometricky)
- vyuziva iontove selektivni elektrodu citlivou na amoniak
- elektroda je modifikovana gelem obsahujicim ureazu

NHZCONHZ + 2H20 + H* n.1ﬁ-_
)4 g 012
ureaza s
u‘%j 008 -
2NH,* + HCO,~ o

- cholestreol (cholesterol oxidaza + cholesterol esteraza)
- laktat (NADH dependentni laktatdehydrogenaza)
- penicilin, kyselina mocova ...



Afinitni biosenzory

M Zalozené na selektivhim vazani analytu do struktury biomolekuly
M Méren elektricky signal zplisobeny vznikem interakce €i vazby
M Vysoce citlivé a selektivni

M Imunobiosenzory
- zalozené na imunologickych reakcich .
- identifikace a stanoveni napf. proteinu, (\ﬁ
toxickych latek, patogennich bakterii
M DNA biosenzory
- ziskani informaci o sekvenci DNA
- elektrochemicka odezva silné zavisi na strukture DNA
- chemicka diagnéza infek€nich chorob

- environmentalni monitoring, detekce léciv,
a karcinogenu, kriminalisticka vySetrovani




Vyzkum a detekce poskozeni DNA
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Poskozeni DNA

M Mirné strukturalni zmény
- asociacni interakce s cizorodymi latkami

M Silna degradace (vznik zlomu viaken)
- reaktivni formy kysliku (napr. OH") i dusiku (napr. Ar—NO, ")
- UV zareni, ionizujici zareni
- nukleazy

M Komplexni elektrochemicka detekce poSkozeni DNA
- detekce kombinujici vice elektrochemickych technik a pfistupu
- detailni vyzkum interakci mezi cizorodymi latkami a DNA
- hledani vztahu a korelaci mezi poznatky in vitro a in vivo
- vyvoj DNA biosenzoru a postupu pro plosné testy genotoxicity

Labuda J., VyskoCil V.: Encyclopedia of Applied Electrochemistry, Springer, New York 2014.



Asociacni interakce s hostujicimi molekulami
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Netradicni elektrodove materialy
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Rtuf’ové a_amalgambvé elekirody-' _

V1 Moznosti
- pouziti pro katodické (redukcni) potencialy
- rychla modifikace kovoveého povrchu
- oxidovatelné analyty nerusi
- generace radikall s kratkou dobou zivota

M Poskytované informace
- vyhodnoceni interakce analyt—DNA
- odliseni jedno- a dvouvlaknove DNA
- detekce zlomU vlaken
- sledovani oxidacniho stresu




Jednorazové uhlikove elektrody

M Moznosti
- pouziti pro anodicke (oxidacni) potencialy
- trvala modifikace vrstvou DNA
- detekce guanosinovych, adenosinovych
a 8-oxoguanosinovych odezev

- N .
| stribrna
' | pseudo-

V1 Poskytované informace ;

- detekce rozpojeni dvouvlaknové DNA

- detekce zlom{ vilaken

- sledovani oxidacniho stresu Cuntiovs
a antioxidacnich vlastnosti | cearods

¥ | referentni
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Jednorazové uhlikové elektrody

Velkoplosna uhlikova filmova elektroda (Is-CFE)

/‘
Ag pseudo-
reference
screen
printed
\electrode

( -gs
Ag auxiliary
screen
printed
electrode

~—

~—

carbon paste
working
screen printed
\electrode

Slozeni uhlikového filmu:
- mikromlety pfirodni grafit — 90 wt%,
- polystyren — 10 wt%.

Podklad elektrody:

- platinovy disk (& 7,0 mm),

- PEEK (polyether ether keton),

- Metrohm, Svycarsko (6.1204.310).

Jednoduse obnovitelny povrch

Slozeni uhlikové pasty:
- tuha grafitova pasta — 95 wt%,
- organické pojivo — 5 wt%.

Podklad elektrody:

- plastova litograficka matrice,

- Vyzkumny ustav potravinarsky,
Slovensko

Jednorazovy 3-elektrodovy systém



Priprava DNA biosenzoru

akumulacni potencial +0,5V doba akumulace 1 min e michani
0,1 mg mi—1 DNA v 0,1 mol I! fosforecnanovém pufru o pH 7,0

N | 7 7Y

2N 2 M | M
prameér disku /(4_:\ \__
2,0 mm NS ) & )
substrat » navazani DNA » bilosenzor

Blaskova M., ViyskoCil V.: Chem. Listy 2014, 108, s211—s215.



Obnova povrchu pracovni elektrody

Cistici potencial —-0,5V doba cisténi 1 min e michani
v 0,1 mol I-! fosforeChanovém pufru o pH 7,0

A N | — | 7

nebo
M - M M
= - )
- g le$téni pomoci aluminy
biosenzor » Obnova » substrat

Blaskova M., ViyskoCil V.: Chem. Listy 2014, 108, s211—s215.



Rychlosf proc‘:es'u ana‘lﬁy

inkubace DNA
biosenzoru
analyt
obnova aktivace navazani last
—> elektrody elektrody DNA v gslnléneren
1 min 1 min 1 min ' min

inkubace DNA
biosenzoru
doba pripravy DNA biosenzoru <5 min slepy pokus

AUTOMATIZOVATELNY POSTUP

Moznost automatizace méreni:
- napf. pomoci programovatelné robotické paze
- postupna krokova méreni v mikrotitraéni desticce
- potifeba kompaktniho trielektrodového systému

- pfi obnové povrchu elektrody neni treba lesténi

Blaskova M., ViyskoCil V.: Chem. Listy 2014, 108, s211—s215.



Detekce poskozeni DNA

M Zpusoby detekce vyuzivané u elektrickych /
elektrochemickych DNA biosenzort

- vlastni signaly DNA — elektroaktivita bazi (guanin a adenin)

- zprostredkovani prenosu naboje pri oxidaci guaninu redoxnim
mediatorem (napf. komplexy Ru'")

- redoxni indikator v roztoku (jako napf. K;[Fe(CN)])
- kovalentné vazané redoxni znacky DNA

- elektrochemicka impedancni spektroskopie elektrodoveho
povrchu modifikovaného DNA (impedimetricky DNA biosenzor)



Elektrochemické odezvy DNA
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Mereni poskozeni DNA

elektrochemicka impedancni spektroskopie

12

10

-Z", kQ
o

square-wave voltametrie

Guanosin

o L
L 100 B
é 80}
o 60r
N
c. 40}
3 20
o G||A
a o
10
-1
C, oo kMol L

Adenosin

S = 100} indikator [Fe(CN)g] 4/~ 151 c
L 5 5 T nepiima detekce prima detekce &
O 5 6ot E
I % S 22- Re R DNA/GCE 10 F %
« 0 10 po inkubaci 2
L C,oan umol L ° ° <1 5 AA
o [* ) -
o )
[ CCR ° ° ° SE e >
) T e L
o° B s
D 000
i 39 9994, :&3
A 0
0 2 4 6 8 10 12 0 300 600
Z', kQ E
interkalace

2-aminoanthracen (2-AA)

Blaskova M., ViyskoCil V.: Chem. Listy 2014, 108, s211—s215.

900 1200

mV

1500



Piehled studovanych latek

SUOWN 1

2-nitrofluoren 2-aminofluoren

l l NO, SPCE HN l l l NH;

2,7-dinitrofluoren 2,7-diaminofluoren

0
fluoren-9-on

NH>

O,N

Vyskocil V., Labuda 1., Barek J.: Anal. Bioanal. Chem. 2010, 397, 233-241.



l, hA

(A) nemodifikovana elektroda (1), piky guanosinu (2) a adenosinu (3) pritomnych ve strukture DNA

(B) zaznamy korigované na zakladni linii; DNA/SPCE inkubovany 2 min ve smési AcB — methanol (99:1);
koncentrace 2-nitrofluorenu v inkubacnim roztoku (mol I): 0 (—), 51076 (—) a 1-1075 (—)

Detekce vzniku zlomt viaken DNA
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(C) relativni odezvy biosenzoru na poskozeni DNA zplsobené 2-nitrofluorenem (1 = 3)

Vyskocil V., Labuda 1., Barek J.: Anal. Bioanal. Chem. 2010, 397, 233-241.



Relativni odezva biosenzoru, %
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Vyskocil V., Labuda 1., Barek J.: Anal. Bioanal. Chem. 2010, 397, 233-241.
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Poskozeni DNA radikaly Ar—NO,*~

Redukce aromatickych nitrosloucenin

oxidacni stres
(strand breaks)
A
DNA
Ic
‘ le- . + . e . I+ YT \
RNO, ——» RNOj U, rNOpu® 1Mt o RNO_2¢n, 21IE RNHOH

disproportionation nitroso € hydroxylamine

nitro radical anion IIa
ay \ o
RNO»H
. 2 RNO, 1&
NO, RN=NR

2-nitrofluoren azoxy

Zptsoby elektrochemického generovani reaktivnich forem dusiku
(A) postupné katodické/anodické cyklovani mezi dvéma zvolenymi potencialy

(B) potenciostaticka elektrolyza pri zvoleném potencialu

Abreu F. C., Goulart M. O. F,, Brett A. M. O.: Biosens. Bioelectron. 2002, 17, 913-919.
VyskoCil V., Labuda J., Barek J.: Anal. Bioanal. Chem. 2010, 397, 233-241.



Detekce poskozeni DNA radikaly Ar—-NO,*-

oxidacni SWV piky
DNA imobilizované
na povrchu SPCE
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Radikaly generované pri elektrochemické redukci Ar—-NO, (oxidativni stres)
- detekce odezvy 8-oxoguanosinu (biomarker oxidativniho stresu)
- detekce rozevreni dvousroubovice DNA

VlyskoCil V., Labuda J., Barek J.: Anal. Bioanal. Chem. 2010, 397, 233-241.



4

-~ Detekce poskozeni DNA (UV zafeni a ROS)

Electrochimica Acta 71 (2012) 134-139

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Electrochimica
Acta

Electrochimica Acta

journal homepage: www.elsevier.com/locate/electacta @

Evaluation of damage to DNA induced by UV-C radiation and chemical agents
using electrochemical biosensor based on low molecular weight DNA and
screen-printed carbon electrode

Lenka Hlavata?, Katarina Benikova?, Vlastimil Vyskocil®', Jan Labuda?®*

4 Slovak University of Technology in Bratislava, Institute of Analytical Chemistry, Radlinskeho 9, 81237 Bratislava, Slovakia

b Charles University in Prague, Faculty of Science, Department of Analytical Chemistry, UNESCO Laboratory of Environmental Electrochemistry, Hlavova 2030/8, 12843 Prague 2,
Czech Republic

Hlavata L., Benikova K., Vyskocil V., Labuda J.: Electrochim. Acta 2012, 71, 134-1309.



Reakce Fentonova typu
Cu* (Cu* < Cu?*) + H,0, » Cu?* + OH- + OH°

1-1078 mol I71 Cu?* + 2,5-10" mol It H, 0,
v 0,1 mol I~ fosfatovém pufru o pH 7.0

Environmental factors
(radiation, chemicals)

//’—ﬁ\\
/ DNA \'\ Proteins
L) ﬂ"

RN U, ROS 4 ,@ |

Cellular oxygen
metabolism

-

Hlavata L., Benikova K., Vyskocil V., Labuda J.: Electrochim. Acta 2012, 71, 134-1309.
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Relativni odezva biosenzoru, %
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zobrazené v zavislosti na dobé
trvani poskozujici udalosti (n = 3)

5 10 15
Doba inkubace, min

Hlavata L., Benikova K., Vlyskocil V., Labuda J.: Electrochim. Acta 2012, 71, 134-139.



Elektrocheniické 'DN'A bio‘sehzory‘ _

v Jako nastroje
- jednoduché, rychlg, levné, miniaturizovatelne, ...
- poskytuijici celou radu uziteCnych informaci
- predurcené pro rutinni pouziti v praxi

M Jako uzitecné nastroje pro
- prvotni (plosné) testy genotoxicity
- vyzkum interakci nove pripravenych latek s DNA
(ICiv, proléciv, slozek kosmetiky, slozek potravin, ...)

v Jako biosenzory budoucnosti
- aplikovatelné /n vivo pro monitorovani biologickych dé&jli
- schopné nahradit nékteré biologické testy na zviratech



Zaverecneé shrnuti

» Elektrochemické biosenzory
- rychlé
- levné
- citlivé
- selektivni

- snadno automatizovatelné
a miniaturizovatelné

 Jejich budoucnost neni pouze
v klinické analyze:

- zakladni vyzkum

- biochemicka diagnostika

- monitorovani environmentalnich polutantu



Dekuji za
pozornost




