Chemicky modifikovane

elektrody



Chemicky modifikované elektrody

- Moznosti chemické modifikace
- samoskladneé monovrstvy (chemisorpce)
- elektrody modifikované uhlikovymi nanotrubickami Ci fullereny
- zamichani reaktivnich slozek do gelu
- modifikace katalyzatorem elektrodové reakce (enzymy)
- elektrochemické pokryti vodivymi filmy (vodivé polymery)

- DNA modifikované elektrody — DNA biosensory



Chemicky modifikované elektrody
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Figure 4.13 Structure of common polymeric coatings: (a) Nafion, (b) polyvinylfer-
rocene: (c) polyvinylpyridine; (d) polypyrrole.



Samoskladné monovrstvy
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Figure 4.14 Formation of a self-assembled monolayer at a gold substrate. (Repro-
duced with permission from Ref. 48.)



Modifikace uhlikovymi nanomaterialy

O
T

2
I
H O

o

I I

z =z
I
Figure 4.15 Nanoforest of vertically aligned CNT “trees™ acting as molecular wires.
(Reproduced with permission from Ref. 57.)




Modifikace katalyzatorem elektrodoveé reakce

NAD™* Mreg

< > ( )\ \ — Eectrmde \
NADH Mox H XEE\

Figure 4.17 Electrocatalytic detection of NADH.




Modifikace vodivymi polymery
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Chemicky modifikované elektrody
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Figure 4.22 Conductivity ranges of common conducting polymers, along with their
chemical structures. (Reproduced with permission from Ref. 95.)



Chemicky modifikované elektrody

Figure 4.20 Scanning electron micrograph of a polyaniline-coated electrode.



Chemicky modifikované elektrody

Electrode

Figure 4.21 Use of negatively charged polymeric films for excluding anionic

interferences.

TABLE 4.2 Commonly Used Membrane Barriers

Transport Mechanism Membrane Barrier Ref.
Size exclusion Cellulose acetate 91
Poly(1,2-diaminobenzene) 86
Polyphenol 92
Hydrophobic barriers Phospholipid 88
Self-assembled thiols 89
Charge exclusion Nafion 87
Poly(ester sulfonic acid) 93
Self-assembled thioctic acid 04

Mixed control Cellulose acetate/Nahion 90




Biosenzory
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Ref.: B. Eggins, Biosensors, Wiley, 1996



Biosenzor je kompaktni analytické zarizeni
obsahujici biologickou nebo od biologie odvozenou
rozlisovaci slozku (receptor) integrovanou ¢i uzce
spojenou s fyzikalnim ci fyzikalne-chemickym
prevodnikem.

Obvyklou roli biosenzoru je poskytovat diskrétni
nebo kontinualni digitalni elektronicke signaly, které
jsou umerné jednotlivemu analytu nebo skupiné
analyta.

Turner, A.P.F., Karube, I., Wilson, G.S. (1987) Biosensors: Fundamentals
and Applications. Oxford University Press, Oxford.



Definice

Biologicky receptor je makromolekula, burika nebo tkan
schopna rozpoznat cilovy analyt.

Prevodnik je zarizeni schopné menit signal biologickeho
receptoru na meritelny analyticky signal.

Procesor konvertuje méreny signal na udaj (pocCet, barva,
veliCina), ktery muze uzivatel interpretovat.



Historie

- 1962, Clark a Lyons, enzymova elektroda na glukozu
zalozena na Clarkove kyslikoveé elektrodé (1956)

- 1969, Guilbault a Montalvo, potenciometricka
enzymova elektroda na mocCovinu
- 1974, Mosbach a Danielsson, termicky enzymovy senzor

- 1975, glukézovy analyzator, Yellow Springs Instrument
Company (Ohio)
Divis, mikrobialni elektrody na alkohol

Lubbers a Opitz, optoda, senzor na bazi optickych
viaken na oxid uhliCity a kyslik



- 1976, Clemens a j., elektrochemicky glukézovy
biosensor v umeélé slinivce
Biostator (Miles, Elkhart)

- 1982, Shichiri a J., jehlova enzymova elektroda
pro podkozni implantaci

- 1970s, imunosenzory (vazani protilatky)

- 1983, Liedberg a j., povrchova plazmova rezonance
pro monitorovani afinitnich reakcii v realném case,
BlAcore (Pharmacia, Svédsko)

- 1986, DNA modifikovana elektroda (PaleCek)

- 1987, tuzkovy meéric pro domaci monitorovani glukozy
v krvi, MediSense (Cambridge, USA),

175 miliont US$ v r. 1996



Publikované prace
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Vyvojova a publikacni aktivita



Stavebni soucasti biosenzoru



Popis biosenzoru
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Ref.: E. Eltzov, R. S. Marks, Anal Bioanal Chem 2010



Biologicke receptory
Poskytuji biologickeé interakce:

* vysoce specificke (rozdily v jednom atomu)
« komplementarni (zamek / kliC)

* slabé (nekovalentni)

 spontanni (samoskladneg, self-assembly)

Enzym Protilatka Nukleova kyselina



Techniky imobilizace bioslozky

Adsorpce (fyzikalni, chemicka) - jednoducha,
nestabilni (1 den)

Mikroenkapsulace v inertni membraneée (octan celulozy)
- adaptabilni, spolehliva (1 tyden)

Lipidové membrany (BLM) - specifické problemy

Zachyceni v polymeru (polyakrylamid, polypyrrol) -
UV a gama sterilizace, zpomaleni difuze

Zesitovani (glutaraldehydem) - malo rigidni, omezeni
difuze

Kovalentni vazba - nejstabilnéjsi (1 rok)



Prevodniky

Elektrické/Elektrochemickeé Akustické

- potenciometricke - mikrovahy s kremennym

- voltametrickée / Krystalem
ampeérometricke - povrchové akusticke viny

- field effect” tranzistory (FET)

- konduktometrické

- impedimetrické

Optické Termické
- absorpcCni
- luminiscencni

Opticko-elektronickeé
- povrchova plazmova rezonance (surface plasmon resonance)



DNA biosenzory



DNA biosenzory

deoxyribozse —_— m

phosphate

Dvouvlaknova kyselina deoxyribonukleova



Primarni struktura: slozeni DNA
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Nukleotidy se skladaji ze tri slozek:
« monosacharidu — D-ribézy nebo 2-deoxy-D-ribozy
 dusikaté baze
purinu: adeninu, guaninu, ale i hypoxantinu
pyrimidinu: cytosinu, tyminu, uracylu, i methylcytosinu
 zbytku kyseliny fosforecne.

Prvni dve slozky tvori nukleosid.

Nukleotid je tedy nukleosid esterifikovany kyselinou
trihydrogenfosforeCnou.



Historie

Objev DNA: 1868, svycarsky lekar Micher
Popis struktury: 1953, Watson a Crick
Elektroaktivita: 1958, E. PaleCek
Povrchova aktivita: 1961, |.R. Miller
Hybridizace: 1963, J. Marmur

Prenos naboje: 1996, E.D.A. Stemp, J.K. Barton;
S. Priyadarshy, S.M. Risser, D.N. Beratan



Reaktivita DNA

Hybridizace

Denaturace

Asociacni interakce

* Interkalace

» vazba do velkeho Ci malého zlabku
» elektrostaticka vazba

Redoxni reakce (elektroaktivita)

Elektricka vodivost



Asociacni interakce s latkami malé
molekulové hmotnosti

Interkalace — predstavuje vsunuti (vmezereni) hostujici
molekuly mezi pary bazi dvousroubovice. Typicky se
vyskytuje u sloucenin s planarni strukturou obsahujici 3-4
aromaticke kruhy.

Vazba do velkeho Ci malého zlabku - je vazani ploché molekuly
mesicovitého tvaru (nespojené heterocykly) do exteriéru
dvousroubovice (podél retézce).

Elektrostaticka vazba — vznika mezi kladnym nabojem hostujici

molekuly a zapornym nabojem kostry DNA.



Vazné ﬁ T deoxyribose - m

phosphate
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Struktura léCiva doxorubicinu vhodna pro interkalaci



Redoxni
(elektrochemicka)
aktivita DNA



ouanine oxidation
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adenine oxidation

Oxidace purinovych bazi
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A. Schéma elektrochemickeé odezvy DNA.
B. Schéma redoxnich potencialu nékterych elektroaktivnich

latek pouzivanych jako DNA znacCky nebo indikatory.



Imobilizace DNA na povrch elektrody

Adsorpce (na Hg, Au, Ag, Pt, C, oxidy kovu):
Nanostrukturované filmy na SPE:

uhlikoveé nanotrubiCcky (MWNT)

1 mg MWNT /2 ml DMF — slaba disperze

1 mg MWNT /2 ml 1% SDS

1 mg MWNT /2 ml 1% chitosan

1 mg MWNT /1 mg 50 % polyetherimid + 0.25 ml EtOH

Chemicka vazba:
Thiolové derivaty nukleotidu na Au, Ag elektrodé
Pomoci DNA baze na C nebo Pt elektrodé
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Zpusoby detekce vyuzivané u elektrickych /
elektrochemickych DNA biosenzoru

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

« zprostredkovani prenosu naboje pri oxidaci guaninu
redoxnim mediatorem (komplexy Ru(lll)),

« elektroaktivita DNA indikatoru/analytu nekovalentne
vazaného na DNA (indikator muze detekovat vazbu
neelektroaktivniho analytu),

* redoxni indikator v roztoku jako K;[Fe(CN)g],
» kovalentné vazane redoxni znacky DNA

« elektrochemicka impedancni spektroskopie elektrodoveho
povrchu modifikovaneho DNA (impedimetricky biosenzor).



Signhal guaninu DNA
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DPV signal guaninu na DNA/SPE (a) a SPE (b).
Podminky: 0,50 mol/l octanovy pufr pH 5,0.



Signaly guaninu a adeninu DNA v pritomnosti
redoxniho mediatoru
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DPV signal guaninu (G) a adeninu (A) na DNA/SPE
v 1l 103 moal/l [Ru(bpy);]°* (a) a v Cistém 0,1 mol/l PBS (b).



Signal elektrochemického indikatoru DNA
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Signal indikatoru K;[Fe(CN),] v roztoku
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CV na ruznych kompositech CNT—chitosan
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CV 1 103 mol/l K;[Fe(CN)4] a K,[Fe(CN)¢] v 0,1 mol/l PBS pH 7,0; 50 mV/s.
Hola SPCE (--), CNT-CHIT/SPCE (--), DNA/ CNT-CHIT / SPCE (--)
Ref.: A. Ferancova, J. Labuda et al., Acta Chim. Slovaca, 2008, 1, 58-71.



Asociace DNA s latkami o nizké molekulové
hmotnosti

Priklady:

Komplexy kovu [Co(phen),]**, [Cu(phen),]3*, [Cu(TAAB)]**
Léciva - antidepresiva (fenothiazinové derivaty), lokalni
anestetika (estery kyseliny fenylkarbamoveé),

Chemikalie - derivaty katechinu a akridinu, derivaty
polycyklickych aromatickych uhlovodiku (amino-, hydroxy- a
nitro- pyreny a bifenyly), derivaty chinazolinu

VysSetruje se:

= Charakter vazby, mirné poskozeni DNA

= Racionalni navrhovani léCiv

= Analytické postupy zalozené na prekoncentraci



Priklad: DNA a derivaty polycyklickych
aromatickych uhlovodiku

(pyreny, bifenyly, atd.)

X
X je NH,

e

Ref.: A. Ferancova et al., Bioelectrochemistry, 67, 191 (2005).



DPV kalibracni zavislost pro 1-aminopyren
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Poskozeni DNA

B mirné strukturni zmeny
- asociacni interakce s hostujicimi molekulami

B silna degradace (zlomy viaken)
- reaktivni druhy kysliku (ROS jako O,, OH", 1O,
H,O,, ROOH), RNS a RSS pri oxidacnim stresu)
- chemické nukleazy
- UV svetlo, ionizujici zareni
B chemické zmény bazi DNA
- alterace 1 baze (depurinace, deaminace, alkylace,
inserce nukleotidu, inkorporace analogu baze)
- alterace 2 bazi (tyminovy dimer, kovalentni mustek)
- pficna spojeni (mezi bazemi jednoho nebo protejSiho
retézce, mezi DNA a proteiny, napr. histony)



Tvorba radikalu kysliku

Reakce Fentonova a Haber Weissova typu

Mz + H,0, — M@ + -OH + *OH

M@ + O, —» M#* + O,

M@ + Red — MZ* + Ox Red = kyselina askorbova,
polyfenoly,
glutathion

M@ + e- —» M2+ elektrochemicky



Enzymaticka aktivace latky
pri screeningu chemicke toxicity

Lipofilni molekula ©/—

l +«~—— Cyt P450, 0, < pemene

@)
Enzymem aktivovana molekula O/A
l +DNA /
styrene oxide
Poskozena g

DNA
\ Detekce elektrochemickym senzorem

Validace LC-MS/MS

Ref.: A. Magweru, J. F. Rusling et al., Electroanalysis 16, 1132 (2004),
Anal. Chem. 76, 5557 (2004)



