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ANOTACE

Tato bakalafska prace je zaméfena na moznosti amplifikace signalu pfi
elektrochemické detekci, ktera je dullezitd zejména v pfipadé stanoveni latek
v biologickych vzorcich, které jsou komplexni a mohou zpUsobovat nezadouci
interference. Navic se jedna o vzorky, kde jsou stanovované latky pfitomné
vétSinou v nizkych koncentracich. Prvni Cast prace se zaméfuje obecné na
biosenzory a jejich rozdéleni, dalSi Cast je vénovana moznostem amplifikace
signalu se zamérenim na elektrochemické biosenzory. Prace shrnuje informace o
moznostech amplifikace signalu, které jsou vyuzivany nejvice, a to o modifikacich

elektrod, vyuziti elektronovych mediator(, nanoCastic a kvantovych tecek.
KLICOVA SLOVA

biosenzor, elektrochemicka detekce, modifikace elektrod, elektronovy mediator,

nanocastice, kvantové tecky

TITLE

Possibility of amplification of signal of electrochemical detection
ANNOTATION

This bachelor thesis is focused on a possibility of amplification of signal of
electrochemical detection, which is mainly important in determination of
substances in biological samples, which are complex and they can cause
undesirable interferences. Futhermore in this case of samples the determinated
substances occur at low concetrations. There is a general introduction about
biosensores and their division in the first part of the work, the next part deals with
the possibility of amplification of signal of electrochemical detection. There are
utilized information about the possibility of amplification, which are used most,
namely about modifications of electrodes, utilization of electron mediators,

nanoparticles and quantum dots.
KEYWORDS

biosensor, electrochemical detection, modification of electrodes, electron

mediator, nanoparticles, quantum dots
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1. Uvod

V souCasné dobé dochazi kvelkému rozvoji elektrochemickych metod.
Elektrochemické metody nachazeji stale vétSi uplatnéni v bioaplikacich pro
detekci DNA, proteinl, enzymO a dalSich Dbiologicky aktivnich latek.
Elektrochemicka detekce je senzitivni, selektivni, pomérné rychla a snadno
dostupna. Vyvoj voblasti bioaplikaci sméfuje ke snaze miniaturizovat
elektrochemické senzory za u€elem snizeni mnozstvi biologického vzorku, ktery je
potfeba k analyze. Jejich miniaturizace vSak muize vést k niZzSimu limitu detekce, a
proto je nutné vhodnym zpusobem zvysit signal elektrochemické detekce a snizit
tak detek¢ni limit pro dané biologicky aktivni latky, jejichz koncentrace je
v biologickych vzorcich vétSinou nizka. Navic biologické vzorky jsou vétSinou
vysoce komplexni a fada latek muiUze zplsobovat interference. Vyhodou
biosenzorl je jejich univerzalnost a neni nutna slozita pfiprava vzorku pred vlastni

analyzou.

Tato bakalafska prace je zaméfena na moznosti amplifikace elektrochemického
signalu. ZvySeni detekovaného signalu Ize docilit nékolika zpusoby, mezi které
patfi modifikace povrchu pracovni elektrody vhodnymi materialy, pfidavek
elektronového mediatoru, ktery usnadhuje a urychluje vyménu elektrond mezi
vzorkem a pracovni elektrodou, vyuZiti nano€astic napf. s vazanym mediatorem

nebo vhodnym enzymem zesilujicim reakci nebo pouZiti tzv. kvantovych tecek.



2. Biosenzor

Biosenzor je analyticky pfistroj obsahuijici citlivy prvek biologického plavodu, ktery
je bud soucasti, nebo vtésném kontaktu s fyzikalné chemickym prevodnikem
(Obr. ¢.1). Poskytuje prabézny analyticky signal, ktery je pfimo umérny
koncentraci jedné nebo nékolika latek ve vzorku [1]. Prvkem biologického plvodu
tzv. biorekogniénim elementem muize byt enzym, protilatka, organela aj.

Nezbytnou komponentou je také detektor [2].

Jednou z hlavnich vyhod biosenzori je dobra selektivita odezvy. Diky
biosenzorlim Ize detekovat napf. konkrétni bilkovinu ve smési ji podobnych

bilkovin. Mezi pfednosti biosenzorl patfi také vysoka rychlost odezvy [3].

PouZiti biologického materialu s sebou ale nese i nékteré komplikace. Je nutné

dodrzovat optimalni podminky jako je pH, teplota apod. [3].
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Obr. €. 1 Schéma biosenzoru (pfevzato z [4])
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3. Déleni biosenzort podle biologické slozky

3.1. Enzymové biosenzory
Enzymy jsou biologicky material, ktery se pfi konstrukci biosenzorl pouziva
nejCastéji. Enzym je bilkovina schopna biokatalyticky pfeménit urlity specificky
substrat na produkt. Hlavni vyhodou enzymovych biosenzord je jejich
jednoduchost a dobra reprodukovatelnost odpovédi. V pfipadé enzymovych
biosenzorli Ize jednoduSe zjistit koncentraci analytu, jelikoz pfi dostateCném
mnoZzstvi enzymu je tato koncentrace pfimo umérna rychlosti reakce [5]. Enzym se
pouziva v biosenzorech pFevazné v purifikovaném stavu [1]. Molekularné -
biologické techniky umoznuji levnéjsi produkci enzymu ve vétSim mnozstvi, coz je

v soucasné dobé velmi cenéné a zadané [5].

3.2. Mikrobialni a tkanové biosenzory
Zakladem mikrobialnich biosenzorl jsou mikrobialni, rostlinné nebo Zivocisné
bunky, pfipadné jejich organely, kde biologicka sloZka je v aktivnim zivém stavu
[1]. Z hlediska konstrukce biosenzor( patfi mezi nejperspektivnéjsi biologicky
material mikroorganismy. Kazda bunka pfedstavuje nezavislého jedince, a je proto
obvykle odolngjSi a trvanlivéjSi nez jednotlivé bunécné Casti nebo tkané a pletiva
vySSich organismu0 [5]. Vyhodou mikrobialni elektrody oproti enzymové je také
vtom, Ze odpada nutnost purifikace, coz se muze priznivé odrazit na cené.
Existuji také tzv. hybridni biosenzory, které obsahuji souc¢asné& mikrobialni slozku
a izolovany enzym. Za predpokladu zachovani ZzZivotnich podminek pouZitého

mikroorganismu muze dochazet k samovolné obnové vyuzivané enzymové aktivity

[1].

Jednou z mozZnosti do budoucna je také vyuzZiti geneticky modifikovanych
mikroorganisml. Mezi nejslibnéjSi patfi tzv. bioreportéry. Bioreportéry vyuzivaji
pfirozené schopnosti nékterych mikroorganismu ,zapinat® a ,vypinat nékteré své
geny na zakladé fyziologickych podminek. Vyzkum bioreportéra je ale v EU stale
spiSe ve vyzkumném stadiu. V USA jiz ale byla popsana prvni “terénni“ pouziti
napfiklad pfi sledovani mikrobialni dekontaminace pldy znecisténé ropnymi
latkami [3].
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3.3. DNA biosenzory

V souvislosti se sekvenovanim gend se jednim ze zakladnich klinickych nastroju
pro sledovani nemoci stala analyza DNA fragmentl. Tyto biosenzory jsou
zalozeny na hybridizaci nukleovych kyselin. Biosenzory pro detekci DNA se pro

zvySeni citlivosti kombinuji s polymerazovou fetézovou reakci (PCR) [5].

Novinkou v oblasti DNA biosenzord jsou tzv. DNA-Cipy. DNA-Cipy jsou malé
kousky kfemikové matrice, na kterych jsou v pravidelné mfizce imobilizovany
rizné sekvence DNA o urcité délce. VysSetiovany vzorek je pak hybridizovan
prislusné c¢asti Cipu. Takto navazana sekvence na Cipu se poté detekuje
fluorescencné. Intenzita fluorescence odpovida podobnosti struktury vzorky a

prislusného mista Cipu [3].

3.4. Imunosenzory
Imunochemické afinitni biosenzory pouzivaji jako biorekognicni element protilatky
— bilkoviny schopné specificky rozpoznavat molekuly rizné chemické struktury.
Pro imunosenzory je charakteristicka dobra selektivita pfi pouziti protilatek a
senzitivita. Jsou schopny detekovat i stopova mnozstvi latek. V pfipadé pouZziti
miniaturizovanych imunosenzori je nutna amplifikace signalu, protoze
miniaturizace biosenzoru vede ke snizeni limitu detekce. V souCasnosti se pfi
konstrukci biosenzorl vyuzivaji protilatky modifikované vhodnou znackou.
NejCastéji byva pouZita fluorescentni nebo enzymova znacka v zavislosti na
pouzité detekCni metodé. NejznaméjSimi imunosenzory se v této oblasti detekce
v posledni dobé staly senzory zalozené na ELISA metodé (enzyme linked

immunosorbent assay) (Obr. €.2) [5].
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Obr. €. 2 Schéma elektrochemického enzymatického imunosenzoru pro detekci

proteinu v nefedéném vzorku na mikroporézni zlatem potazené nylonové

membrané zalozeném na principu ELISA metody (pfevzato z [6])

Rozvoj imunotechnik je moiny rovnéz diky rozvoji metod pro produkci protilétek.
nahrazovano genetickymi manipulacemi produkCnich bakterii, konjugacemi
nadorovych bunék s bilymi krvinkami a dal8imi postupy. | pfesto je pofizovaci

cena protilatek pomérné vysoka [5].

4. Elektrochemické biosenzory

Vedle déleni biosenzorl podle biorekogni¢ni sloZzky jsou biosenzory rozdélovany
do nékolika skupin podle prevodniku. Podle tohoto kritéria jsou biosenzory déleny
na potenciometrické, amperometrické, konduktometrické a voltametrické

biosenzory [7].

Elektrochemické biosenzory se v souCasnosti t€Si velkému zajmu odbornikd. To
prameni z vysoce vyhodnych vlastnosti téchto biosenzort. Mezi cenéné vlastnosti

biosenzorl patfi vysoka citlivost, kompatibilita s modernimi mikrotechnologiemi,
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ekonomicka dostupnost a nezavislost signalu vzorku na jeho zakalu Ci barvé [7].
Pro sestaveni elektrochemického méficiho systému jsou zapotfebi nejméné dvé
elektrody, pracovni (méfici) a referentni [1]Chyba! Nenalezen zdroj odkazi..
racovni elektroda méni svuj potencial v zavislosti na koncentraci stanovované
latky. Naproti tomu referentni elektroda je nepolarizovatelna a v pribéhu méfeni si
udrzuje svuj staly neménny potencial. Pro néktera méfeni lze vyuzit i treti
pomocnou elektrodu, ktera byva elektrochemicky neaktivni [7]. Elektrochemické

biosenzory dale délime podle pouzité metody.

4.1. Potenciometrické biosenzory
Principem potenciometrickych biosenzorli je méfeni rovnovazného napéti mezi
elektrodami. Rovnovazné napéti, které se ustanovi mezi pracovni a referentni
elektrodou, je pfimo umérné koncentraci vzorku. NejpouzivanéjSimi elektrodami
jsou iontové-selektivni elektrody (ISE) (Obr. &.3). Vzrustajici zajem o
potenciometrické senzory pro biologické aplikace vytvofila také poptavka po
miniaturizovanych ISE. Bakker a Pretsch (2008) napf. zkoumali dulezitost
souCasného vyvoje nanopotenciometrie, ktera se soustfedi prfedevSim na
miniaturizaci iontové-selektivni membrany elektrody. To napomaha ke zlepSeni
limitu detekce, biokompatibilit¢ a stabilité senzoru [8]. Potenciometricka méfeni
maji ale také urcité nevyhody. Jednou z hlavnich nevyhod tohoto typu detekce
zejména v pripadé imunosenzorl je relativné mala zména potencialu, kterou

vyvolava vznik imunokomplexu mezi antigenem s protilatkou [7].
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Obr. ¢. 3 a) ISE s kapalnym vnitinim elektrolytem b) ISE s tuhym wvnitfnim
elektrolytem (pfevzato z [9])

4.2. Amperometrické biosenzory
Pfi amperometrickych meérfenich je signalem proud, ktery je pfimo umérny
koncentraci stanovované latky ve vzorku. Proud byva méfen za konstantniho
napéti mérné elektrody. Velikost proudu prosla za dany ¢as t v systému pak udava

naboj, ktery odpovida molarnimu mnozstvi latky preménéné na elektrodach [7].

4.3. Konduktometrické biosenzory
Pfi stanoveni latek pomoci konduktometrickych respektive vodivostnich
biosenzorl se vyuziva stfidavého elektrického napéti na mérné elektrodé. Méreni
vodivosti je malo specifické, takze se muze do jisté miry uplatnit jako univerzalni
typ pfevodniku. Nevyhodou této metody je vlastni vodivost pracovniho prostredi.

Proto je vhodné pouzit pufry [1].

4.4. Voltametrické biosenzory
Voltametrické senzory patfi mezi nejCastéji pouzivané elektrochemické
biosenzory. Principem voltametrické detekce je vloZeni potencialu na pracovni
elektrodu tvofenou nejCastéji rtuti, platinou, zlatem, uhlikem, amalgamy nebo
jinymi latkami. Potencial vlozeny na pracovni elektrodu se méni libovolné zvolenou

rychlosti a méfi se zavislost proudu pfimo umérného koncentraci analytu na
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vloZzeném potencialu. Nevyhodou voltametrickych metod je jejich udajna toxicita a
to predevSim v pfipadé rtutovych elektrod. Jednou zhojné vyuzivanych
voltametrickych metod je tzv. rozpoustéci (stripping) voltametrie. Této metody se
vyuziva pfedevsim ve spojeni s nanomaterialy, které disponuji velkym specifickym
povrchem. Mohou tak zesilit méfeny signal, a proto jsou pro rozpoustéci
voltametrii vyhodné [8]. Pro detekci vzorku za pouziti povrchové modifikovanych
elektrod se nejCastéji vyuziva diferencni multi-pulsni voltametrie (DMPV) nebo tzv.
square wave voltametrie (SWV) (Obr. €.4) [10].

A Differential Multi Pulse Voltammetry (DMPV) B Square Wave Voltammetry (SWV)
T

scan

scan
—_— ® Current sample
pc- e [p—
Ip I b / 2
»
t [E.

T‘ IEHW —

=)

Potential
Potential

Time Time

Obr. €. 4 a) diferenéni multi-pulsni voltametrie, b) square wave voltametrie
(pfevzato z [10])

5. Moznosti amplifikace signalu

Detekce analytu pomoci elektrochemickych biosenzorl je v sou€asné dobé hojné
vyuzivanou a stale se rozvijejici metodou. Ackoliv elektrochemické biosenzory
vykazuji vysokou selektivitu a specifitu, jejich citlivost pfedevsSim v pfipadé jejich
miniaturizace neni dostate¢né vysoka. Z tohoto davodu je stale vétSi pozornost
vénovana modifikaci elektrochemickych biosenzorli za u€elem amplifikace signalu
a zlepSeni citlivosti biosenzorli pro stanovované analyty. Nasledujici kapitoly se
zabyvaji moznostmi amplifikace signalu pomoci nékolika zakladnich technik jako
je modifikace elektrod ruznymi povrchovymi materidly, pfidavek mediatoru,

aplikace nanocastic a nebo kvantovych tecek.
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5.1. Modifikované elektrody
Modifikace elektrod je jednou z moznosti amplifikace signalu pfi elektrochemické
detekci. Vhodnou modifikaci elektrody Ize docilit vySSi senzitivity a specifity [11].
Pro modifikaci elektrod lze pouzit mnoho technik, jako je napfiklad chemisorpce,
kovalentni navazani na elektrodu a dalSi [12]. Modifikovat elektrody Ize napfiklad
elektrolytickym potazenim nebo chemickym navazanim polymerd na povrch
elektrody [13]. Vhodné materialy pro modifikaci elektrod mohou byt polymery jako
je PVC, polyetylen, dale pak organické komplexy, PEG, anorganické slouceniny a
dalsi [14]. Modifikované elektrody mohou nalézt své uplatnéni napfiklad pfi
elektrokatalyzach, zobrazovacich technikach, analytickych méfenich nebo
fotoelektrochemickych méfenich [11]. Hlavnim cilem modifikace elektrod je

zvySeni signalu za ucelem zlepSeni analytické senzitivity elektrod [10].

5.1.1. Aplikace modifikovanych elektrod
Teixeira a kol. (2005) zkoumali elektrochemické vlastnosti uhlikové elektrody
modifikované oxovanadiovym komplexem. Tato modifikovana elektroda byla
pouzita pro detekci cysteinu. Cystein je biologicky vyznamna latka v zivych
systémech. Oxidovana forma cysteinu, tzv. cystin se pouziva jako model pro
sledovani disulfidickych vazeb a thiolovych skupin v bilkovinach. V dané studii
byla sledovana elektrokatalyticka cinnost komplexu pfi oxidaci cysteinu za
relativné nizkého potencialu. Elektrody modifikované oxovanadiovym komplexem
(s ohledem na jejich dobrou stabilitu) jsou slibné v oblasti senzorll pro detekci

cysteinu napf. ve farmaceutickych pfipravcich [15].

Mano a Kuhn (2001) popsali sklenénou uhlikovou elektrodu modifikovanou
derivaty nitrofluorenonu pro detekci glukézy. Vysledkem bylo, Ze nitrofluorenonové
derivaty jsou velmi aktivni a stabilni redox mediatory pro reverzibilni NADH
oxidaci. Vyrazné zvySeni aktivity modifikované elektrody (az o 500%) Ize navic
pozorovat po pfidani vapenatych iontt do elektrolytu [16].

Modifikace elektrod Ize dosahnout také navazanim pruské modfi na povrch
elektrody. Pruska modfi je anorganicky polovodi¢, ktery pracuje jako
elektrokatalyzator pro oxidaci a redukci peroxidu vodiku. H,O, Ize diky pruské

modfi detekovat v nanomolarnich mnozstvich. Pro jesté vétsi zesileni signalu Ize
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na elektrodu modifikovanou pruskou modfi navazat zlaté nanocastice (Obr. €.5)
[13].

Obr. €. 5 Vrstva pruské modfi na biosenzoru se zlatymi nanoCasticemi (pfevzato z
[13])

Shankaran a Narayanan (2002) popsali chemicky modifikovany amperometricky
senzor tvofeny z hexakyanoZeleznatanu kobaltnatého (CoHCF) pevné vazaného
na povrch parafinem impregnované uhlikové elektrody pro stanoveni thiosulfatu.
CoHCF ma podobné vlastnosti jako Pruska modf. Takto modifikované elektrody
pro stanoveni thiosulfatu maji fadu vyhod, jako jsou nizké pofizovaci naklady,
citlivost, dobra stabilita a reprodukovatelnost. Thiosulfat je primarni latka
znecistujici zivotni prostfedi vznikajici ve fotografickém pramyslu, proto muze byt
CoHCF modifikovana elektroda v budoucnu aplikovana pro on-line sledovani
thiosulfatu [12].

Jayasri a Narayanan (2007) popsali smiSenou uhlikovo-voskovou elektrodu
modifikovanou hexakyanoZeleznatanem manganatym (MnHCF). Grafitovy prasek
byl rozmichan v roztaveném parafinu za ucelem vzniku vodivé smési, ktera byla
pouzita jako material elektrody. Takto byla vytvofena obnovitelna trojrozmérna
MnHCF modifikovana elektroda. Tato elektroda byla pouZita pro detekci
hydrazinu. Hydrazin a jeho derivaty maji Siroké uplatnéni v pramyslu, zemédélstvi,
jako vybusniny, antioxidanty, pohonné hmoty a dalSi. Hydrazin je zakladni produkt
palivovych €lanku a jeho stanoveni je také dulezité ve farmacii, jelikoZ byl oznacen
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jako karcinogenni a hepatotoxicka latka, ktera ma negativni dopad na jatra a
mozek. Tato elektroda vykazovala vysokou stabilitu, reprodukovatelnost, Ize ji
povrchové obnovovat. MNHCF modifikovana elektroda tedy muze byt pouzita jako

amperometricky senzor pro monitorovani hydrazinu ve vzorcich [17].

Hasanzadeh a kol. (2009) popsali modifikovanou elektrodu schopnou detekovat
aminokyseliny pfi nizkych koncentracich. Problém s pouzitim elektrochemickych
metod pro analyzu aminokyselin a bilkovin spociva v nedostatku elektrochemicky
aktivnich skupin ve vétsiné téchto sloucenin. K vyfeSeni tohoto problému navrhli
dva postupy. Prvni postup je derivovani analytu s elektrochemicky aktivni
skupinou pfed samotnym stanovenim. Druhy postup je zaloZen na vytvareni in situ
chemickych reakci na povrchu elektrody za ucelem tvorby elektrochemicky
aktivnich produktd vhodnych pro detekci. Pro tento vyzkum navrhli sklenénou
uhlikovou elektrodu modifikovanou nanoc€asticemi hydroxidu kobaltnatého
v zasaditém roztoku. Takto modifikované elektrody mohou usnadnit detekci

proteint v komplexnim vzorku [18].

Liu a Kirchhoff (2007) navrhli dehydrogenazou modifikovanou elektrodu pro
stanoveni methanolu. Methanol je jednim z nejpouzivanéjSich organickych
rozpoustédel zejména v primyslu a vyrobcich pro domacnost. Je také vhodny jako
alternativni palivo do automobild. AvSak vdechovani methanolu nebo jeho
absorpce do kiize muze vést k bolestem hlavy az ke slepoté. Vysoka toxicita
methanolu mlze v extrémnich pfipadech vést dokonce az k umrti organismu.
Tento navrzeny senzor vyuziva velmi malé mnozstvi enzymu a vykazuje vynikajici
reprodukovatelnosti a stabilitu v kombinaci s vhodnym mediatorem. Jako mediator

se nejlépe osveédcil ferrocen [19].

Zhang a kol. (2005) popsali zlatou elektrodu modifikovanou uhlikovymi
nanotrubicemi. V pfitomnosti kyseliny askorbové tak stanovovali koncentraci
dopaminu ve vzorcich. Experimentalni vysledky odhalily, Zze zlatd elektroda
modifikovana uhlikovymi nanotrubicemi je vyhodna pro selektivni detekci

dopaminu v komplexnim vzorku [20].

Lee a kol. (2008) pouzili elektrochemicky impedanéni biosensor zalozeny na
pyrolizovaném uhlikovém filmu, ktery pfedstavuje pracovni elektrodu. Pracovni

elektroda byla modifikovana tzv. aptamerem, coz jsou uméle vytvofené nukleové
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kyseliny. Timto biosenzorem detekovali trombin. Zmény odporu vzniklé diky
elektronovému pfenosu pfi navazani trombinu na povrch uhlikového filmu
umoznuji meéfit koncentraci trombinu v rozmezi 0,5 nM az 500 nM. Tato metoda
muze poskytnout novy pfistup k miniaturizaci, integraci a niz§im pofizovacim

nakladum elektrochemickych biosenzorl [21].

Diaz-Gonzales a kol. (2004) popsali voltametricky imunosenzor zaloZzeny na
streptavidinem modifikované uhlikové elektrodé. Streptavidin byl navazan na
elektrodu pomoci biotinylace, coz je proces vazby biotinu k molekule pomoci NH>
skupiny. Jako modelovy analyt byly pouzity krali¢i 1gG. Takto modifikovany
imunosenzor pracoval na principu interakce krali€ich IgG s protilatkami proti
kralitim 1gG, které byly navazany pres streptavidin na uhlikové elektrodé. Slo o
pfimé stanoveni kompetitivni reakci mezi IgG znacenymi alkalickou fosfatazou a
IgG bez znacky. Vysledky ukazaly, ze streptavidinem modifikovany imunosenzor
umoznuje detekci koncentrace krali¢iho IgG kolem 7,0 ng / ml, coz byla do té doby

v v

meésice bez ztraty reprodukovatelnosti analytického signalu [22].

5.2. Elektronové mediatory
Mediatory jsou nizkomolekularni latky redoxni povahy, které usnadriuji vyménu
elektrond mezi enzymy nebo jinymi redoxnimi biomolekulami (Obr. &.6). Mediatory

by mély spliovat nasleduijici kritéria:

* reaktivita s biologickou sloZkou a s elektrodou
* rychly pfenos elektront

+ stabilni forma pfi danych podminkach reakce
» Z4adné nezZadouci vedlejSi reakce

* netoxicky

* vhodny pro imobilizaci.

Z hlediska zacClenéni mediatoru do systému biosenzoru je nejjednodussi pouZiti
rozpustnych mediatord volné v roztoku nebo uvniti micel. Na povrch kovovych
elektrod I1ze mediator navazat kovalentné. Dal8i moznosti je navazani mediatoru
pfimo na povrch enzymu. Navazani mediatoru pfimo na povrch enzymu se
vyuziva pro enzymové biosenzory. V pfipadé imunosenzorl se pouziva rozpustny
mediator [1].
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Obr. &. 6 Pfenos elektront pomoci mediatoru (pfevzato z [23])

Vlastnostem idealniho mediatoru se asi nejvice bliZi ferrocen, jelikoz splfiuje vySe
uvedené podminky [1]. Ferrocen Ize jako mediator pouzit napf. pfi detekci glukézy
v krvi. Protoze onemocnénim Diabetes Mellitus, vyznacujicim se vysokou
glykémii, trpi velké procento populace, je Zadouci hledat stale lepsi moznosti
detekce glukozy. Mediator ferrocen ve spojeni s platinovou elektrodou nabizi
jednoduché neinvazivni stanoveni pouze z lidskych slin. Vyhodou tohoto

biosenzoru je také nizky limit detekce v rozmezi 0,008-0,21 mM [23].

Jiang a kol. (2008) popsali biosenzor slozeny z komplexu osmiového mediatoru a
glukézooxidazy, které byly pevné pfichyceny na povrchu elektrody. Osmiovy
mediator se sklada z osmium-polyvinylpyridinu spojeného s kienovou peroxidazou
diky poly(ethylenglykol)diglycidyl etheru (PEGDGE). Kromé vyrazného snizZeni
detekéniho limitu nabizi tento biosenzor také vysokou stabilitu. Navic po
skladovani po dobu 15 mésicu pfi teploté 4°C vykazoval biosenzor stale vice nez
90% puvodni aktivity [24].

DalSim kvalitnim mediatorem je indigokarmin, ktery byl vyuzit napfiklad pfi detekci
hydrazinu. Hydrazin je mala reaktivni molekula s dobrymi redukEnimi
schopnostmi, ale je také oznaCovan za latku znecistujici Zivotni prostredi.
Elektroanalytické techniky vyuzivané pro detekci hydrazinu bez mediatoru byly
zalozeny na elektrooxidaci hydrazinu. Pfima oxidace hydrazinu na elektrodé vSak
vyzaduje vysoky potencial nutny pro redoxni reakce hydrazinu na vétSiné elektrod.
Z tohoto duvodu byla pouzita uhlikova elektroda modifikovana TiO, nanocasticemi
ve spojeni s mediatorem indigokarminem. Ten navic zajisti snizeni potencialu a
zvySeni kinetického pfenosu elektronu. Takto modifikovany senzor s pfidavkem
mediatoru vykazuje lepS$i selektivitu pro hydrazin nez vétSina pfedchozich elektrod
[25].
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Ueda a kol. (2006) uvedli ve své odborné publikaci velmi efektivni serotonin-
selektivni membranovou elektrodu, ke které pfidali rozpustny mediator Tris(2-
doby pro serotonin-selektivni elektrody naméreny. Selektivita této elektrody byla
vice nez 10°krat vy$8i neZ pfi méfenich elektrodou bez selektivni membrany.
Tento systém je vyuzivan také pro stanoveni anorganickych kationtd Ci
acetylcholinu. Vysledky ziskané pomoci této elektrody korespondovaly s témi,
které byly ziskany pfi fluorimetrickém stanoveni serotoninu. Navic touto
mediatorem modifikovanou elektrodou Ize méfit mnozstvi serotoninu uvolnéného
z krevnich desti¢ek in situ bez nutnosti oddéleni serotoninu od kultivacniho média
[26]. Stanoveni serotoninu s vyuzitim mediatort provedli také Tang a kol. (2008).
Pouzili ale jako prvni k detekci serotoninu uhlikovou elektrodu pokrytou
mediatorem oxidem zine¢natym. Tato modifikovana elektroda vykazovala vyborné
elektrokatalytické vlastnosti také pfi detekci kyseliny askorbové, dopaminu a
kyseliny mocové v neutralnim pufru. ZnO-elektroda byla také uspésné vyuzita pfi

soucasné detekci téchto tfi komponent v jednom smésném roztoku [27].

Jod je nezbytny prvek pro hormony stitné zlazy. Hraje hlavni roli v rozvoji a funkci
mozku a v rastu bunék. Pro zamezeni nemocim a jejich prevenci jako je napfiklad
mentalni retardace, ktera vznika pfi nedostatku jodu, se pfidava do kuchyriské soli
jodi€¢nan draselny. Na druhou stranu nadmérny pfijem jodu muze zplUsobovat
hyperthyreézu. Pro stanoveni jodidu pouzili Li a kol. (2011) sklenénou uhlikovou
elektrodu modifikovanou polymerovym flavin adenin dinukleotidovym mediatorem.
Flavin adenin dinukleotid (FAD) je pfitomen jako mediator pro detekci jodiCnanu,
3,4-ethylendioxythiofen (EDOT) se pfidava pro zachyceni FAD a vytvofeni vodivé
polymerni matrix poly(3,4,-ethylendioxythiofen) (PEDOT). Vytvofeni této matrix
napomaha k lepsi katalyze pfi redukci jodiCnanu [28].

Pro detekci hemolytickych bakterii v biologickych vzorcich byla vynalezena nova
elektrochemicka metoda  vyuZivajici liposomalniho mediatoru 2,6-
dichlorofenolindofenolu. Principem této specifické detekce je hemolytické
pusobeni bakterie Listeria monocytogenes na liposomy a soucasné redukéni
pusobeni bakterie na liposomarni mediator. Oxidace redukovaného mediatoru
vytvaFi na pracovni elektrodé méfitelny amperometricky signal zavisly na mnozstvi
bakterii [29].
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Juanjuan a kol. (2012) navrhli citlivy elektrochemicky imunosenzor pro detekci
lidského choriového gonadotropinu (hCG) (Obr. €.7). Imunosenzor byl sloZzen
z grafenu pokrytého uhlikovymi nanotrubicemi (MWCNTs). Tyto uhlikové
nanotrubice byly pokryty vrstvou zlatych nanoc&astic. Takto vytvofeny grafen byl
navazan na pracovni elektrodé. Tato specialni uprava umoziuje zvysit plochu
elektrody a zachytit tak velké mnozstvi primarnich protilatek (Ab1) a zaroven
ZlepSit prenos elektrond. Dale vyuzili specialni nanobioznacky slozené
z kfemicitych mezoporéznich nanoc€astic (MCM-41) modifikovanych zlatymi
nanocasticemi (AuNPs). Spojeni mezi MCM-41 a AuNPs zajiStoval elektronovy
mediator thionin. Tyto nanobioznacky umoznily adsorpci sekundarni protilatky
(Ab2) znaCené kfenovou peroxidazou (HRP). Meéfeni provedené s timto
elektrochemickym imunosenzorem vykazovalo lepsi citlivost imunosenzori nez

doposud a jevi se jako nadéjna strategie pro budoucnost detekce hCG [30].
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Obr. €. 7 Schéma imunosenzoru pro detekci hCG (pfevzato z [30])

Lin a kol. (2011) predstavili zlatou elektrodu modifikovanou MogSe.xIx nanodraty,
kterou aplikovali pro detekci DNA. Jako mediator pouZili thionin. Thionin je
elektroaktivni snadno dostupné barvivo, které je schopno silné vazat DNA.
Detekce je zaloZena na poklesu voltametrické odpovédi v dusledku vazby DNA na
thionin. Tento postup je jednoduchy a neni potfeba Zadnych znacek. Navic

poskytuje velmi citlivé a efektivni snimani [31].
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5.3. Nanocastice
Nanocastice jsou cCastice, jejichz velikost alespon v jednom rozméru dosahuje
hodnot v rozmezi 1 nm az 100 nm [32]. Nanocastice maiji velky dopad na rozvoj
elektrochemickych biosenzort a pfinaseji nové moznosti v konstrukci biosenzoru
[33]. Aplikace nanocastic pfi elektrochemickych detekcich muize byt rozdélena
podle funkce na 2 kategorie: (1) elektrochemické pfevodniky modifikované pomoci
nanomaterialt, (2) bimolekularni nanomaterialy vyuzité jako znacky pro

elektrochemickou detekci [34].

Existuje mnoho technik na vyrobu nanocastic. Jednou z nejCastéji uzivanych
metod pro pfipravu pro pfipravu nanomateriall je tzv. water-in-oil mikroemulzni
technika. V této metodé jsou reverzni micely, resp. vodni nanokapénky tvofeny v
organickém meédiu. Tyto nanokapénky jsou pak pouZzity jako nanoreaktory pro
tvorbu nanocastic. Velikost takto pfipravenych Castic Ize dobfe fidit nastavenim

poméru voda/olej [35].

Jinou metodou pro vyrobu nanodastic mize byt pouziti tzv. nedisperzniho
plynového membranového kontaktoru nebo novéjsi metoda, pfi niz je pouZit tzv.

polodavkovaci plynovy membranovy kontaktor [36].

Dalsi moznosti je vyroba nanocastic vtzv. Polyelectrolyte multilayer reactor
(PEMR). PEMR poskytuje reakéni mista pro syntézu kovovych a polovodivych
nanocastic, které vznikaji redukci nebo hydrolyzou odpovidajicich kovovych ionta.
Tyto kovové ionty jsou selektivné vazany na funkéni skupiny v ramci PEMR.
Koncentrace a velikost syntetizovanych nanoclastic Ize korigovat napfiklad

upravou koncentrace reaktantl [37].

Existuji tfi typy nanocCastic — pfirodni, vedlejSi a uméle vyrobené. Pfirodni Castice
vznikaji ze sopecného prachu, mésicniho prachu apod. VedlejSi nanocastice
vznikaji napfiklad z vyfukovych plynt nebo pfi spalovani uhli. Jde vétSinou o
odpad, ktery vznika lidskym plsobenim. Tato kapitola je podrobné&ji zaméfena na
Castice uméle vyrobené, kam patfi napf. nanomaterialy vyrobené z kovu, polymery
S nano rozmeéry, nebo materialy slozené z uhliku — tzv. uhlikové nanotrubice (viz
kapitola 5.4.) [38].

24



5.3.1. Platinové nano¢astice

Platinové nanocastice (PtNPs) o velikosti 2-3nm se pfipravuji a vyuzivaji v
kombinaci s uhlikovymi nanotrubicemi pro vyrobu elektrochemickych senzor( a
vykazuji vysSi citlivost [39]. Tato kombinace dvou nanomateriali se vyuziva k lepSi
detekci DNA, proteint apod. Diky schopnosti uhlikovych nanotrubic vybuzovat
elektron-transferové reakce a diky vysoké katalytické aktivité platinovych
nanocastic je citlivost jiZ zminénych biosenzord vy$Si. Limit detekce pro tato
méfeni je az 1*10™** M [33].

Yi-Jae a Jae-Yeong (2010) predstavili makroporézni zlatou elektrodu
modifikovanou platinovymi nanoc¢asticemi (Obr. ¢€.8). Tato elektroda je urena pro
extrémné citlivou a selektivni neenzymatickou detekci cholesterolu. Platinové
nanocastice zde zajistuji drsnost povrchu a elektrochemickou katalytickou aktivitu.
Navazani platinovych nanocastic na povrch zlaté elektrody pfineslo také dalSi

vyhodu, kterou je rychla odezva [40].

Obr. &. 8 Makroporézni zlata elektroda modifikovana PtNPs, emisni rastrovaci
elektronovy mikroskop (pfevzato z [40])

Kang a kol. (2008) popsali novou strategii pro vylepSeni citlivosti biosenzoru pro
stanoveni glukézy. Glukézovy biosensor byl modifikovan uhlikovymi
nanotrubicemi, platinovymi nanoc¢asticemi a tzv. sol-gelem sloZzenym z chitosanu a
kfemicitych organicko-anorganickych hybridnich sloZzek. Takto modifikovany
biosensor ma fadu vyhod jako je vysoka citlivost pfi nizkém potencialu, dobra
stabilita a snadna pfiprava. Dale byl tento biosensor pouZzit pro stanoveni glukézy

v lidském vzorku séra a vysledky se shodovaly s témi, které byly naméfeny
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spektrofotometricky. Biosenzor také vykazuje dobrou reprodukci v rozmezi 95%-
104% [41].

Zhu a kol. (2005) popsali sklenénou uhlikovou elektrodu modifikovanou
platinovymi nanocCasticemi ve spojeni s uhlikovymi nanotrubicemi. Tuto
modifikovanou elektrodu pouzili jako biosenzor pro detekci DNA. Uhlikové
nanotrubice jsou schopny podporovat elektron-transferové reakce, platinove
nanocastice vykazuji vysokou katalytickou aktivitu pfi chemickych reakcich. Tyto

vlastnosti umozniuji vyrazné zesileni snimaného signalu pfi detekci DNA [42].

5.3.2. Zlaté nanoéastice
Zlaté nanocastice (AuNP) si ziskaly znaCnou oblibu diky svym vyjimeEnym
vlastnostem. Velka chemicka stabilita, unikatni optické vlastnosti [29] a snhadna
pfiprava [43] umoznily védcim aplikovat AUNP v mnoha oblastech. AuNP Ize
vyuzit pro teoretické elektronové transfery, katalyzy, nanosenzory, znaceni testl a
dalsi [44].

Elektrochemicka detekce DNA pomoci AuNP byla pfedstavena napfiklad
Limogyho skupinou a skupinou Wanga (2001) [34]. Podobné byly zaloZeny testy
na vyuziti stfibrnych nanocastic. O stfibrnych nanocasticich pojednava nasledujici

kapitola.

Koloidni zlato jako elektrochemicka znaCka pro voltametrickou analyzu bylo
vyuzito skupinou Gonzales- Garcia a kol. a Dequaire a kol. (2000) (Obr. €. 9).
Principem imunoanalyzy byla nekompetitivni heterogenni elektrochemické reakce
se znackou z koloidni zlaté castice. Citlivost metod vyuzivajicich zlacenych

znacek zavisi na koncentraci imunoglobulinu G (IgG) ve vzorku [34].
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Obr. €. 9 Schematické znazornéni nekompetitivni heterogenni elektrochemické

imunoanalyzy se znackou z koloidni zlaté ¢astice (pfevzato z [34])

Pro vylepSeni citlivosti testll vyuzivajich AuNP byly vynalezeny dalSi metody a
postupy pfipravy testl. Napfiklad precipitace zlatych nanocastic oznacenych jinym
typem nanocastic byla vyuzita pro zvyraznéni tvorby imunokomplexu v pfipadé

imunosenzorl [34].

Rusling a kol. (2009) pfipravili elektrodu ze zlatych nanocastic vazanych na
glutathionu (GSH-AuUNP). Ty byly vyrobeny redukci zlaté soli v pfitomnosti roztoku
glutathionu. Navazani zlatych nanoc€astic na glutathion pfinasi zvétSeni jejich
povrchu. Vétsi povrch nanocCastic pak umoziiuje lepSi a silngjSi navazani

proteinovych biomarker( karcinomu a tim i pfesnéjsi detekci [45].

Tang a kol. (2005) popsali platinovou elektrodu modifikovanou zlatymi
nanocasticemi pro detekci povrchového antigenu hepatitidy B (HBsAg). Platinova
elektroda modifikovana AuNPs vykazovala velkou citlivost a reprodukovatelnost a

také vysokou stabilitu predevsim diky vysoké povrchové aktivité nanocCastic [46].

Kim a kol. (2009) pouzili sklenénou uhlikovou elektrodu modifikovanou zlatymi
nanoc¢asticemi pro detekci Annexinu Il. a MUCS5AC. Annexin Il je antigen, ktery se
nachazi pouze u nemocnych pacientld s karcinomem plic. Naopak MUC5AC je
pouzit jako indikator k rozpoznani zdravych bronchialnich bunék. Hydrazin a
protilatky proti alexinu 1l a MUCS5AC byly kovalentné navazany na AuNPs
modifikovanou elektrodu. Hydrazin fungoval jako katalyzator pro snizeni H,O,,
ktery je tvofen obéma antigeny i vzorky. Imunosenzor vyuziva kompetitivni reakce

ve vzorku mezi proteiny zna¢enymi glukézooxidazou a proteiny bez znacky. Takto
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pfipraveny imunosenzor vykazuje vysokou citlivost a je potencialné vyuZitelny pro

v€asnou diagndzu rakoviny plic [47].

5.3.3. Stribrné nanocastice
Hlavni vyhodou stfibrnych nanocastic je jejich snadna syntéza. Pozornost védcu
pfitahuji diky jejich vlastnostem jako je maly primér nanoc&astic okolo 50 nm a
velky specificky povrch (Obr. €. 10) [48].
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Obr. €. 10 Nanocastice stfibra v transmisnim elektronovém mikroskopu (pfevzato
z [49)])

Lin a kol. (2008) predstavili elektrodu modifikovanou koloidnimi stfibrnymi
nanocasticemi. Tato elektroda byla pfipravena pro detekci cytochromu C.
Vysledky ukazaly, Ze koloidni stfibrné nanocastice zlepSily proces pfenosu signalu
mezi cytochromem C a elektrodou ve srovnani s nemodifikovanou stfibrnou
elektrodou. Elektroda modifikovana koloidnimi stfibrnymi nanocCasticemi také
vykazovala relativné vysokou citlivost, stabilitu a dlouhou Zivotnost. Tato metoda

byla tedy oznacena jako vhodna pro stanoveni cytochromu C [48].

Chen a kol. (2011) modifikovali sklenénou uhlikovou elektrodu stfibrnymi
nanoc¢asticemi. Tuto modifikovanou elektrodu pouzili pro detekci H,O,. Takto
sestrojeny senzor vykazoval vybornou katalytickou aktivitu a je tedy vhodny pro
detekci H,O [50].
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Dulezitym aspektem pfi vyuziti stfibrnych nanocastic je jejich stabilizace.
Z testovanych latek vykazuje vysokou schopnost stabilizace nanocastic stfibra

zejména anionicky tenzid SDS, dale pak zZelatina €i kasein [51].

5.3.4. Kfemenné nanog¢astice
Kfemenné nanocastice vynikaji v Siroké konkurenci nanocastic predevSim diky
vlastnostem jako jsou fotostabilita a jednoduchost povrchové modifikace riznymi
funkénimi skupinami. Této povrchové modifikace se vyuziva pro naslednou
biokonjugaci. Dale také velikost Castic Ize pfizpusobit specifickym pozadavkim

jednotlivych biologickych aplikaci [35].

Nevyhodou kiemennych nanocastic je tendence ireverzibilniho shlukovani se a
tvorba nespecifickych vazeb. Tvorba shlukl a nespecifickych vazeb muize vést

k faledné pozitivnim/negativnim vysledkim [35].

Experimentalni vysledky ukazuji, ze kfemenné nanocastice lze vyuZzit i pro
imobilizaci enzymu. Imobilizované enzymy na povrchu nanoc&astic vykazuji
vybornou enzymovou aktivitu v pfislusnych reakcich. Takovyto biochemicky
povrch nanocastic demonstruje uzite€nost a dalSi moznost vyuziti nanocastic pro

biosenzory a dalSi aplikace [52].

Soucasna vyroba kfiemennych nanocastic je velmi draha a procesy probihajici pfi
vyrobé jsou narotné na energii a nebezpecné s ohledem na zivotni prostredi.
Vzhledem k vzrustajici poptavce po kfiemennych nanocasticich pro nové aplikace
je Zadouci hledat alternativni cestu vyroby kiemiku. Vyskyt kiemiku v Siroké Skale
biologickych systémdu je znam jiz dlouho. Jde pfedevsim o biomineralizaci kiemiku
v rozsivkach (jednobunécné fotosyntetické organismy). Tato biomineralizace
rozsivek vede k tvorbé mnoha stupriovité rozvrstvenych nanostruktur kfemiku.
Tento proces inspiroval védce k rozsahlym studiim pro pfipravu podobné
strukturovaného kiemiku v laboratofich. Ackoliv je znamo vice nez 10 000 druhu

rozsivek, napodobit biomineralizaci kiemiku in vitro je stale védecka vyzva [53].

Dalsim pfikladem biomineralizace kiemenu je jeho pfiprava z bunécné stény

ryzovych slupek (RHs) (Obr. & 11). Ackoliv struktury kfemiku z RHs jsou

mikroskopicky hlfe pozorovatelné nez struktury kfemiku z rozsivek, obrovské
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mnozstvi RHs biomasy nabizi pfilezitost pro masovou produkci nanostruktur
kfemiku [53].

S ‘ = & hQUSE POrow un~cr,"3'.4"i(w ;)o‘:g‘-n,
H 0 + SI(OH), &N i} 74 ) £llica frame waork

Obr. €. 11 Biomineralizace kiemenu z ryZzovych slupek (pfevzato z [53])

Ru-Ping a kol. (2012) predstavili novy typ elektrody modifikované multisténnou
uhlikovou nanotrubici a kfemiCitymi nanocasticemi. Touto modifikovanou
elektrodou detekovali napf. a-fetoprotein. Vysledky ukazaly, Ze tato metoda nabizi

ultrasenzitivni detekci a-fetoproteinu a je vhodna pro komplexni vzorky [54].

Fengli Yu a kol. (2011) popsali citlivy a stabilni senzor pro stanoveni nadorovych
bunék zaloZeny na zesileni signalu rutheniem Il kovalentné navazanym na Si
nanocastice. Vazba kfemenné nanocastice na elektrodu zvysila citlivost detektoru.
Senzor vykazuje vynikajici reprodukovatelnost a pfedevsim vysokou spolehlivost
[55].

5.3.5. Fe30, nanocastice
Magnetické nanocastice jsou dulezitym materialem jak pro praktické aplikace
nanotechnologii, tak pro vyzkum [56]. Magnetické nanocastice si ziskaly svou
oblibu predevsim diky jejich dobré biokompatibilité, silnym superparamagnetickym
vlastnostem, nizké toxicité a snadné pfipravé. Magnetické nanocastice jsou
pfipravovany mikroemulzi z metakrylové kyseliny a hydroxyethylmetakrylatu [57].
Presto vSak stabilita a biokompatibilita magnetitu jsou nizSi nez napfiklad stabilita
a biokompatibilita zlatych nanocastic. Proto byvaji Fe304 nanocastice ¢asto vyuzity

pro spojeni se zlatymi nanoc¢asticemi [56].

Wenbin Liang a kol. (2010) wvyuzili spojeni Fe3O, a zlatych nanocastic pro
konstrukci imunosenzoru pro detekci a-fetoproteinu (AFP). AFP je dobfe znamy
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nadorovy marker, ktery se vyuziva pro diagnostiku hepatocelularniho karcinomu
(HCC). Vysledky ukazaly, ze tato metoda umoZznuje jednoduché a efektivni

stanoveni a-fetoproteinu i dalSich biologicky vyznamnych latek [56].

Magnetické nanoCastice nasly své uplatnéni také pfi detekci biofenolu A. Biofenol
A si ziskal svou pozornost diky jeho negativnimu u€inku na endokrinni systém a
jeho moznym toxickym u€inkim na zivotni prostfedi a zdravi Clovéka. Detekce
Biofenolu A se provadi v klinickych a potravinovych vzorcich a dale ve vzorcich
vody. Biofenol A je tradi¢né detekovan chromatografickymi technikami, hmotnostni
spektrometrii, kapilarni elektroforézou a mikroextrakci tuhou fazi. Tyto metody
jsou Casoveé narocné a nevyhovujici. Elektrochemicky senzor modifikovany FezO4
nanocasticemi nabizi rychlou a citlivou amperometrickou detekci pfimo v misté

vyskytu Biofenolu A. Doba odezvy biosenzoru je méné jak 30 sekund [58].

FesO, nanocCastice byly také vyuZzZity pro detekci prostatického specifického
antigenu (PSA) v klinickych vzorcich. Elektrochemicky imunosenzor se skladal
z polyethylenglykolu a kyseliny mlééné (PEGePLA), dale z Fe3;O, nanocastic a
imobilizované sekundarni protilatky (Ab2). Tento jednoduchy a citlivy imunosenzor
muze najit své Siroké uplatnéni v klinické analyze pro detekci riznych nadorovych

markerua [59].

5.3.6. Fluorescenéni nanocastice

Tradi¢ni fluorescenc¢ni barviva jako je fluorescein, rhodamin a dalSi jsou nejCastéji
pouzivanymi fluorescenénimi Cinidly, avSak jejich nizka intenzita fluorescence a
nizka fotostabilita nedovoluji vyuziti fluorescenénich barviv pro vysoce citlivou
detekci a monitorovani v realném case. Naproti tomu nedavno objevené
fluorescen¢ni latexové nanocastice, fluorescenéni kiemenné nanocCastice a tzv.
kvantové teCky by mohly nahradit stavajici fluorescencni barviva pfi biologické
detekci [60].

5.3.6.1. Fluorescenéni latexové nanoc¢astice
Fluorescenéni latexové nanocCastice stejné jako polystyrenové nanocastice Ci
metakrylové nanocastice jiz byly vyzkouSeny v nékterych biologickych analyzach
[60]. Biologicky dopad fluorescencnich latexovych nanocastic byl zkouman na

sladkovodnich rybach Medaka (Oryzias latipes) [61]. Jejich hydrofébnost,
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agregace, prilis velka velikost (>100 nm), bobtnavé vlastnosti a barevny rozptyl

vSak brani SirSimu vyuziti fluorescencnich latexovych ¢astic pro bioanalyzu [60].

5.3.6.2. Fluorescencni kiemenné nanocastice

Fluorescenéni kfiemenné nanocastice jsou vysoce hydrofilni a jednoduché na
separaci, povrchovou upravu a znacCeni. Nabizeji nékolik zakladnich vyhod:
vysokou intenzitu fluorescence, dobrou fotostabilitu a dobry potencial pro
povrchové modifikace s ruznymi biomolekulami. Fluorescenni kfemenné
nanocastice se pfipravuji zaclenénim kfemennych nanocastic do fluorescenéni
barvy pfi jejich tvorbé nebo pfi pfipojeni fluorescenéni barvy na povrch Castice
[60].

Gang Wang a kol. (2008) popsali elektrodovy senzor modifikovany
fluorescencnimi kiemennymi nanoc¢asticemi. Tento biosenzor testovali pro detekci
glukézy. Vysledné hodnoty ukazaly, Ze elektroda modifikovana Si nanocasticemi
vykazuje lepsi citlivost, selektivitu a stabilitu nez elektroda bez modifikace. Cely
biosenzor je vhodny pro miniaturizaci a umoznuje tedy dalSi zkoumani pro vyuziti

in vivo [62].

Fluorescenéni kfemenné nanocastice byly vyuZity jako pomocnici pfi pfenosu léCiv
do bunék diky své malé velikosti pod 300 nm. Jejich velikost jim také umoznuje
vmezefeni do bunéfné membrany a naslednou lokalizaci absorbovaného léku
[63].

5.4. Uhlikové nanotrubice
Uhlikové nanotrubice jsou struktury, které se skladaji pouze z uhliku. Jsou
uspofadany do tvaru trubky, ktery vznikne stoCenim grafenového listu [64]. Existuji
dva typy uhlikovych nanotrubic. Prvnim typem jsou jednosténné (SWCNTSs),
druhym typem jsou vicesténné nanotrubice (MWCNTSs) [65] (Obr. €. 12). Mezi
cenéné mechanické vlastnosti patfi silna vazebnost mezi uhlikovymi atomy,
pruznost nanotrubic, ale i pevnost materialu. Elektrochemické vlastnosti zavisi na
prostorovém usporadani nanotrubic. Mohou se chovat jako vodice, polovodite
nebo i izolatory. Velkou vyhodou uhlikovych nanotrubic z hlediska vyuZiti

v biosenzorech jsou elektrochemické vlastnosti uhlikovych nanotrubic a schopnost
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vazat na sebe biomolekuly. Schopnost vazat na sebe molekuly vyvolava zménu

vodivosti CNTs. Tato zména vodivosti je principem pro detekci latek [64].

Obr. €. 12 Zleva struktura grafenu, SWCNT, MWCNT (pfevzato z [64])

Prvni zprava o uhlikové elektrodé modifikované nanotrubicemi pro biodetekci byla
zaloZena na popisu rozptylu CNT a teflonového pojiva [66]. Uhlikové nanotrubice
hraji dalezitou roli v elektronickém snimani DNA [33]. Dale mohou zvysit pfenos
elektrond mezi elektroaktivnim centrem biologickych bunék a elektrodou [67].
Toho bylo vyuzito napfiklad pfi monitorovani ucinnosti protinadorovych lékd na
burikach Leukemia K562 [33]. DalSim pfikladem vyuziti uhlikovych nanotrubic je
detekce cholera toxinu. Tento elektrochemicky imunosenzor se sklada ze snimaci
plochy slozené z monoklonalni protilatky proti podjednotce B cholera toxinu, ktery
je spojeny s poly(3,4-ethylendioxythiofenem) potazenym uhlikovou nanotrubici
[33].

Senzor zalozeny na CNTs byl vyuzit také pro detekci antibiotik. Antibiotika jsou
bézné a nékdy i zbytecné pfidavany do zvifeci potravy a pitné vody z duvodu
prevence nemoci nebo pro podporu rustu hospodarskych zvifat. Naduzivani
antibiotik ma dopad i na lidské zdravi, jelikoz mulze zpusobit rezistenci
bakterialnich kmenu na tyto antibiotika. Na CNT-senzor byl navazan lehky fetézec
variabilni oblasti protilatek (scFv). Tyto protilatky se vazi na specificka antibiotika,
coz je vtomto pfipadé enrofloxacin. Vysledky ukazaly, Ze senzor na bazi CNT
pfekonava nevyhody dosud znamych biosenzora. Hlavni vyhodou CNT-senzoru je
Casova nenarocnost vyroby a jeho mensi velikost v porovnani s jinymi biosenzory
[68].
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Ahmadalinezhad a kol. (2011) navrhli senzor pro glukézu, ktery nepotiebuje zadny
mediator (Mediatory viz kapitola 5.2.). Tento glukbzovy biosenzor je zalozen na
nedavno objeveném materialu. Jde o tzv. buckypaper. Buckypaper je slozen
z tenkych membran sité uhlikovych nanovlaken. Jako substrat byl vybran titan
diky své dobré vodivosti, biokompatibilité a odolnosti vici korozi. Takto vytvofeny
glukbzovy senzor vykazuje vysokou senzitivitu, stabilitu, selektivitu a
reprodukovatelnost. Buckypaper otvira dvefe pro tvorbu stale sofistikovanéjsich
elektrochemickych biosenzord pro medicinalni diagndzy a pro sledovani zivotniho
prostiedi [69].

5.5. Kvantové tecky
Kvantové tecCky jsou polovodivé nanokrystaly o velikosti kolem 10 nm [70]. Maji
podobné rozdéleni energetickych hladin srovnatelné s atomem, proto jsou nékdy

nazyvany umélymi atomy (artificial atoms) [71].

Mezi cenéné vlastnosti kvantovych teCek patfi jejich skvéla fotostabilita. Lze s nimi
pracovat v Sirokém rozmezi absorpéniho spektra. Kvantové teCky maji schopnost
excitovat vSechny své barvy souCasné s jedinym zdrojem svétla excitace. Diky
nim lze také minimalizovat autofluorescenci vzorku vybérem pfislusné vinové
délky excitace [72]. Je ovSem nutno Fici, Ze vysledna fotostabilita je znacné zavisla
na zvoleném zplsobu stabilizace kvantovych teCek a dale na slozeni okolniho
prostredi [70].

Spornou otazkou u kvantovych teCek byva jejich potencialni cytotoxicita. Ackoliv
cytotoxicita napfiklad selenito-kademnatych a CdS QDs je jiz davno prokazana,
existuji i buriky cytokompatibilni s CdSe kvantovymi teCkami. Jednim z pfikladu je
cytokompatibilita CdSe kvantovych teCek s nékterymi nadorovymi bunécnymi
liniemi. Derfus M. Austin a kol. (2004) pouZili primarni hepatocyty jako model jater
a pfisli na to, Ze jadra CdSe QDs byla za urlitych podminek akutné toxicka. Zjistili,
Ze cytotoxicita kvantovych teCek se méni v pribéhu jejich tvorby, dale pfi
vystaveni ultrafialovému zafeni a pfi povrchové upravé. Dale odhalili, Ze
cytotoxicita koreluje s uvolfiovanim volnych kademnatych iontld diky poskozeni

mrizky selenidu kademnatého [73].

| pfesto, Ze cytotoxické vlastnosti kvantovych teCek pfimo neohrozuji organismus,
je zadouci snizovat toxické ucinky QDs. Jednou z moznosti jak snizit toxicitu
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kvantovych tecCek je povrchova uprava napf. silikonem. Silikon neni toxicky a je
financné pomérné snadno dostupny. Syntéza silikonovych a germaniovych

kvantovych teCek nabyva v poslednich nékolika letech velkého vyznamu [74].

Navic dlouha inkubace kvantovych teCek muize ménit zeta potencial v Zivych
burikach na niz8i negativni hodnotu. Toto sniZzeni zeta potencialu muze zpusobit

nezadouci oxidacni ucinky na buriky [75].

Kvantovych te€ek se vyuziva pfi imunochemickych stanovenich ELISA metodami
[71],[76]. Jejich schopnost emitovat pfi rdznych vinovych délkach umozZniuje
stanovit v jednom kroku sou¢asné nékolik analytd [70]. Kromé imunochemickych
stanoveni Ize kvantové teCky aplikovat i pfi kapilarni elektroforéze a metodé PCR
(Obr. €. 13) [76].
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Obr. €. 13 Vlastnosti kvantovych tecek a jejich analytické aplikace (pfevzato z [76])

Dalsi z metod je také analyza v Cipu. Pomoci této metody byly jiz rozsahle
detekovany nukleové kyseliny a proteiny. Tennico a kol. (2010) vyuZili Cipovou
analyzu pro detekci trombinu [76]. Jokerst a kol. (2009) popsali za¢lenéni QDs do
tzv. ,nano-bio-chip“ (NBC) systému pro méfeni tfi znamych biomarkerd rakoviny:

CEA (karcinoembryogenni antigen), CA125 (kancerogenni antigen) a Her-2/Neu
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(prsni nadorovy marker, vice viz dale). Tento NBC systém umoznuje citlivou a

specifickou diagnostiku karcinomu jak z krevniho séra, tak ze vzorku slin [77].

Kvantové teCky lze také vyuzit ve spojeni s elektrodami. QDs excitované
elektromagnetickym zarenim v blizkosti elektrody mohou vytvaret redoxni fetézec
transportujici elektrony z vhodného redukéniho Cinidla v roztoku na elektrodu.
Redukénim Cinidlem byva kyselina askorbova, glutathion nebo acetylcholin.
Vznika tak fetézec redukcni Cinidlo — kvantova teCka — elektroda. Timto fetézcem
jsou prenaseny elektrony a je méren elektricky proud. Velikost proudu je zavisla
na intenzité osvétleni elektrody kvantovymi teCkami a na rychlosti transportu
redukéniho €inidla na povrchu elektrody. Rychlost transportu ovliviuje napfiklad
zména koncentrace redukéniho Cinidla v roztoku nebo zména difuzni vrstvy
elektrody. Zménou difuzni vrstvy elektrody se rozumi napf. imobilizace protilatky,
vazba antigen nebo adsorpce bunék. Tohoto principu se vyuziva pfi konstrukci

novych typu biosenzort [70].

Shi Lifang a kol. (2007) popsali vyvoj luminiscenénich sond s kvantovymi teCkami
pro enzymatickou aktivitu a pro screening enzymovych inhibitord. Zaklad
luminiscen¢nich sond prfedstavuje fluorescenéni resonancni energeticky pfenos
(FRET) mezi luminiscen¢nimi kvantovymi teCkami, které slouzi jako donory a
rhodaminem, ktery slouzi jako akceptor. Rhodamin je imobilizovan na povrchu
kvantovych teCek pomoci peptidovych vazeb. Takto pfipravena FRET QDs sonda
muze byt vyuzita ke zjiSté€ni mnozstvi enzymu a k testim inhibice enzymu. Sonda
byla poprvé vyuzita pro testovani enzymatické aktivity trypsinu a pro ovéreni

ucinnosti inhibitord trypsinu [78].

Liu a kol. (2005) navrhli sklenénou uhlikovou elektrodu modifikovanou kvantovymi
teCkami. Kvantové teCky byly vytvofeny z CdCl, a Na,S. Tuto modifikovanou
elektrodu pouZili ke stanoveni hemoglobinu. Méfeni bylo provedeno jak pomoci
cyklické voltametrie tak pratokovou injekéni analyzou. Vysledky poukazovaly na
vysokou stabilitu, selektivitu a reprodukovatelnost modifikované elektrody. Tato
metoda by mohla napomoci k praktickému, spolehlivému a pohodinému stanoveni
Hb ve vzorku [79].

Wu a kol. (2007) pouzili imunosenzor na bazi kvantovych tecek (CdSe a ZnS) pro

detekci proteinového biomarkeru interleukinu-1la (IL-1a). IL-1a je cytokin zapojeny
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do mnoha imunitnich reakci, zanétlivych procesu, hematopoézy, nociceptivni
neurotransmise a dalSich. IL-1a je dulezity pro zahajeni a prubéh zanétlivych a
infek€nich onemocnéni. QDs byly pouzity jako znacky pro anti-IL-1a protilatky.
Principem detekce je sendviCova reakce mezi primarni anti-IL-1a protilatkou
(imobilizovanou na avidin-modifikovanych magnetickych kuli¢kach), IL-1a a
kvantovymi teCkami oznaCenou sekundarni protilatkou. Ke kvantifikaci
koncentrace IL-1a byla pouzita elektrochemicka rozpoustéci analyza zachycenych
QDs. Takto konstruovany imunosenzor umozriuje jednoduché, rychlé, efektivni,
selektivni a citliva méfeni IL-1a a otevira dvefe pro detekci dalSich biomarkert
[80].
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6. Zaver

Biosenzory jsou v souCasné dobé prudce se rozvijejici oblasti zejména v
analytické chemii a |ékafské diagnostice. Senzory Ize rozdélit podle biologické
slozky a podle typu detekce. Déleni podle biologické slozky zahrnuje enzymové
biosenzory, tkanové a mikrobialni biosenzory, DNA biosenzory a imunosenzory.
Imunosenzory, které pracuji na interakci antigen-protilatka, nachazeji Siroké
uplatnéni jiz v souCasnosti a do budoucna se jevi jako velmi perspektivni pfi

soucasném trendu, kterym je snaha o co nejnizSi mez detekce.

Z hlediska typu detekce je ve spojeni s biosenzory hojné vyuzivana a osvédcena
elektrochemicka detekce. Existuje nékolik typu elektrochemickych biosenzoru:
potenciometrické, amperometrické, konduktometrické a voltametrické senzory.

Nejvice vyuzivanymi senzory jsou biosenzory potenciometrické a voltametrické.

Amplifikace signalu se provadi za ucelem stanoveni latky v nizSich koncentracich,
nez bylo doposud mozné a zaroven umoznuje stanovovat latky v biologickych
vzorcich, které jsou komplexni a mohou zpusobovat nezadouci interference. Je
znama fada latek a postuptl, kterymi Ize amplifikovat signal pfi elektrochemické
detekci. Prvni moznosti je modifikace povrchu elektrod. Elektrody Ize modifikovat
riznymi latkami jako je oxovanadiovy komplex, derivaty nitrofluorenonu, navazani
pruské modfi na povrch elektrody, pouziti hexakyanoZeleznatanu kobaltnatého a
dalSi. Druhou moznosti je pouZziti mediatoru jako je ferrocen, indigokarmin nebo
thionin. Treti moznosti jsou nanocastice, které v sou€asnosti zazivaji velky boom.
Nanocastice mohou byt tvofeny z platiny, zlata, stfibra, kiemiku a jinych materiald.
Lze také vyuzit nanoCastice ve spojeni s fluorescencnimi barvivy. Posledni

moznosti, ktera je v této bakalarské praci uvedena, jsou kvantové tecky.

VSechny uvedené modifikace maji za ukol napomahat pfi detekci latek v mensim
mnozstvi biologického materialu a zaroven umozniuji snizit mez detekce pfi jejich

stanoveni v biologickych vzorcich.
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Zkratky

DNA

ELISA

ISE
DMPV
SWV
NADH
PEGDGE
FAD
EDOT
PEDOT
hCG
MWCNTs
Abl
MCM-41
AuNPs
Ab2

HRP
PEMR
PINPs

19G

GSH-AuUNP

deoxyribonukleova kyselina

enzymova

ImmunoSorbent-Assay)
iontové-selektivni elektroda
diferenéni multi-pulsni voltametrie
square wave voltametrie
nikotinamid adenin dinukleotid
poly(ethylenglykol)diglycidyl ether
Flavin adenin dinukleotid
3,4-ethylendioxythiofen
poly(3,4,-ethylendioxythiofen)
lidsky choriovy gonadotropin
vicevrstvé uhlikové nanotrubice
primarni protilatka

kifemicité mezoporézni nanocastice
zlaté nanocastice

sekundarni protilatka

kfenova peroxidaza
Polyelectrolyte multilayer reactor
platinové nanocCastice

imunoglobulin G

imunoanalyza (z angl

Enzyme-Linked

elektroda ze zlatych nanocastic vazanych na glutathionu
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HBsAg
MUCS5AC
SDS

RHs

AFP
HCC
PSA
PEGePLA
QDs
SWCNTs
CNT
sckv

PCR

NBC

CEA
CA125
Her-2/Neu
FRET

Hb

IL-1a

povrchovy antigen hepatitidy B

gen pro mucin-5AC

dodecylsulfat sodny

bunécna sténa ryzovych slupek

a-fetoprotein

hepatocelularni karcinom

prostaticky specificky antigen

polyethylenglykol a kyselina mlé¢na

kvantové teCky

jednosténné uhlikové nanotrubice

uhlikové nanotrubice

lehky Fetézec variabilni oblasti protilatek

polymerazova

Reaction)

»,nano-bio-chip

fetézova reakce (z angl. Polymerase Chain

karcinoembryogenni antigen

kancerogenni antigen

prsni nadorovy marker

fluorescencéni resonanéni energeticky prfenos

hemoglobin

interleukin-1la

a7



