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Anotace

V této bakalafské praci je popisovana elektrochemicka detekce proteint. V prvni Casti
jsou shrnuty metody pouzivané v elektrochemické detekci a popis principii imunosenzorti a
biosenzord. V dalsi ¢asti je uvedeno obecné rozdéleni senzorti pro detekci proteini podle
zpusobu pouzitého znaceni. Nasleduje kapitola s popisem konkrétnich senzord, kde je kladen

daraz na Siroké spektrum pouzitych materidlii, od kovli az po biologické latky.

Klicova slova: elektrochemické detekce, proteiny, biosenzory, imunosenzory



Annotation

In this bachelor thesis, the electrochemical detection of proteins is described. The first
part summarizes methods used in electrochemical detection and presents basic principles of
imunosensors and biosensors. In next part, the general overview of labelled or label-free
sensors for protein detection is given. A chapter with description of concrete sensors follows,

with an emphasis on wide spectrum of materials used, from metals to biological species.

Keywords: electrochemical detection, proteins, biosensors, immunosensors
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Uvod

Téma fteSené v této bakalafské praci je zaméfeno na elektrochemickou detekci
proteintl. Je zde poukazano na to, pro¢ vstupuje elektrochemicka detekce do poptedi a za co
tomu vdéci. Rovnéz jsou zde zduUraznény rozdily mezi pouzivanymi biosenzory a
imunosenzory, a to jak Vv jejich konstrukei, tak ve zpusobu pfedavani signalu od zachycené
biomolekuly k elektrodé.

Pro lepsi pfedstavu o detekovanych analytech je zde uvedena i kapitola vénovana
proteiniim. Vedle obecného popisu je v této ¢asti poukdzano na slozitou strukturu proteint a
na funkce, které proteiny v téle zastupuji. Také jsou tu popsané tfi zakladni typy proteinti —
fibrilarni, membranové a globularni.

Senzory zaujimaji nejvétsi Cast této prace. Nejprve jsou piiblizeny v obecné roviné, a
to podle toho, zda jsou pii detekci spojené s néjakou zvyraziujici ¢astici, ¢i nikoli. BéZn¢ jsou
tyto Castice oznaCovany jako znaCky a nejCastéji jsou to nanocastice. Dale jsou popsani
konkrétni zéstupci nckolika typli materidlti, pouzivanych k vyrobé senzort. Jednotlivé
ptiklady byly vybrany tak, aby byla pokryta co nejSirsi Skala materialti. Od zlatych kovovych
elektrod, pies vodivé polymery az po uhlikové elektrody. U uhlikovych elektrod je jako jeden
ze zastupcl zminén také grafen, jenz vynika unikatni strukturou a ziskava si ¢im dal vétsi
oblibu. Aptasenzory obsahuji biomolekuly s obrovskym potencidlem pro aplikaci v riznych
detekénich metodach, a to nejen ve spojeni s proteiny. Diky svym unikatnim vlastnostem se
uplatnili i v mediciné.

Mezi pouzivané tradi¢ni analytické techniky byla zafazena i jedna malo obvykla
detekéni metoda - konkrétné se jedna o skenovaci elektrochemickou mikroskopii (SECM). Ta
ma hned nékolik vyhod, o kterych je zminka v pfisluSné kapitole. Zajimavym oborem, kde
nasla SECM uplatnéni, je forenzni analyza, kde se pouziva na odhaleni otiskd prstu.

V posledni kapitole jsou popsany komeréné dostupné senzory. Nejde o zadna slozita,
velka zafizeni. Jsou to doslova piirucni pfistroje. Tim nejrozsifenéjSim je bezpochyby
glukometr. Ovsem pro detekci proteinl se vyuziva zcela jiny, volné prodejny senzor, a to je
téhotensky test.

Zpracovany material byl sestaven jako reSerSe S myslenkou obsédhnout toto téma z cO

vvvvv
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1 Elektrochemicka detekce

Zajem o elektrochemickou detekci neustdle roste. Jde o metodu, kterd je schopna
pracovat i S nepatrnym mnozstvim vzorkd. Za svou oblibenost vdéc¢i i celkem levnym
zatizenim pouzivanych pro detekci [1].

Cela ftada elektrochemickych metod naSla uplatnéni v detekci biomolekul.
Potenciometrie je jednou z nich. Pfi potenciometrickych méfenich se sleduje zména napéti.
Pro detekci proteini se v piipadé potenciometrie nejcastéji pouzivaji iontové selektivni
elektrody, oznacované i jako membranové elektrody (napt. platinovy dratek modifikovany
poréznim oxidem hlinitym) [2,3,4].

Dalsi metodou je amperometrie, kde se méii velikost prochéazejiciho proudu pfi
konstantnim potencialu pracovni elektrody. Cast&ji pouzivana je voltametrie. Zde se méii
zavislost proudu pfi zméné potencialu pracovni elektrody. Dulezité pro pouziti voltametrie je
vzorek schopny redoxnich reakci spojené s pienosem elektront, kdy se zaznamenava
elektricky signal. Pro detekci proteinti nasly uplatnéni dvé varianty voltametrie: rozpoustéci a
diferen¢ni pulsni voltametrie. Na obrazku 1 je graficky znazornén zptisob méfeni proudu pii

vkladani pulst béhem zmény potencialu v ¢ase v diferen¢ni pulsni voltametrii [2,5].

~
Cd

méfeni

potencial

~
Cd

cas, t

Obrazek 1 Zptsob méfeni proudu v diferen¢ni pulsni voltametrii.

Poslednim piikladem pouzivanych metod je elektrochemicka impedancni
spektroskopie (EIS), ktera nasla uplatnéni nejen v detekci biomolekul, ale i v mnohych
dalSich odvétvich. EIS poskytuje celistvou informaci o zkoumaném vzorku, coz naptiklad

zahrnuje popis mechanismu elektrochemického déje, a je to nedestruktivni metoda [6].
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2 Elektrochemické senzory

Senzory spojené s elektrochemickou detekci se pro urceni proteinti vyuzivaji pro svou
stabilitu, nizké naklady a citlivost. Kvalitni detek¢ni systém by mél méfit presné, piimo a
rychle. Senzory pouzivané v elektrochemii jsou pomérné levné a citlivé. Materialy, z kterych
se senzory vyrabi, by mély byt biologicky stabilni, levné, snadno pfenosné, chemicky ucinné
a vyrobitelné ve velkém méfitku. Casto se pouzivaji uhlikové nanodratky a nanotrubice,
polymery, zlaté nanocastice a fada dalSich materiala [3,7,8].

Neustaly vyvoj v analytickych metodach proteinti otevira cestu pro vyuziti riiznych
materiali. Ty se daji rozdélit do dvou kategorii. Do prvni z nich patii materialy, které¢ funguji
jako aktivni slozky senzort, coz zahrnuje ty, které jsou schopné podilet se na zachyceni a
pfedani signalu. Tim zvySuji citlivost a selektivitu senzord. Ve druhé kategorii jsou latky,
které maji roli pasivni. Podili se na vylepSeni biostability a biokompatibility, ¢imz se
prodluzuje i doba pouzitelnosti senzoru pro detekci proteinu [3].

V samotné elektrochemické detekci proteini se pouzivaji dva typy senzori:
biosenzory a imunosenzory. Lisi se od sebe jak zplisobem zachyceni proteinu, tak konstrukei.

Proto jsou samostatné popsany v jednotlivych kapitolach.

2.1 Biosenzory

Biosenzory jsou standardné sloZeny z materialu, ktery je schopny rozpoznat danou
biomolekulu, a materialu zajist'ujicimu pievod elektrond (byva oznacovan jako ptevodnik),
viz obrazek 2. Takto zkonstruované biosenzory pievedou rozpoznany chemicky nebo
fyzikalni signal na takovou formu signalu, ktery se d& jednoduse méfit a dale zpracovat.
VétSinou jde o elektricky signal. VyuZiti biosenzorti se uplatituje v riiznych oborech, protoZe
jsou schopné zaznamenat Sirokou Skalu latek, jako jsou proteiny, DNA, ionty, bunky a fadu
dalsich. Mezi obory, kde nasSly vyuziti, patii sledovani kvality potravin, ochrana Zivotniho
prostiedi nebo 1ékarské diagnozy [9,10].

Jako biologické ¢ast se nejcastéji na biosenzory aplikuji enzymy, a to hlavné pro svou
specifickou reaktivnost vici jedné konkrétni latce. Tim padem nedochazi k ruseni méfeni tim,
Ze by se na enzym navazala jina latka, nez pro kterou je enzym specificky. Enzymy

napomahaji i rychlejsi detekei [11,12].
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Prevodnik

Elektricky
» signal

fyzikalné chemicka cast)

Obrazek 2 Obecné schéma biosenzoru.

2.2 Imunosenzory

Imunosenzory jsou zalozeny na vzajemné interakci specifické protilatky a antigenu.
Existuji rlizna uspofddédni, nejCastéji jsou zaloZeny na tzv. sendviCovém zachyceni. To
spociva v tom, Ze se prvni protilatka aplikuje na povrch senzoru. Na ni se navaze piisluSny
antigen a na n¢j se pripoji druha protilatka, kterd je znacend enzymem nebo elektroaktivni
znaCkou. Pro nazornost je vSe zobrazeno na obrazku 3. Podobné jako biosenzory, tak i
imunosenzory si nasly své uplatnéni v Sirokém spektru oborti. Od lékatskych diagnostik po

ochranu zivotniho prostiedi.[12, 13, 7]

Obrazek 3 Schéma imunosenzoru v sendvicovém uspofadani.
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3 Proteiny

Proteiny jsou sestavovany zruznych kombinaci jednadvaceti a-aminokyselin do
polypeptidovych fetézcu. Jedna molekula proteinu obsahuje vice nez 100 a-aminokyselin,
proto se o proteinech mluvi i jako o biopolymerech.[14,15]

Podle tvaru se rozliSuji proteiny na fibrilarni, membranové a globularni, i kdyz hranice
mezi nimi neni jasné dana. Fibrilarni, ¢ili vlaknité proteiny, se vyskytuji v cytoskeletu bunék.
Byvaji nerozpustné ve vod¢. Zastupcem je napiiklad kolagen nebo keratin. Membranové
proteiny jsou soucasti biomembran. Plni zde razné funkce, jako je transport latek, pfenos
signalu nebo se jen podili na zpevnéni membran. Posledni globuldrni proteiny jsou kulovitého
tvaru, rozpustné ve vod¢. Protoze jde o velmi pocetnou skupinu, tak i jejich biologické funkce
jsou dosti rozmanité. Patii sem naptiklad protilatky a enzymy [14, 15].

Proteiny se ovSem daji rozdélit i z chemického hlediska. Na jednoduché, které jsou
slozené jen z aminokyselin, a na slozené, ty obsahuji nebilkovinnou c¢ast. Ke slozenym
proteinim patii hemoproteiny — soucasti je krevni barvivo hem (napf. hemoglobin),
lipoproteiny — slipidovou ¢asti, nukleoproteiny — soucasti je nukleova kyselina,
glykoproteiny — se sacharidovou ¢asti, metaloproteiny — S kationty kova (napi. ferritin),

fosfoproteiny — se zbytky kyseliny fosfore¢né [14].

3.1 Struktura proteint

Struktura proteint je slozita, rozliSuji se u nich ¢tyfi strukturni skupiny. Primarni
strukturu pfedstavuje hlavni fetézec a-aminokyselin, jejichZ uspofadani urcuje vlastnosti
proteint [15].

Sekundarni strukturu pfedstavuje uspotfaddani hlavniho fetézce v prostoru. Dva
nejtypictéjsi tvary jsou a-helix a B-hieben. a-Helix ma tvar Sroubovice, B-hfeben zase
skladaného listu, jak je vidét na obrazku 4 [15,16].

Terciarni struktura udava tvar proteinu a je kone¢nym uspofddanim sekundarni
struktury, coz zahrnuje i propojeni mezi vedlejSimi fetézci. Dojde ke vzniku globularnich
nebo fibrilarnich proteint [14,15].

Kvartérni strukturu nemaji vSechny proteiny, pouze ty, které jsou slozené
z globularnich podjednotek. To tedy znamena, Ze kvartérni struktura pfedstavuje prostorové

uspotadani podjednotek [14,15].
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Obrazek 4 Priklady sekundarni struktury proteinti.

3.2 Funkce proteinia

Proteiny se v lidském téle ucastni hned nékolika biologickych procest. Maji svou roli
V imunitnim systému ve formé protilatek, jako receptory funguji pfi bunécné signalizaci a
Vv neposledni fadé¢ se objevuji v metabolismu jako enzymy [9].

Tti nejhlavng$i funkce proteini jsou metabolické, strukturni a informacni.
Nejzasadnéjsi roli v metabolickych funkcich maji enzymy. Funguji jako katalyzatory
Vv biologickych reakcich, protoze k tomu maji ptislusné vlastnosti. Jsou velmi u€inné, reaguji
pouze na konkrétni latku nebo skupinu latek a jejich aktivita se da regulovat. [15]

Informacéni funkce je dana nespoctem mnoZzstvi postrannich fetézct aminokyselin, coz
napomaha komunikaci mezi bunkami a kontroluji se tak nitrobunécné déje. Proteiny
s informacni funkci se déli do dvou skupin. Do prvni se pocitaji proteiny, které reaguji na
antigen a dokaZou zaznamenat signalni molekulu. Pfedani informace probéhne po navazani a
molekula, ktera zac¢ind d¢j, méni svou konformaci. To je pfipad imunoglobulind. Do druhé
skupiny se tadi signalni proteiny. Maji obranny vyznam. Nachazi se v cytoplazmatickych
membranach bungk. Jejich funkci je rozeznat cizorodé bunky [15].

Strukturni funkci mohou proteiny plnit diky tomu, Ze jsou soucasti bunécnych
cytoskeletll, blomembran a bunécnych organel. Podili se tak na vylepSeni pevnosti a pruznosti
tkdni, na pohybu fasinek nebo na stazeni svalovych bun€k. Mohou mit 1 ochrannou funkci,

jako je tomu u keratinu, ktery se naléza v nehtech, vlasech a kuzi [15].
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4 Znacené a neznacené senzory

Tato kapitola piiblizi rozd€leni senzorii na znaené a neznacené. K neznadenym
senzortim patfi aptasenzory a senzory vyuzivajici nanotechnologii. Ke znacenym se fadi napf.
senzory s enzymy nebo nanocasticemi. Jmenovani zastupci byli vybrani tak, aby se jejich
pouziti tykalo detekce proteind. Jde pouze o stru¢né popisy, blizsi popis jim bude vénovan

Vv nasledujicich kapitolach.

4.1 Neznacené senzory
Do této kategorie se fadi senzory, které nevyuzivaji Zadné znac¢ené molekuly, které by
napomahaly pfenosu elektront, stabilizaci biomolekul nebo by chranili elektrodu pied

nezadoucimi latkami.

4.1.1 Senzory zaloZené na aptamerech

Vsechny biosenzory sestavené z aptamerli jsou nazyvany aptasenzory. Aptamery
fadime k syntetickym oligonukleotidim, které¢ jsou syntetizovany pomoci metody SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment), viz obrazek 5. Tato metoda je
pouzivana od roku 1990. A protoze aptamery vytvofené pomoci SELEX jsou konfigurovany
na konkrétni molekulu, mohou se aptamery pouzit na celé bunky, malé biomolekuly (napf.
vitaminy, aminokyseliny, ATP), samoziejmé na proteiny (pi. trombin) a dokonce na ionty
kovu (napf. ionty drasliku nebo olova) [17].

Jde o oligonukleotidy, které tvoii vysoce specifickou vazbu s cilovym proteinem.
Vyznacuji se 1 velkou afinitou vi¢i navazujicim se latkdm. Aptasenzory jsou fazeny mezi
neznacené senzory pravé diky svym unikatnim vlastnostem pfi tvofeni vazeb [7,17].

Aptamery konkuruji protilatkdm, protoze nedostatky, které maji protilatky, aptamery
nemaji. Jednim takovym piikladem je stabilita pii vysSich teplotach. Aptamer si svou
strukturu zachovd, dokonce je schopny ucastnit se i opakovanych méfeni, oproti tomu
protilatka sviij tvar ztrdci a podléhd denaturaci. Dalsim kladem aptamera je jejich vyroba,
protoze mohou byt vyrabény ve velkém a pro konkrétni cil. Zato vyroba protilatek je pomérné

nakladna [7,17].
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Obrazek 5 Piiprava aptameri metodou SELEX.

4.1.2 Senzory pouZivajici nanotechnologii

Zde se Casto objevuji uhlikové nanotrubice. Jsou oblibené pro zvySovani citlivosti
senzort [7]. Pouzivaji se bud’ jednosténné uhlikové nanotrubice (SWCNT - single-walled
carbon nanotubes) nebo mnohosténné uhlikové nanotrubice (MWCNT — multi-walled carbon

nanotubes). Struktury nanotrubic jsou uvedeny na obrazku 6 a 7 [7,18,19].

Obrazek 6 Struktura SWCNT.
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Obrazek 7 Struktura MWCNT.

4.2 Znacené senzory

Tyto senzory se Casto spojuji s nanocasticemi, a to pro jejich dobré fyzikdlni a
chemické vlastnosti. Vybér nanocastic se neomezuje pouze na jeden typ, naopak je zde hned
né€kolik skupin, které¢ se mohou podilet na konstrukci potiebného senzoru. Piikladem mohou
byt: kovové nanocastice, polovodiCové nanocastice a nanocastice oxida [20].

Velikost nanocastic se pohybuje v rozmezi od 1 do 100 nm, coz u nich vykazuje
odli$né vlastnosti, neZ ma vétSina bézn€ pouzivanych materialt. Naptiklad nanoc¢astice oxidl
velmi dobfe imobilizuji diky své biokompatibilité. Kovové nanocastice zase zlepsuji prechod
elektront z proteint k povrchu elektrody a v nékterych ptipadech funguji i jako katalyzatory.
Polovodi¢ové nanocastice pusobi v roli zna¢ek a indikatort [20].

Na zéklad¢ vlastnosti nanocastic se oblasti jejich pusobeni rozdéluji do péti skupin:
znaCeni biomolekul, imobilizace biomolekul, zlepSeni pienosu elektront, katalyza
elektrochemickych reakci a role reaktantu. Vse je shrnuto v tabulce 1, ktera byla pievzata

z anglického originalu [20].
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Tabulka 1 Prehled pouziti riznych nanocastic.

Funkce Vlastnosti POllZvlf’aI'le Vyhody senzori Priklady
nanocastice
Kovové nanocéastice: Protilatky
Imobilizace . - Au, Ag . . imobilizované na Au
biomolekul Biokompatibilita nanocastice oxida: ZlepSent stability nanodasticich ztstaly
Si0,, TiO, stabilni 100 dni
H,0, senzor zalozeny
Kataly;a , Vysoka povrchova Kovové nanocastice: | ZlepSeni citlivosti ha nanoca SUCIC}.I
elektrochemickych enerdie Au. Pt a selektivit berlinské modti
reakei g ’ y s citlivosti 103,5
uA-mM'l-cm'2
Kovové nanocastice: Zlepseni Ptenos elektrond z
Zlepseni pfenosu Vodivost Au, Ag citlivosti, ptima glukozaoxidazy byl
elektront nanocastice oxida: elektrochemie zvysen 0 5000 s diky
TiO,, ZrO, proteinti Au nanocasticim
Polovodicové Zlepgeni DNA senzor znaceny
Y Mala velikost, nanocastice: CdS, PbS - p . Ag nanocasticemi
Znaceni biomolekul v e 1. . r citlivosti, neptima - .
piizptisobivost kovové nanodastice: detekce dosahuje detekéniho
Au, Ag limitu 0,5 pM
Urvehleni Laktatovy biosenzor
Nanocastice v roli C Nanodastice oxidu: ryeh s nanocasticemi MnO,
o Chemicka aktivita reakéniho - e ewr
reaktantl MnO, - je 50krat citlivéjsi nez
mechanismu hoy:
bez nanocastic
4.2.1 Imobilizace biomolekul

Jde o0 jednu z vyznamnych schopnosti nanocastic. K imobilizaci dochazi napf.

pfitahovanim opaénych ndbojl, které nesou nanocastice a biomolekuly. Nanocastice se
dokazou navazat k biomolekulam velmi silné, aniz by doSlo ke ztraté bioaktivity u
biomolekul. V tomto je rozdil oproti kovalentni vazbé biomolekul k senzoru bez nanocastic,
kde muize dojit ke ztraté bioaktivity. Vyzkumny tym Chena objevil spojitost mezi velikosti
nanocastic a kvalitou imobilizace. Bylo prokazano, Ze je imobilizace stabilnéjsi, ¢im mensi
jsou nanocastice [20]. Nejéastéji pouzivané nanocastice pro imobilizaci jsou zlaté nanocastice,
na které se vazou pomoci kovalentni vazby proteiny obsahujici siru. Dale se pracuje se
stiibrnymi nebo kifemennymi nano¢asticemi [20]. Ne&které nanocastice vSak maji tendenci se

shlukovat v jednom misté a imobilizace nemusi byt zaruc¢ena [20].

4.2.2 Katalyza elektrochemickych reakci

ProtoZe nanocastice maji velmi dobré katalytické vlastnosti, da se uvazovat o tom, Ze
jejich spojenim s biosenzory by vznikly vysoce citlivé senzory, které by byly schopné
detekovat i velmi malé koncentrace latek (v ¥adech femtomoli; 10™°) ve zkoumaném vzorku

[20].
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Katalytickymi uc¢inky vynikaji kovové nanocéstice, jako tfeba platina, zlato nebo méd’.
Zastupci s témito vlastnostmi se daji nalézt i mezi nekovovymi nanocasticemi, ptikladem je
berlinska modf. Tyto nanocCastice maji schopnost snizit ptepéti pii elektrochemické reakci,
jako napt. u platinové mikroelektorody se zlatymi nanoc¢asticemi, kde zlaté nanocastice

katalyzovaly oxidaci oxidu dusnatého a piepéti se tak snizilo na hodnotu kolem 250 mV [20].

4.2.3 ZlepSeni prenosu elektront

Pfenos elektronli mezi senzorem a proteinem je celkem slozity, protoze nckteré
proteiny maji své aktivni centrum chranéno izolacni vrstvou, jako je tomu tieba u enzymii.
Tento problém lze eliminovat pii pouziti nanocastic, které funguji jako ,,zpostfedkovatelé*
(mediatory) pfi prenosu elektront [20].

Dobrou vodivost prokdzaly samoziejm¢ kovové nanocéstice (napt. Ag nebo Au).
Konkrétnim pouZitim stfibrnych nanocastic se zabyvali Li a spol., kteti pouzili elektrody
z pyrolytického uhliku potazené stiibrnymi nanocasticemi k imobilizaci cytochromu c.
Vodivost stiibrnych nano&éstic zvysila transfer elektront a as prechodu se ustalil na 15,8 s
[20].

Pouzitelni zastupci v této kategorii se objevuji 1 mezi polovodiCovymi nanocasticemi

(CdS) nebo u nanocastic oxidi (MnO,, TiO,, Fe30,) [20].

4.2.4 Z7Znaceni biomolekul

V této oblasti se uplatiiuji kovové (napf. zlaté a stéibrné nanocastice) a polovodicové
nanocastice (napt. CdS). Stejné jako tomu bylo u imobilizace, tak i zde ziistdva zachovana
bioaktivita znacenych biomolekul. Konecné vysledky je mozné ziskat diky navazanym
nanocasticim. Nejvice vyuZivanou metodou pro méteni vzorku je zde rozpoustéci voltametrie,

pii které se pracuje s malym mnozstvim stanovované latky, v fadu pikomolu [20].

4.2.5 Nanocastice V roli reaktantu

Zde maji hlavni lohu nanocastice oxidl, a to hlavné MnO,. Vyznam této vlastnosti
nejlépe ukazuje konkrétni priklad vyuziti MnO,: pokud s peroxidem vodiku reaguje oxid
manganicity, je zapotiebi k rozkladu peroxidu katalyzator, ale pokud s peroxidem reaguji

nanocastice oxidu, neni Kkatalyzator potfeba. Toto je mozné, protoze nanocastice jsou
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chemicky velmi aktivni, a to diky své velké povrchové energii. Kromé MnO- jsou pouzitelné i

oxidy ceru a olova [20].
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5 Priklady pouzivanych senzort

5.1 Aptasenzory

Jde o senzory zalozené na aptamerech. Aptasenzory jsou velmi vyhodné, protoze se
daji pouzit opakovang, i kdyz na povrchu nesou biologicky material, ¢ili aptamer. Jejich dalsi
vyhodou je jejich univerzalni pouziti a mala velikost [17].

Aptasenzory vznikaji tak, ze se aptamer, ktery je oznaceny elektrochemickou znackou,
zachyti na elektrodé. V konkrétnich ptipadech tak vznikl aptasenzor z multisténné uhlikové
nanotrubice, kde byla jako znacka pouzita methylenova modf, nebo trombinovy aptasenzor se
stejnou znackou. Kromé¢ methylenové modii se pouzivaji i zlaté nanocastice a vodivé
polymery [21,17].

Uspotéadani aptamerti na povrchu elektrody se uskuteciiuje ¢tyimi zplisoby. Za prvé se
navazuje jeden aptamer, za druhé se navazuji dva pfi tzv. sendviCovém uspotfadani. Tteti a
¢tvrtd moznost kombinuje sendvicové navazani aptameru s protilatkou. VSechny varianty jsou
zobrazeny na obrazku 8 [21].

Aptasenzory maji $iroké uplatnéni v riznych elektrochemickych senzorech, proto

budou dale popsani vybrani zastupci.

Analyte

Aptamer
Antibody

A B C D

Obrazek 8 Konfigurace aptamerti na povrchu elektrody.

5.1.1 Amperometrické aptasenzory

Existuji dvé formy téchto senzori: znacené a neznacené. Znacené aptasenzory

obsahuji aptamery s kovalentné nebo nekovalentné vazanou znackou [22].
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Ke kovalentnim znackadm patii nanocastice, methylenovd modf, enzymy, ferrocen
nebo antrachinon. Pokud aptamer nese jako znacku enzym, vazou se na senzor sendvicovym
zpusobem. Pouziti jednotlivych znacek je Siroké a velmi Casto se pro jednu latku pouziva vic
znacek najednou. Tak je tomu napiiklad u trombinu. K jeho detekci se pouzivaji enzymy,
zlaté nanocastice, ferrocen i methylenova modi [17,22].

Mezi nekovalentni znacky se fadi rovnéz methylenova modt, kterd byla rovnéz pouzita
pro trombicky aptasenzor [22].

Neznacené aptasenzory jsou zalozené na ptipojeni neznaceného aptameru k senzoru.

Samotny aptamer ale mize zachytavat i jiné zna¢ené molekuly [22].

5.1.2 Aptamery spojené s ISFET tranzistory
Jde o spojeni FET tranzistoru s uhlikovymi nanotrubicemi a vodivymi polymery.

Senzory s nanotrubicemi se pouZzivaji naptiklad pro detekci imunoglobulinu E. Z vodivych

polymerd se aptamery Casto spojuji kovalentni vazbou s polypyrrolovymi nanotrubicemi [22].

5.2 Polymery

Jde o hojné vyuzivané materialy, a to kvuli jejich uzite¢nym vlastnostem, jako je
napiiklad chemickd a biologicka stabilita, nebo Vhodné fyzikalni vlastnosti. Jsou tak schopné
vylepSovat stabilitu a citlivost senzorii. Mezi konkrétni ptiklady vyuziti vlastnosti polymera
se da zaradit odolnost vici teplotnim vykyvim pii méfeni, vodivost 1 pfi pokojovych
teplotach (napt. polypyrrol) nebo dobra imobilizace proteinii na jejich povrchu. Maji zaroven
velkou oblast vyuziti, byvaji pouzity jak v elektrickych, tak i v optickych metodach pro
detekci proteinti a jinych biomolekul [3,12].

Doposud se v elektrochemickych metodach nejcastéji objevovaly polymery ve dvou
variantach. Jako molekularné vtisténé polymery (MIPs — molecularly imprinted polymers),
nebo vodivé polymery (CPs — conducting polymers). MIPs zvySuji selektivitu biomolekul,
CPs zase zlepsuji citlivost pti detekei [3].

Skéala polymert, kterymi se modifikuji elektrody, je velmi pestra. Napiiklad u
elektrody z oxidu titani¢itého dopovaného indiem, ktera je potazenad polyanilinem, zvySuje

polyanilin selektivitu pfi navazovani protilatek na povrch elektrody. Polyethylenglykol
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napomaha upevnit stabilitu vazby mezi elektrodou a proteinem [3]. Polypyrrol je velmi ¢asto

pouzivanym polymerem, proto je podrobnéji popsan jako zastupce ve skuping polymerda.

5.2.1 Polypyrrol

Tento polymer patii do skupiny vodivych polymera. Polypyrrol se fadi mezi nejcastéji
vyuzivané polymery, za coz vdéci svym vlastnostem, jako jsou antikorozni ochrana elektrody,
vodivost za pokojové teploty (v rozmezi od 10* do 107 S/cm), silné adsorpcni vlastnosti,
biokompatibilita a mnohé dalsi [12].

Polypyrrol je casto aplikovan na katalytické a afinitni senzory, a to pro snadnou
imobilizaci biomolekul na povrchu senzoru a pro svou biokompatibilitu. To ovSem nejsou
jediné divody, pro¢ se polypyrrol pouziva pti detekci. Mezi Ctyfi nejhlavnéjsi se fadi:
schopnost polypyrrolu chranit elektrodu pfed necistotami, co nejméné narusovat pracovni
prostiedi (opét souvislost s biokompatibilitou), v nékolika piipadech je polypyrrol schopny
vystupovat jako redoxni medidtor, ktery napomaha pienosu elektroni mezi elektrodou a
zkoumanym vzorkem, a v neposledni fad¢ jeho schopnost ptizpisobovat své analytické
vlastnosti pouzitym biosenzorim podle zptsobu jeho elektrochemické piipravy [12].

I kdyz se polypyrrol fadi mezi vodivé polymery, nalezl uplatnéni i ve skupiné
molekularné vtisténych polymerd. Tento typ elektrod ma velmi dobré predpoklady pro Sirsi

vyuziti v pfimych elektrochemickych méfenich [12].

5.3 Uhlikové elektrody

5.3.1 Grafen

Grafen byl vytvofen vroce 2004 dvéma ruskymi fyziky Andre Geimem a
Konstantinem Novoselovem, kteti byli za tento objev ocenéni v roce 2010 Nobelovou cenou
za fyziku [13,23].

Unikatnost grafenu spoc¢iva v jeho vlastnostech a dvourozmérném usporadani. Jak je
vidét na obrazku 9, grafen pfipomind rovinnou sit, kde atomy uhliku tvofi tvar Sestihranu.
Navzajem jsou uhliky propojené vazbami sp?. Dvourozmérmy tvar je v konfiguracich uhliku
netypicky. Standardné se objevuje trojrozmérné uspoiadani (grafit, diamant), jednorozmérné
(uhlikaté nanotrubi¢ky) a bezrozmérné (uhlikové nanocastice, fullereny). Kromé atypického
uspofadani ma grafen i1 unikétni vlastnosti. Mezi né patfi vysoka pohyblivost elektronti

(ptiblizn¢ 200 000 cm?® (V-s)™h) pfi pokojové teploté, nadprimérnd tepelnd vodivost
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(3000 W (m-K)™), pruznost nebo velky specificky povrch pohybujici se kolem 2600 m?-g™*
[13, 24].

Obrazek 9 Struktura grafenu.

Moznost vyuzivat grafen v elektrochemické detekci se jasné nabizela, protoze kromé
jiz zminénych vlastnosti je grafen levny, chemicky stabilni a vykazuje elektrokatalytickou
aktivitu v riznych redoxnich reakcich. Senzory s grafenem pro detekci proteind jsou jedny
z mnoha, jeho uplatnéni se da pozorovat i u DNA senzord, imunosenzori a enzymatickych
biosenzort [13].

Senzory s grafenem vylepSuji pohyblivost elektroni u proteinti. Timto jevem se
zabyval Zuo a spol., ktefi prokazali, ze grafenoxid zlepsil vodivost mezi redoxnimi centry
hemovych proteinii (napt. myoglobin, cytochrom c) a elektrodou. Védecka skupina Liao a
spol. zase zjistila, ze pfitomnost grafenu na povrchu senzoru zvySuje zachycené mnozstvi
proteinti oproti ostatnim pouzivanym materialim. Tento pokus byl proveden na myoglobinu.
Podobnych projektt existuje cela fada, coz dokazuje, Ze grafen je velmi perspektivnim
materialem [13].

Grafen se diky své biokompatibilité¢ a velkému specifickému povrchu zatadil mezi
latky, z kterych se vyrabéji imunosenzory. Napiiklad ve spojeni se zlatymi nanocasticemi
vznikd imunosenzor, ktery je schopny zachytit protilatky, lidsky imunoglobulin, alfa-
fetoprotein nebo enzymy [13]. Jak je vidét, grafen je velmi vyhodny material pro vyrobu

senzoru a zajisté najde Siroké uplatnéni.
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5.3.2 Uhlikové nanotrubice

Senzory zalozené na uhlikovych nanotrubicich vykazuji rychlejsi pienos elektroni,
pouzivanymi uhlikovymi elektrodami. Nejéastéji se nanotrubice pouzivaji ve dvou formach:
jako jednosténné uhlikové nanotrubice (SWCNT) a mnohosténné uhlikové nanotrubice
(MWCNT). Uhliky v SWCNT jsou spojeny vazbou sp® do tvaru estihranu a vie je stodené do
tvaru duté trubice (viz obrazek 6). U MWCNT jde o stejné spojeni s tim rozdilem, Ze zde je
nékolik nanotrubic vloZeno do sebe (viz obrazek 7) [8].

Stejn¢ jako grafen, tak 1 wuhlikové nanotrubice naSly Siroké uplatnéni
Vv elektrochemické detekci. Velké vyuziti maji v imunosenzorech, kde se uhlikové nanotrubice
pouzivaji bud’ ve spojeni s tranzistorem fizenym elektrickym polem (FET) nebo se detekce
provadi za pomoci elektroaktivnich znacek. Prvni metoda pouzivda SWCNT, kde nanotrubice
slouzi jako spojeni mezi analytem a protilatkou navazanou na povrchu nanotrubic, reguluji
zmény v elektrickém poli, ¢imz kontroluji i pratok proudu. Druhd metoda je spojend se
sendvi¢ovym uspoiadanim, kde druha protilatka nese znacku [8].

Konkrétnim piikladim méfeni pomoci uhlikovych nanotrubic dominuje albumin. Ten
je hojné zastoupen v téle a velmi ¢asto se pouziva pro testovani. Pokus, kde byl pouZit praseci
albumin, se snazil eliminovat zachyceni nezadoucich latek na povrchu elektrody. Na SWCNT
byla nanesena ochranna vrstva nitridu kiemicitého, ktery zabranil pfistupu vody a kysliku.
Detek¢ni limit albuminu byl v tomto piipadé 5 nM [8].

DalSim ptikladem je detekce imunoglobulinu G (IgG). Pokud se IgG véaze na FET
tranzistor modifikovany SWCNT piimo, pohybuje se detekéni limit kolem 8 nM [8].

Jak se ukazuje, uhlikové nanotrubice jsou slibnym materidlem pro spojeni
s biosenzory pro své katalytické a elektrické vlastnosti. O tom vypovida i jejich Siroké vyuziti

pro detekci nékolika typt biomolekul [8].

5.4 Zlaté elektrody

Pouziti zlata jako elektrodového materialu ma jasné opodstatnéni, které vychazi z jeho
vlastnosti. Zlato vynikéd velmi dobrou vodivosti (je to tieti nejvodivéjsi kov) a antikoroznimi
vlastnostmi. Stejné jako kov samotny maji i zlaté nanocastice cenéné vlastnosti. Mezi né se
fadi jejich schopnost zlepSit pienos elektroni mezi elektrodou a proteinem bez pouZiti
redoxniho medidtoru, imobilizace biomolekul bez ztraty jejich bioaktivity, velky plosny

objem a mnohé dalsi [25,26].
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Zlaté nanocastice byvaji pouzivany na riizné typy senzord, 0od enzymovych biosenzora
pfes DNA senzory az po imunosenzory. Pfi pfipravé biosenzord pro enzymy se zlaté
nanocastice Casto kombinuji S jinymi materidly, které se rovnéz ve velké mife pouzivaji v
biosenzorech. Jednim takovym materialem jsou uhlikové nanotrubice. Ke spojeni nanocastic
s nanotrubicemi dochazi pomoci elektrostatické interakce. Dal§im materidlem, se kterym
mohou byt nanocastice zlata kombinovany, jsou polymery [25].

Imunosenzory se pouzivaji v Sirokém rozsahu. S jejich pomoci se stanovuje
imunoglobulin G, a-fetoprotein, ale i virus hepatitidy B. Tito zastupci jsou jen zlomkem latek,
které se imunosenzory se zlatymi nanocasticemi daji stanovit. To jen potvrzuje jejich
univerzalnost [25].

Nevyhodou zlatych elektrod je jejich cena. Tomuto se snazi ptedejit vyroba
jednorazovych zlatych elektrod, jejichz vyroba neni tak cenové narocnd. U jednordzovych

elektrod dochazi ke spojeni zlata s grafitovymi nebo stiibrnymi elektrodami [26].

55 Skenovaci elektrochemicka mikroskopie

Skenovaci elektrochemicka mikroskopie (SECM) se fadi do skupiny metod, které pro
své méfeni pouzivaji sondu, jako napt. u skenovaci tunelové mikroskopii (STM) nebo
mikroskopii atomarnich sil (ATM). SECM ma velice Siroké uplatnéni, vyuZziti nalezne od
biologickych studii az po forenzni védy (zde je spojena se zobrazenim otiskt prsti). Méfeni
probiha tak, ze sonda pftejizdi nad povrchem zkoumané latky (obrazek 10) a mezi sondou a
povrchem dochazi k interakci. V pfipadé metody SECM zaznamenava sonda elektrochemické
vlastnosti, konkrétné jde o tok faradaickych proudu, které¢ vyvolava elektrochemicka reakce.
Vlastnosti dané¢ho povrchu jsou pak urCeny z velikosti interakce. Vysledek méfeni je
zaznamenan do podoby trojrozmérného obrazku, a to tak, ze na osy X a Y se vynasi

soutfadnice sondy, na osu Z se zaznamenava velikost méfené vlastnosti povrchu [27,28,29].

ré—iﬂ-@«f-v-&v-}

Obrazek 10 Princip SECM.
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Jako pfistroj ke snimani vzorkd se u SECM pouzivd skenovaci elektrochemicky
mikroskop. Na obrazku 11 je vidét zjednodusena sestava celého mikroskopu. Jde o relativné
nekomplikovany piistroj v porovnani se zafizenimi ostatnich skenovacich metod. Jednotlivé
¢asti pristroje tvoii polohovaci zafizeni (pohybuje sondou), elektrochemicka cela,
potenciostat, ktery umoznuje elektrochemické méteni (na obrazku je uvedeny bipotenciostat),
jenz dodava potencial na sondu (pracovni elektrodu) a skenovany povrch a méfi vysledny

proud, a v neposledni fadé pocita¢ s fidicim programem [27].

bipotenciostat

polohovaci
zarizeni

elekiroda

A

_ pomocna
¥ &
ﬁ x| | referentni

z

kontrolni a méfici
jednotka
I PC

Obrazek 11 Instrumentalni uspofadani pii SECM.

Za nejdulezitéjsi ¢ast skenovaciho mikroskopu je povazovana mikroelektroda, coz je
podle definice takova elektroda, kterda ma minimalné jeden rozmér v fadu mikrometra. VIiv na
chovani mikroelektrody ma pfenos hmoty v jejim okoli, ktery je provadén tfemi rtznymi
mechanismy. Prvnim znich je migrace, kde se nabité Castice pohybuji v zdvislosti na
elektrickém poli. Druha je konvekce, zplisobend michanim nebo pritokem, ¢astice maji tzv.
hydrodynamicky pohyb. Ttetim typem je difuze, kde se Castice pohybuji v zavislosti na
koncentra¢nim gradientu [27,28].

Mikroelektroda je nejcastéji vyrobena z vodivého dratku nebo vlakna s primérem
Vv jednotkach nebo desitkach mikrometrti, zatavenym ve sklenéné kapilare. Na obrazku 12 je
uvedena mikroelektroda zhotovena ze sklenéné kapilary a uhlikového vlakna. PouZzivané
dratky se vyrabéji naptiklad z uhliku, platiny nebo zlata. K vyrob¢ kapilary se krom¢ skla
vyuzivaji 1 jin€ izola¢ni materidly jako jsou epoxidy, roztaveny vosk ¢i polymery. Tvary

mikroelektrod jsou rizné: diskové, valcové, svazkové, dratky, kuli¢ky a hroty [27,28].
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Obrazek 12 Uhlikova mikroelektroda zatavena v kapilate jako sonda pro SECM.

Me¢éteni u metody SECM se provadi ve dvou zékladnich rezimech, které se déli na dvé
podkategorie. Pii rezimu zpétné vazby dochazi k redoxni recyklaci (R < O + n ¢€)
elektrochemicky aktivni latky (mediatoru) a objevuje se branéna difuze. Prvnim typem zpétné
vazby je negativni zpétna vazba, ktera vznika, pokud se mikroelektroda ptiblizuje k izolantu.
Povrch izolantu brani volné difuzi, tim padem mediator pfistupuje k povrchu izolantu jen po
okrajich mikroelektrody a odezva méten¢ho proudu klesd. U pozitivni zpétné vazby se
mikroelektroda ptiblizuje k vodivému materidlu. Ve je téméf stejné jako u predeslé metody
s tim rozdilem, ze je zde oxidovana forma mediatoru, kterd se na povrchu vzorku redukuje,
ale znova se muze oxidovat na povrchu mikrolektrody. Dochazi tak k recyklaci mediatoru a
proudova odezva stoupa [27,28].

Druhy zpisob méteni je generujici/sbérny rezim. V tomto rezimu jeden Clen z paru
skenovany povrch-mikroelektroda tvoii elektrochemicky aktivni ¢éastice a druhy je pfijima.
Pti zpisobu SG/TC (substrate generation/tip collection) utvaii aktivni ¢astice skenovany
povrch. Pti TG/SC (tip generation/substrate collection) je tomu piesné naopak. Jednotlivé

zpusoby méfeni jsou zobrazeny na obrazku 13 [27, 28].

a b C d
= & .\ ,__I' .-15- 'u-
N ® 3 @ @ gj'a ®
@ ® B HLE ks @I ¢ ®
@\ ) _-— v A - thuir*" )
| | N | | | [ |

Obrazek 13 Zpusoby méfeni pii SECM: a) negativni zpétna vazba, b) pozitivni zp&tna vazba, ¢) SG/TC,
d) TG/SC.
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6 Komercné dostupné senzory

Klasickym zastupcem volné prodejnych senzora jsou glukometry. OvSem diky rychle
se rozvijejicim technologiim v elektrochemii se zacinaji objevovat senzory pro doméci pouziti
I pro proteiny [9].

Nejznaméjsim zastupcem domaciho senzoru pro proteiny je téhotensky test. Bézné
pouzivané téhotenské testy jsou zaloZzené na imunochromatografické metod¢. Jejich pomoci
se zjiSt'uje, vyssi hladina tzv. t€hotenského hormonu, coz je choriogonadotropin. Tento typ je
zalozen na vizualnim vyhodnoceni vysledku, ale diky vyvoji byla tato metoda spojena
s elektrochemickym detekénim systémem. Jasnéj$i zdiraznéni rozdilt mezi témito senzory
nabidne popis jejich konstrukce. [9]

Té&hotensky test zalozeny na imunochromatografické metodé¢ je tvotfeny nitrocelul6zni
membranou a ploskou pro aplikaci vzorku. Na obou koncich senzoru jsou absorpéni plochy.
Mezi membranu a plosku pro vzorek je vlozena spojujici plocha, ktera obsahuje
monoklonalni anti-choriogonadotropni protilatky a barvivo pro vyznaceni vysledku testu.
Tato c¢ast obsahuje kontrolni a testovaci prouzek. Pokud je pfi testovani ptitomen
choriogonadotropin, zbarvi se oba prouzky, pokud ne, zbarvi se pouze kontrolni prouzek [9].

Testy vylepsené o elektrochemickou detekci prozatim vyuzily dvé metody. Prvni
z nich vychazi z impedimetrického méteni, kde se vyuZiva vzdjemné interakce protilatky a
antigenu, které nese testovaci prouzek. Misto barviva je zde pouZita ureaza, a to pro oznaceni
monoklonalnich protilatek. Vysledek méfeni se da urcit po zméné pH (dojde ke zvySeni pH),
ke které dochazi, kdyz po naneseni vzorku moci utvoii uredza a protiladtka vazbu. Zména pH
je zaznamenana elektrodou potazenou polymerem, coZ vede k naruSeni vrstvy polymeru, a
vysledkem je zména kapacitance na elektrodé. Druhd metoda vyuZiva jako znacky kvantové
teCky z CdS a ZnS. V tomto piipadé nejdiive dojde k rozpusténi kvantovych teek v kyselém
prostiedi, poté se pomoci stripping voltametrie ur¢i ionty kadmia. Zde se pro méteni pouziva
jednorazova sitotiskova elektroda, kterd je umisténd pod nitrocelul6zni membranou, kde je

umistén testovaci prouzek. Senzor vyuzivajici kvantové tecky je uveden na obrazku 14 [9].
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Obrizek 14 Elektrochemicky t€hotensky test s kvantovymi te¢kami.
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[ Zavér

V bakalaiské praci byla priblizena elektrochemicka detekce proteinti a text byl
koncipovan tak, aby byl srozumitelny i Siroké vefejnosti, ne jen zasvécenym odbornikim.

Jak je poznat elektrochemie je védni obor, ktery mé hodné co nabidnout, neustale se
rozviji a zdokonaluje. Jasnym piikladem byly aptamery. Uz jen jejich jasné prevyseni
protilatek jim otevira cestu ke stale novym uplatnénim. DalSim piikladem je grafen. Latka
vyzkumy a testovani by bez pochyby mély najit dalsi obory, kde grafen pouzit, protoze je to
material s velkym potencialem.

Kapitola o volné prodejnych senzorech ukazala, ze senzory nepatii jen do laboratof,
ale lidé s nimi pfichézi do styku i u sebe doma. A asi pfili§ mnoho lidi netusilo, ze 1 obycCejny

téhotensky test, je skrytym senzorem.
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