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ELEKTROANALYZA INSULINU NA NANOKOMPOZITNICH ELEKTRODACH
Tento clanek je soucdsti serialu Zeny v ceské chemii*
LiBUSE TRNKOVA a IVETA TRISKOVA

Ustav chemie, Piirodovédeckd fakulta, Masarykova univerzita, Kamenice 5, 625 00 Brno, Ceskd republika
175126@mail. muni.cz

Doslo 17.3.23, piijato 14.7.203.

Clének si v&ima poslednich prezentovanych praci s problematikou elektrochemické detekce insulinu a predklada kri-
ticky pohled na vyzkum a vyvoj jeho elektrochemickych neenzymovych senzorti. Monitoruje vliv experimentalnich podmi-
nek na insulinovy oxidacni signal a zamysli se nad katalytickymi efekty nanocastic ¢i nanokompozitii deponovanych na

povrsich elektrochemického snimace.

Klicova slova: insulin, tyrosin, elektrochemie, senzor, nanocastice, nanokompozit, modifikované povrchy

Prof. RNDr. Libuse Trnkovd, CSc. (*25. 9. 1947) pusobi na Prirodovédecke fakulte Ma-
sarykovy univerzity (MU) vice jak 50 let. V letech 1965—1970 studovala na MU (tehdy jeste
UJEP) chemii a fyziku se zamerenim na vyuku, a kdyz se v roce 1972 uvolnilo misto asistenta
na Katedre teoretické a fyzikalni chemie (KTFCH), nevahala a konkurz vyhrala. Behem prvnich
dvou let obhdjila rigorozni prdaci (RNDr.), za dalsich 11 let kandidatskou praci (CSc.) a v roce
2000 habilitacni praci (doc.). Jmenovana profesorkou byla v roce 2017, a to v oboru fyzikalni
chemie. Naplni jeji védecko-vyzkumné prdce je (a) studium elektrodovych procesit biologicky
vyznamnych latek (nukleové kyseliny, oligonukleotidy, proteiny a jejich slozky) na rtutovych
a grafitovych elektrodach, (b) rozvoj a aplikace moderni elektrochemické metody — eliminacni
voltametrie (EVLS — Elimination Voltammetry with Linear Scan) a (c) charakterizace i tvorba
novych modelovych systémii pro popis polarizovaného mezifazi elektroda/elektrolyt a déji,
4 | které se na tomto rozhrani odehravaji. Je autorkou vice jak 250 publikaci v renomovanych me-
T . zindrodnich casopisech s h indexem 44. Za celoZivotni pFinos k rozvoji elektroanalytické che-

mie ji byla v roce 2018 udélena Cena firmy Metrohm.

Dlouhodobé piisobeni na KTFCH a od roku 2007 na Ustavu chemie v sobé odrdzi bohatou
pedagogickou cinnost Libuse Trnkové, pocinaje laboratornimi cvicenimi a semindri z fyzikdlni chemie az po predndsky
z biofyzikalni chemie, elektroanalyzy, elektrodové kinetiky a metod chemického vyzkumu. V Laboratorich biofyzikdlni che-
mie a elektrochemie (LABIFEL) probihaji nejen laboratorni cviceni z pokrocilych analytickych metod, ale i vyzkum v ramci
bakalarskych, diplomovych a disertacnich praci.

Z mimouniverzitnich aktivit LibuSe Trnkové lze zminit jeji dlouhodobé piisobeni v Brnénském filharmonickém sboru
Beseda brnenska (BFS BB), kde zastava funkci mistopredsedkyné sboru, stara se nejen o propagaci sboru, ale
i 0 organizaci jeho koncertii doma a v zahranici. Kromé hudby a zpévu se zajima o historii a rada cestuje.

i
£

* Tento piispévek je soutasti seridlu Zeny v &eské chemii, jenz predstavuje ku piileZitosti kazdoro¢nich vyznamnych celo-
svétovych svatkd — Mezinarodniho dne Zen a divek ve védé (11. tnor) a Mezinarodniho dne Zen (8. bfezen) — tisp&sné zeny
plisobicich v ¢eské chemii. Clanek vznikl na pozvani redakéniho kruhu a jeho vyjimeéné vétsi strankovy rozsah byl na
prani autorek, vzhledem k jedinecnosti predstaveného tématu a jeho podrobného zpracovani, umoznén.
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RNDr. Mgr. Iveta Tiiskovd, Ph.D. (*7. 6. 1986) absolvovala v roce 2010 magisterské
studium v oboru Analyticka biochemie na Prirodovedecké fakulte Masarykovy univerzity
v Brne. Ve své diplomové praci, kterou vypracovala pod vedenim Dr. Marty Farkové, navazala
na bakalarskou prdaci a vénovala se potenciometrickému studiu protonacné-deprotonancnich
rovnovah purinovych derivati, zejména benzylaminopurinu. Vysledky diplomové prace ndasled-
né rozsirené o voltametrickou studii byly v roce 2012 publikovany a staly se tak podkladem pro
rigorozni prdci, ktera byla v roce 2012 uspésné obhajena. V roce 2014 ukoncila doktorské stu-
dium v oboru Fyzikalni chemie na Prirodovédecke fakulte Masarykovy univerzity v Brné. Ve své
disertacni prdci, kterou vypracovala pod vedenim prof. Libuse Trnkové, se vénovala elektroche-
mickému studiu kratkych oligonukleotidii nejen na rtutové kapkové elektrode, ale i na pevnych
elektrodach, a to predevsim na polymerni pentelkové elektrode. Ve své praci vyuzila klasickou

’ voltametrickou metodu cyklickou voltametrii nebo voltametrii s linearni polarizact elektrody,
doplnenau o eliminacni voltametrii s linedarnim scanem (EVLS). Zaklady této metody na MU polozZila a o jeji dalsi vyvoj se
zaslouzila prave jeji skolitelka prof. Libuse Trnkova. DosaZené vysledky v ramci jejiho doktorského studia byly v letech
2011 a 2012 ocenény Cenou ieditele Ustavu a v roce 2014 obdriela Cenu dékana. V roce 2015 obdriela Cenu Metrohm
za nejlepsi publikaci mladého elektroanalytického chemika do 35 let. Elektrochemickému vyzkumu na pevnych grafito-
vych elektroddch, stejné tak jako dalsimu rozvoji eliminacni voltametrie se vénuje dodnes. V posledni dobé se jeji vyzkum
zameril i na elektrochemickou studii aminokyselin a proteinii, a to zejména insulinu. Je skolitelkou a konzultantkou bakalar-
skych a diplomovych praci s elektrochemickou tématikou. Je autorkou/spoluautorkou 27 publikaci v mezinarodnich impaktova-
nych odbornych casopisech. Ve svém volném case se venuje predevsim rodiné.

Obé¢ autorky (IT a LT) se podilely na akreditaci nového studijniho oboru — Biofyzikalni chemie — a jeji vyuce se jak
v zdakladnich, tak i v pokrocilych kurzech intenzivné venuji. Autorky také kazdorocné organizuji konferenci (Workshop of
Biophysical Chemists and Electrochemists), které se zucastnuje velky pocet studentii s moznosti soutezit o ti ceny firmy
Metrohm CR v oblasti biofyzikalni chemie a elektrochemie a také o Cenu Emila Palecka za nejlepsi prdci v oblasti bioelek-
trochemie. Loni se uskutecnil jiz 22. rocnik a od letosniho roku se bude tato akce konat stiidavé v Brné na MU a na Ustavu
fyzikalni chemie J. Heyrovského.

Obsah a v pfipad€ proteind, pokud se nejednd o metaloproteiny,
je tento protokol zavisly predev§im na redoxni aktivité

1. Uvod jednotlivych aminokyselin. Tuto aktivitu lze pfedpokladat
2. Insulin a diabetes mellitus u péti aminokyselin, znichz dvé obsahuji atomy siry,
3. Soucasny stav analyzy insulinu L-cystein nebo jeho dimer L-cystin (Cys) a L-metionin
4. Elektrochemicky proces insulinu a tyrosinu (Met), a tii z nich jsou sice bez atomu siry, ale nesou ve
5. Neenzymové elektrochemické senzory pro stanoveni své molekule postranni aromaticky fetézec: L-tyrosin
insulinu (Tyr), L-tryptofan (Trp), L-histidin (His)'. Dalo by se o&e-

6. Poznatky naSich experimentii kéavat, Ze vSechny tyto aminokyseliny jsou v insulinu pfi-
6.1. Vliv modifikovanych elektrodovych povrchii tomné, ale neni tomu tak. Insulin piekvapivé neobsahuje
6.2. Vliv chloridt Met a Trp a z elektrochemickych studii vyplyva, Ze za
6.3. Vliv pH, iontov¢ sily a koncentrace insulinu oxidaéni odezvy insulinu jsou zodpovédné piedevsim Tyr.
6.4. Nativni a denaturovany stav insulinu ProtoZze molekula insulinu obsahuje celkem cCtyfi tyrosiny,

v elektrochemické detekci otazkou zlstava, které jsou z nich oxidovany. Pii hledani

6.4.1. Tepelna denaturace insulinu odpovédi na tuto otazku se vSak musime podivat na vyssi

6.4.2. Chemicka denaturace insulinu strukturu insulinu, protoZe elektroda se chova jako elek-

7. Zavér trochemicka ¢ocka a tyrosin by méla vidét. Je také mozné,

ze si elektroda svym nabojem a chemickym slozenim in-

sulin k oxidaénimu procesu pfipravi, tieba zménénym
1. Uvod nabojem, denaturaci nebo vazbou na danou latku
v chemicky modifikovaném povrchu elektrody. Proto roz-
Sifeny elektrochemicky protokol mulize stavét i na elektro-
chemické aktivité latek, které umozni zprostfedkované
ziskat citlivy a selektivni senzor prostfednictvim vazebné
interakce s protilatkou, aptamerem, specifickym ligandem
(biosenzor) nebo prostfednictvim katalyzatoru, jako je
napf. nanoc¢astice nebo nanokompozit.

Cilem ¢lanku je predstavit zapojeni elektrochemie do
vyzkumu vyznamného proteinu, jako je insulin. Jedna se
o relativné maly hormonalni protein tvofeny jednapadesati
aminokyselinami, ktery ve vyzkumu proteind Casto zastu-
puje modelovy systém. Na zakladé jeho struktury se odviji
i jeho elektrochemicka aktivita. Zakladni elektrochemicky
protokol obecné stavi na elektroaktivité¢ zkoumané latky
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L. Trnkova a I. Triskova

2. Insulin a diabetes mellitus

Po mnoho let hraje insulin klicovou roli v rozvoji
chemie peptidli, farmakologie, buné¢ného signalizovéani
a strukturni biologie’. Tento polypeptidicky hormon, pro-
dukovany B-butikami lokalizovanymi v malych kulovitych
strukturach nazyvanych Langerhansovy ostrivky slinivky
btisni**, reguluje hladinu glukosy v krvi a zajistuje jeji
hladinu v normalnich mezich (3-8 mmol I')°. Normalni
hladina insulinu v krvi nalaéno je nizsi nez 25 mIU I
(0,86 ng 1"'; 0,15 nmol 171)5 . Dysfunkce produkce insulinu
zpusobuje rtizné formy syndromu diabetu (diabetes melli-
tus, DM), celosvétové nejbéznéjsiho a nejnakladnéjsiho
metabolického onemocnéni®. Lékaiské udaje poukazuji na
to, ze v roce 2030 bude na svété diabetem postizeno vice
nez 422 miliond lidi a stane se tak sedmou nejcastéjsi pii-
¢inou umrti. Podle statistik Svétové zdravotnické organizace
nyni trpi cukrovkou v Ceské republice vice neZ jeden milion
obyvatel a napf. v USA je diabetickych pacienti na pocet
obyvatel vice jak deset procent. Nedavno, v souvislosti
s pandemii Covid-19, byl DM uznan jako zavazny rizikovy
faktor neptiznivého pribéhu a smrtelnych nasledkd tohoto
virového onemocnéni. Enzymové senzory pro glukosu, ko-
meréné vyuzivané k diagnostice diabetu, vykazuji urcité¢ ne-
vyhody vyplyvajici ze zavislosti enzymové aktivity pouZité-
ho enzymu na teploté, vlhkosti a pH (cit.”). Navic je tfeba
poznamenat, ze tak jako hladina insulinu, tak i hladina glu-
kosy v krvi miize kolisat v zavislosti na zivotnim stylu.

3. Soucasny stav analyzy insulinu

Vzhledem k z&vaznosti tohoto velice rozsifeného
onemocnéni je stanoveni insulinu v diagnostice diabetu
velmi dalezité®. Zpo&atku navrzené postupy pro sledovani
koncentraci insulinu byly vSak malo citlivé, navic i velmi
néro&né na realizaci’, a proto bylo nezbytné zaméfit se na
vyvoj levného, citlivého a selektivniho insulinového sen-
zoru'’. V soucasné dobé vyuzivané analytické postupy zahr-
nuji metody bioanalyzy, pfedev§im imunoanalyzy (EIA,
RIA, LIA)'"". Jejich nevyhodou je viak dlouhotrvajici ana-
Iyza a &asto nedostatedna citlivost', kterou lze viak zvysit
derivatizaci insulinu pomoci izotopt a florigennich znacek’.
Dalsi vyuzivané metody, zaloZzené na chromatografii
(HPLC)"'®, kapilami elektroforéze (CE)', jsou naroéné
nejen na instrumentaci, ale i na dlouhotrvajici predpiipravu'®.
Vposledni dobé je detekce insulinu diskutovéana
vsouvislosti s  pritokovou  injekéni  analyzou'
a s elektrochemickymi metodami®’. Elektrochemické metody
jsou povazovany za jedny ze slibnych metod pro stanoveni
insulinu, diky nenaro¢nosti na instrumentaci a cas, a diky
poskytnutému nizkému limitu detekce. Toto tvrzeni zazniva
v mnoha publikacich, ale velmi Casto je to pfani otcem mys-
lenky (Libenter homines id, quod volunt, credunt), protoze
jednim z nejvétSich problému elektro-detekce je interfe-
rence a znedisténi povrchu senzoru slozkami analyzované-
ho realného vzorku. Na druhé strané je tfeba poznamenat,
ze elektrochemické metody, které polozily zaklad pro kon-
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strukci biosenzord, mohou byt hlavnimi ukazateli DM, at
uz se jedna o enzymové, neenzymové, elektrochemické,
optické, neinvazivni biosenzory anebo biosenzory
s nepfetrzitym monitorovanim’. Jsou vyuzivany pfi stanove-
ni glukosy, kde se vSak detek¢éni limity pohybuji fadoveé
témef v milionkrat vyssSich hodnotach nez v piipad¢ insulinu.

V poslednich letech byl zaznamenan také pokrok ve
vyvoji nanobiosenzorit vyuzivajicich rizné nanomaterialy
(napf. nanocastice kovl, magnetické nanocastice, nano-
vlédkna, nanodrétky, nanokompozity, kvantové tecky, uhli-
kové nanotrubicky, grafen)’. Specificita katalytického
nebo afinitniho biosenzoru zavisi na vazebné reakci. Za-
timco pomoci katalytického biosenzoru lze stanovit zménu
koncentrace analytu, pomoci afinitniho biosenzoru je sledo-
véna jeho vazebna aktivita’. Biosenzor je povaZovan za
analytické zafizeni slibujici lepSi komunikaci naseho téla
s prosttedim a reakci na néj, coz vede ke zlepSeni péce
o pacienty diky v&asné diagnostice a 1é¢b& onemocnéni®.
Biosenzor je definovany jako samostatné integrované zatize-
ni poskytujici pfesna kvantitativni nebo semi-kvantitativni
analyticka data s vyuZitim biorekogniéni slozky”. Pro jeho
realizaci je vyvijeno velké mnozstvi technik a spojeni bio-
senzoru s vysoce afinitnimi biomolekulami vede ke stanove-
ni vyznamnych latek, jako je glukosa a insulin’. Navzdory
pokroku a neustalému vyzkumu a vyvoji ve vyrobé bio-
senzorti pro glukosu* !, vyvoj biosenzorii pro insulin je
viak stale pozadu’ a to plati piedeviim v piipadé elektro-
chemickych senzort, kterym je na rozdil od biosenzorl
v tomto ¢lanku vénovana pozornost.

4. Elektrochemicky proces insulinu a tyrosinu

Jak jiz bylo naznaceno, elektrochemicky vyzkum
proteinti se zabyva péti redoxné aktivnimi aminokyselina-
mi  (AMK) (tryptofan, tyrosin, histidin, methionin
a cystein), které mohou poskytnout kvalitativni a kvantita-
tivni informace o studovaném proteinu s ohledem na jeho
zmény ve struktufe, tvorbu a degradaci dimernich a multi-
mernich struktur. Insulin je slozen ze dvou peptidovych
fetézcl, fetézce A (21 AMK) a fetézce B (30 AMK), které
jsou spolu spojeny dvéma disulfidovymi vazbami (obr. 1),
Jedna disulfidicka vazba je umisténa v fetézci A na pozi-
cich 6-11. Retézec A Ize oddélit od fetézce B redukénimi
¢inidly pti takovych experimentalnich podminkach, aby
doslo k preruseni disulfidickych vazeb mezi A7-B7
a A20-B19 (denaturace). Biochemicky a 1ékafsky vyzkum
ukazuje, ze tii krat$i oblasti fetézce A (1-3; 12-17; 19)
a jedna delsi oblast s aminokyselinovou sekvenci od pozi-
ce 8 do 25 v fetézci B jsou nezbytné pro spravnou funkci
insulinu. Z hlediska elektroaktivity jsou dulezité nejen
disulfidové vazby, které Ize redukovat a insulin se nasled-
né ocitne v denaturované formé, ale také dva histidiny a Ctyfi
tyrosiny. Ne kazda publikace ma spravné uvedenou primarni
strukturu insulinu a v mnoha publikacich na tuto nesrovna-
lost neupozornili ani jejich oponenti. BohuZzel se velmi ¢asto
stava, ze nasledujici autor opiSe nespravnou insulinovou
strukturu a chyba se stale opakuje.
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Obr. 1. Primarni struktura lidského insulinu (tyrosiny jsou vyznadeny Cervené). (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych

strankach ¢asopisu Chem. Listy).

Pfimé a GCinna elektrochemicka oxidace insulinu je
pro vyvoj rychlého a citlivého insulinového elektroche-
mického senzoru velmi dilezitd*>. Je obecn& znamo, Ze
nejpouzivandjsim elektrodovym materialem je uhlik®?, at
uz se jedna o elektrody ze skelného uhliku (glassy carbon
electrodes, GCE)*, ti§téné uhlikové elektrody (screen
printed carbon electrodes, SPCE)*, pentelkové grafitové
elektrody (PeGE)*’, nebo uhlikové pastové elektrody™.
Pentelkové grafitové elektrody maji  ve srovnani
s ostatnimi uhlikovymi elektrodami fadu vyhod, a to niz-
kou pofizovaci cenu, tedy Sirokou dostupnost, snadnou
moznost modifikace®” a dobie definovanou plochu elektro-
dy". Co se tyka chemickych a elektrochemickych vlast-
nosti, pentelkovy uhlik mé vysokou chemickou a tepelnou
odolnost, piekvapivé nizky kapacitni proud a velmi rychly
prenos naboje®* ™. 1kdyz je uhlik povazovan za jeden
z nejvhodnéjsich materiald, studie ukazaly, Ze ptima oxi-
dace insulinu na nemodifikovanych elektrodach je limito-
vana predev§im dvéma nedostatky: pomala kinetika jeho
oxida¢niho procesu a povrchové znecisténi elektrody, coz
zpusobuje nizsi citlivost, hor$i reprodukovatelnost a stabi-
litu senzoru v linearnim rozsahu insulinovych koncentra-
c¢i***!. Z tohoto diivodu byly vitany povrchové modifikace
elektrod, a to pfedev§im prostfednictvim nanocastic a na-
nokompozitl, umoziujicich stanoveni insulinu ve stopo-
vych iv ultrastopovych koncentracich®***#"™*7. Navrh
insulinového neenzymového senzoru ¢asto Cerpa z vyhod
zesilenych elektrostatickych interakci (kladné nabity poly-
mer nebo membrana vaci zaporné nabitému insulinu),
zvétSen¢ho povrchu senzoru (nanocéstice nebo uhlikové
nanotrubice, CNT) a efektivni katalyzy (nanocastice kovi
nebo kovovych oxidl, Me,Oy).

Prvni prizkumy redoxniho chovani insulinu byly
realizovany na povrchove upravenych elektrodach ze skel-
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ného uhliku pokrytych chitosanovym filmem (CHIT)
a mnohosténnymi uhlikovymi nanotrubickami (MWCNT),
jez oproti nemodifikovanym elektrodam poskytovaly sta-
bilni insulinové signaly. GCE/CHIT/MWCNT elektrody
tak byly pouzity pro zkoumani elektrooxidacnich procest
insulinu a také k amperometrickému stanoveni insulinu.
Pro charakterizaci anodického procesu byly provedeny pH
studie elektrochemické oxidace insulinu na MWCNT
elektrodach a ukazalo se, Ze zvysujici se pH roztoku oxi-
daci insulinu usnadiuje. Zavislost potencialu oxidace in-
sulinu na pH vykazovala smérnici rovnou —61 mV, coz
nepiimo vyjadiovalo elektrodovy proces s pomérem poctu
H" iontd k poétu elektront rovnym 1. Toto chovéni lze
vysvétlit predpokladem, ze oxidacni proces zahrnuje re-
doxné aktivni tyrosinové zbytky pfitomné v molekule
insulinu. Pokud se podivame na elektro-oxidaci volné
aminokyseliny tyrosinu, pak zjistime, Ze zména nastava na
hydroxylu dle rovnice -C-OH — —C=0 + H" + ¢". Vy-
sledky voltametrické studie insulinu a volného tyrosinu na
GCE/CHIT/MWCNT ukézaly na podobnost polohy ano-
dického signalu insulinu a volného tyrosinu na potencialo-
vé ose (kolem 0,7 V)*, coz podpofilo tvrzeni, Ze oxidagni
proces insulinu na GCE/CHIT/MWCNT zahrnuje tyrosi-
nové zbytky pfitomné ve struktufe insulinu. Produkt elek-
trolyzy insulinu byl také testovan, a to pomoci hmotnostni
spektrometrie, elektronové paramagnetické rezonance
a separacnich metod (gelova elektroforéza, HPLC). Bylo
navrzeno, ze ztrata ¢ty hmotnostnich jednotek po oxidaci
insulinu na GCE/CHIT/MWCNT by mohla byt zpiisobena
tvorbou dvou intramolekularnich dityrosinovych must-
ki***'. Pro blizsi pochopeni oxidaéniho procesu insulinu
je nutné seznamit se s oxidaénim mechanismem volného
tyrosinu, ktery do dnesni doby neni UpIné vyjasnén. Pred
zhruba 30 lety bylo navrzeno schéma oxidace tyrosinu
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(obr. 3). Mnoho autorti se shodlo na tom, Ze bez ohledu na
elektrodovy material dochézi nejdfive k oxidaci fenolické
skupiny v molekule L-Tyr (cit.>%), aviak presny mecha-
nismus oxidace a kone¢ny produkt ménici se v zavislosti
na experimentalnich podminkach je sporny. Nékteré pu-
blikace vyuZzivajici spektroskopické techniky jako napf.
FTIR na kovovych elektrodach®®’ se piiklangji k varian-
té, Ze nejdiive dochazi k dekarboxylaci molekuly a nasled-
né k oxidaci aminoskupiny. Jini autofi predpokladaji, ze
procesy oxidace aminoskupiny a dekarboxylace molekuly

a v literatufe je stale uvadén zjednoduSeny oxidacni me- prob&hnou zaroveir’’
chanismus Tyr (obr. 2)"*.
.50
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Obr. 3. MoZna schematické reprezentace tyrosinové oxidace (upraveno podle™®)
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(reakce 2.6). VétSina praci, kterad
pfedpoklada prvotni oxidaci fenolické skupiny, navrhuje
jeji oxidaci na keton v jediném kroku’ 253 (reakce 2.1, 2.2
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rizaci>? (reakce 2.3). Na zaklads jistych experimentd se t62
predpoklada, Zze oxidace fenolické skupiny bude probihat
ve dvou le krocich s aromatickym radikdlovym mezipro-
duktem. Tato ¢astice mlize byt diky hybridizaci oxidovana
na jiném uhliku za vzniku molekuly se dvéma ketoskupi-
nami’' (reakce 2.1). Publikace vyuZivajici spektroskopické
techniky ukazaly, ze velmi dilezitym faktorem pro proces
oxidace je adsorpce, a to bez ohledu na kyselé (reakce 2.6)°’
¢i alkalické prostfedi (reakce 2.5)°°. V kyselych prostie-
dich byla dtlezit4 role adsorpce pozorovana diky rozdil-
nym voltamogramiim zaznamenanym na polykrystalické
a monokrystalické platinové elektrodé. Intenzita proudu
v oblasti vylucovani vodiku se méni, coZ naznacuje, Ze mista
pro adsorpci jsou obsazena jinymi ¢asticemi, a dochazi tak
k posunu v oblasti tvorby oxidu Pt (cit.”’). ,,Geometrie* této
adsorpce muze také objasnit, pro¢ by mohla byt usnadnéna
oxidace karboxylové skupiny; mozna diky tomu, ze by mo-
lekula méla byt orientovana —COOH skupinou k povrchu
elektrody, stejné tak jako cely fenolicky kruh. Po téchto oxi-
dacnich krocich, se v§ak mezi autory objevuji opét neshody.
Ogura a spol. piedpokladali, ze koneénym produktem bude
fenol®, zatimco Zinola a spol. navrhuji vice komplexni ces-
tu, kde C, je oxidovan na keton a jeho pozd&jsi oxidace ge-
neruje chinon, ktery se nasledn¢ re-oxiduje na para-derivat.
Podle naSich zkuSenosti se proces oxidace tyrosinu muize
znacné liSit v zavislosti na elektrodovém materidlu. Je vSak
dalezité mit na paméti, ze v kazdém ptipadé ma tento proces
mnoho podobnosti®>. Rozdil mezi elektrodami by mél byt
vztaZen ke zvyseni ¢i snizeni pravdépodobnosti dekarboxy-
lace aminokyseliny".

Variabilita v tyrosinové oxidaci je tedy bohata a jiste
bude zaviset nejen na povrchové chemii a morfologii elek-
trody, ale i na pH, iontové sile, rozpoustédle a na slozeni
zakladniho elektrolytu. Navic je tieba si uvédomit, ze zde
prozatim hovoiime o volném tyrosinu a ne tyrosinu vaza-
ném v molekule proteinu. Nejvhodnéjsi chemie a morfolo-
gie povrchu elektrod pro citlivou a selektivni detekci insu-
linu se stale hleda a pro mnoho praci se stala zakladem
elektroda ze skelného uhliku pokrytd chitosanem
(elektrostaticka interakce) s uhlikovymi nanotrubickami
(zvétseni povrchu a podle nés i mozné hydrofobni interak-
ce). GCE/CHIT/MWCNT elektrody vykazuji pii potencialu
0,7 V a fyziologickém pH detekéni limit kolem 30 nmol "',
relativng vysokou citlivost (135 mA M 'cm?), linearni
dynamicky rozsah v rozmezi od 100 nmol I"' do 3 pmol I"*
a vysokou provozni a dlouhodobou stabilitu. I kdyz se tyto
upravené elektrody staly prvnimi slibnymi elektrochemic-
kymi senzory pro insulin®, tak vyzkum oxida¢niho chové-
ni insulinu na rdzné€ modifikovanych uhlikovych elektro-
dach se neustale vyviji.

5. Neenzymové elektrochemické senzory
pro stanoveni insulinu

Jak uz bylo uvedeno, insulin je jednim z obtizné&ji
stanovitelnych analyt (pomala elektro-oxidace) a vyzadu-
je katalyzu, casto realizovanou pomoci nanocastic kovi
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nebo kovovych oxidd. Arvinte A. a spol. vroce 2010
predstavili elektrochemicky senzor pro detekci insulinu
vyuzivajici CNT-NiOCoO/Nafion modifikované uhlikové
tisténé elektrody (SPGE), umoznujici oxidativni detekci
insulinu ve vodnych roztocich s fyziologickym pH
s dobrou citlivosti (22,57 uA mg' ml")*’. Tento nano-
kompozit byl pfipraven spojenim komerc¢né dostupného
nanoprasku (oznaceného NiCoO,) vroztoku Nafionu
(jako kotevni pojivo) s CNT (zvyseni povrchu) velikosti
v riiznych hmotnostnich pomérech. JelikoZ materidly zalo-
zené na oxidu kovu, vyuzivané jako heterogenni katalyza-
tory, vykazuji chemickou stabilitu a elektrokatalytickou
aktivitu pouze v alkalickém prostfedi, byla pro zvysSeni
odezvy zminéného senzoru ve fyziologickém prostiedi
nezbytna predpiiprava (pretreatment) takto modifikované
SPGE v alkalickém prostfedi (cyklovani v prostiedi 1 M
NaOH v rozmezi potencialti od —0,2 V do +1,1 V). Elekt-
rokatalyticky efekt nanocastic byl popsan rovnicemi (/)
a (2), které poukazuji na oxidaci dvojmocnych kovi na
kovy trojmocné:

NiO + OH — NiOOH + e (1)

CoO+OH — CoOOH +e (2)

V zajmu zhodnoceni mozné interference nékterych
béznych analyti vyskytujicich se v té€lnich tekutinach
(napt. askorbova a mocova kyselina) autofi sledovali am-
perometrické odezvy senzoru s piidavnou vrstvou Nafionu
bez katalyzatoru s pfedpokladem repulzniho efektu zapor-
né nabitého Nafionu vi¢i aniontovym substancim, ktery
zabranuje vstupu interferujici molekuly do nanokompozi-
tu’. Je viak tfeba poznamenat, Ze repulzni efekt nafiono-
vé membrany neni stoprocentné ucinny, zejména
v piipadé askorbové kyseliny. O vlivu dalSich interferenti
proti zne€isténi (antifouling) senzoru prace nepodava zad-
né informace.

Zajimava je prace autord skupiny Salimiho, kterd pro
elektrodovou modifikaci elektrody ze skelného uhliku popr-
vé pouzila nanocastice karbidu kiemiku (SiC) s vysledkem
nizkého detekéniho limitu insulinu (3,3 pmol 1) diky am-
perometrické pritokové injek¢ni analyze. Nejvetsi pozor-
nost zasluhuje rychla pfiprava senzoru bez pouziti media-
torl pfenosu elektronu ¢i specifickych ¢inidel a také anti-
adsorpéni vlastnosti jeho povrchu®. I kdyZ zmifiovany
senzor ma témér excelentni vlastnosti, tak zde neni zmin-
ka o jeho aplikaci pfti stanoveni insulinu v realnych vzor-
cich; byl feSen jen efekt interference ptidavnou vrstvou
Nafionu, podobné jako to ucinil Arvinte. Je tfeba pozna-
menat, Ze autofi nefesi problém elektrostatické interakce
insulinu s Nafionem z hlediska jejich naboji, nebot’ se da
predpokladat, ze pti fyziologickém pH mé insulin zdporny
naboj”. Podle naseho nézoru je také mozné, e elektrosta-
tickd repulzni interakce zaporné nabitych malych mole-
kul se zaporné€ nabitymi membranovymi péry Nafionu
bude mnohem vétsi nez v piipadé velkych molekul, jako
je insulin.

Ke slovu se dostala i uhlikova pastova elektroda
(CPE), kterou pouzil Jaafariasl M. se svymi spolupracov-
niky v roce 2011 a modifikoval ji silikagelem (Si-CPE).
Adsorpce insulinu na povrchu takto modifikované elektro-
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dy poskytovala vysokou citlivost pomoci adsorptivni roz-
poustéci (stripping) analyzy v diferenénim pulznim nebo
hydrodynamickém amperometrickém rezimu. Zejména
hydrodynamickd amperometrie ukézala vétsi citlivost nez
diferencni pulzni analyza. Kli¢ovou vyhodou takto navrzené-
ho elektrochemického senzoru je jeho vysokd selektivita viici
insulinu i v pfitomnosti aminokyselin obsahujicich siru
(cystin, cystein a glutathion)'*. Voltametrické experimenty
potvrdily akumulaci insulinu na povrchu Si-CPE a byl navr-
zen oxida¢ni mechanismus, ktery byl popsan rovnicemi bez
podrobnéjsiho rozboru: prekoncentrace (=SiOH(cpg) + insu-
linozt0x) <> =SiOH-insulin(cpg)) a anodické rozpousténi (od
+0,4 V do 1,2 Vv, ESiOH-insulin(CpE) d ESiOH(CPE) +
insulin-OXozok) T NE ).

Autofi se zabyvaji odpovédi na otazku, které amino-
kyseliny jsou zodpovédné za oxidaci insulinu. Za timto
ucelem provedli elektrochemickou analyzu volnych ami-
nokyselin, které mohou byt elektrochemicky aktivni
(tyrosin, cystin, histidin a cystein). I kdyz cystein a cystin
oxida¢ni odezvu neposkytovaly, coz je z naSeho pohledu
zajimavé, oxidacni signal tyrosinu a histidinu byl zazna-
menan, a to pfi potencialu 900 mV a 950 mV. Timto expe-
rimentem je dokladovano, ze cystin ani cystein se na oxi-
daci insulinu podilet nebudou a za oxida¢ni odezvu bude
zodpoveédny tyrosin nebo histidin. I kdyz navrzeny mecha-
nismus zvySené reaktivity silikagelu vi¢i insulinu neni
zatim Uplné vyjasnén, tak nepfitomnost odezvy cysteinu
a cystinu podminuje jiz zminénou vysokou selektivitu
senzoru vuci insulinu v pfitomnosti aminokyselin obsahu-
jicich siru. Interakce insulinu se silikagelem neni v praci
zcela vyjasnéna. UZite¢nost navrzeného senzoru byla tes-
tovana i z hlediska jeho vyuZziti pro stanoveni insulinu
v injekcich.

Konstrukce senzori s vyuzitim jejich povrchové mo-
difikace pomoci kompozitu kiemiku se stala velmi popu-
larni a také tym Aminiho v roce 2014 této popularity vyu-
zil pro konstrukci elektrochemického insulinového senzo-
ru nanocastice oxidu kfemiku (SiO,NP). Nanokompozit
SiO,NP/Nafion imobilizovali na povrchu elektrody ze
skelného uhliku. Podobné jak uvadi i pedchozi prace*’**
(Arvinte, Salimi), Nafion zde hraje roli kotevniho pojiva
a zabranuje smyvani vytvotreného filmu z povrchu elektro-
dy v prubéhu elektrochemického procesu. Elektrokataly-
tické chovani takto vyrobeného senzoru bylo sledovano
pomoci cyklické (CV) a diferen¢ni pulzni voltametrie
(DPV) a vysledky ukézaly, ze nano-SiO, vykazuje vyraz-
nou elektrokatalytickou aktivitu v oxidaci insulinu, a to na
zakladé navrzené¢ho reakéniho mechanismu (upraveno
a opraveno nejen z publikace®, ale i z publikace®'):

[CCR,CRy] (CR,CR),

-

(OCFE,CF)_O CF,CF, S03- Ht "4 vodikova vazba
2 /m 272 )

CF,
3

H
. i r
SI(OC2H5)4+ 2 HZO —- 4 C2H50H +8i0,
TEOS
=S8i-OH + insulin(thio-aminokyselina)-SH ‘-[ESi-OHZ]'+ + thio-aminokyselina-S~

Nafion
= si(GH)
hydrolyza
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Prednosti navrzeného senzoru je skutecnost, ze byl
aplikovan pro stanoveni insulinu nejen v injek¢nich vzor-
cich, ale i v redlnych vzorcich kozniho potu, coz je méné
obvyklé; ostatni prezentované senzory tuto aplikaci viibec
neuvadi. Autofi vénuji pozornost i rusivym ucinktim inter-
ferujicich latek (glukosa, glycin, fenylalanin, histidin,
cystin a tryptofan) a pouze v piipadé vysoké koncentrace
tryptofanu byla zaznamenana viditelnd interference.
Vzhledem ke stabilit¢ a antipasivaénim vlastnostem je
noveé zkonstruovany senzor SiO,NP/Nafion/GCE povazo-
véan za vysoce U€inny amperometricky insulinovy detektor
v nanomolarnim mé¥itku®.

Jinou modifikaci uhlikové elektrody, spocivajici
v elektrodepozici nanokompozitu RuOx/CNT na povrch
uhlikové elektrody a umoziujici stabilni a citlivou volta-
metrickou a amperometrickou detekci insulinu ptedstavil
v roce 2007 J. Wang se svym tymem. Jeho studie ukazala,
ze pokryti elektrody pomoci nanokompozitu RuOx/CNT
nabizi vyrazné zrychleni oxidace insulinu ve srovnani
s elektrodami pokrytymi bud’ jen RuOx, nebo jen CNT,
coz je pravdépodobné disledkem synergického zesileni
ucinnosti elektrodového povrchu. Prekvapivy ucinek mo-
difikace pomoci nanokompozitu RuOx/CNT na oxidaci
insulinu vSak neni zatim uplné€ vyjasnén. I pfes tento moz-
ny nedostatek prace naznacuje velky pfislib pro konstrukei
miniaturizovanych senzorti a detektorti pro monitorovani
insulinu®.

V roce 2016 byl Yu Y. a spol. vyroben elektroche-
micky insulinovy senzor, vyuzivajici levné a ekologicky
$etrné nanoéastice niklu (NiNP)®2. Pro modifikaci povrchu
elektrody vyrobené z cinem dopovaného oxidu inditého —
Indium Tin Oxide — byla vyuzita technika iontové implan-
tace, ktera spociva v tom, ze povrch materialu se bombar-
duje urditymi ionty ve vakuové komote (< 10™* mbar, tj.
0,01 Pa) pomoci energie o rozsahu 50 az 200 keV. Tonty
nasilné pronikaji povrchem materialu a pii Cetnych koli-
zich s atomy se zastavi a ztrati svoji energii. O podmin-
kach tohoto procesu autofi nepisi. ITO elektroda byla vy-
brana jako vhodny elektrodovy substrat diky Sirokému
potencialovému oknu a stabilnim elektrochemickym vlast-
nostem. Vykonnost senzoru byla testovana pomoci cyklic-
ké voltametrie, elektrochemické impedanéni spektroskopie
(EIS) a chronoamperometrie (CA) a takto pfipravena NiNP/
ITO elektroda vykazovala v prostiedi 0,1 M NaOH dobré
detekeni limity (viz tab. I). Elektrokatalyticky efekt niklo-
vych nanocastic byl opét podminén alkalickym prostiedim
(cyklovani v 0,1 M NaOH v rozmezi potencialu od —1 V do
+1 V; 30 cykld) apopsan rovnicemi, které maji podobnost
s vy$e uvedenou rovnici (/):

Ni+20H — Ni(OH),+ 2e 3)

Ni(OH), + OH <> NiOOH + H,O + e 4)

Katalyticky efekt redoxniho paru Ni"/Ni" na oxida¢-
ni proces insulinu je vyjadien jednoduchou rovnici bez
blizsi specifikace oxida¢niho produktu insulinu:

NiOOH + insulin + H,O — Ni(OH), + OH + produkt (5)

Autofi vénovali pozornost interferentim vyskytuji-
cich se v t€lnich tekutinach b&zné spole¢né s insulinem
(askorbovd  kyselina, mocova kyselina, glukosa).
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V piipadé, ze byla studie moznych interferentd provedena
na urovni pikomolarni  koncentrace, v souladu
s poZadavkem na analyzu pikomolédrnich koncentraci insu-
linu v lidské krvi, nebyly interference na NiNP/ITO elek-
trod€ pozorovany. Jina situace vSak nastala, pokud byla
koncentrace interferentli oproti koncentraci insulinu 50% —
100x zvysSena; pak byla na elektrodé pozorovana silna
odezva interferujicich substanci. Jedna se o Casty problém
senzoru zalozenych na elektrokatalytickém stanoveni in-
sulinu a vyviji se studie vedouci ke zmirnéni moznych
interferenci. Autofi jako jednu z moznosti navrhuji vyuZziti
pritokového systému®’.

Je tfeba poznamenat, Ze elektrokatalyticky efekt na-
nocastic oxidu niklu pro oxidacni signal insulinu poprvé
zkoumal Rafiee B., ktery v roce 2013 vyvinul senzor vyu-
zivajici nanokompozit NiONP/Nafion-MWCNT (multi
walled carbon nanotubes)®. NiONP byly deponovany na
povrceh tisténé uhlikové elektrody (SPE) dekorované uhli-
kovymi nanotrubickami (MWCNT), kdy karboxylové
skupiny na povrchu MWCNT mohou stimulovat depozici
NiONP. Elektrochemické chovani kompozitu NiONP/
Nafion-MWCNT ve vodnych alkalickych roztocich insuli-
nu bylo zkouméno pomoci CV, CA a EIS. Rafiee vysvét-
luje elektrokatalyticky efekt nanocastic oxidu niklu, spoci-
vajici v konverzi Ni'/Ni™' v alkalickém prostiedi (0,1 M
NaOH) dle rovnice Ni(OH), <> NiOOH + ¢ + H".
V pfitomnosti  insulinu  NiONP/Nafion-MWCNT/SPE
senzor reflektuje oxidaéni procesy probihajici ve dvou
potencialovych oblastech. V prvni oblasti anodickych
potencialii se nejdiive zadinaji produkovat Ni'™ nano&asti-
ce, coz je vyjadené rovnici: Ni(OH), <> NiOOH + e +
H'. Nasledng, piti vysSich potencidlech, dochédzi
k elektrokatalytické oxidaci insulinu, dle schématu: NiOOH
+ insulin — Ni(OH), + produkt (kolem +0,7 V) a soucasné
k redukci Ni™ na Ni". Podle autorii je posledné jmenova-
ny proces dokladovan snizenim katodického signalu re-
dukce Ni™ na Ni" pii zp&tmné polarizaci senzoru. Tato sku-
tecnost by méla jasn¢ dokazovat, Ze pouzity modifikator
v podobé NiONP se piimo tcastni elektrokatalytické oxi-
dace insulinu, ovSem podle CV zaznamu toto tvrzeni neni
zieteln¢ podlozeno. Predpoklada se adsorpce insulinu na
tvorici se Ni"" (kolem +0,7 V). Adsorbovany insulin je
oxidovan v chemické reakci s pomalou kinetikou a produ-
kuje &astice Ni', coz se projevi poklesem katodického
signalu; &astice Ni" pak mohou byt zp&tné oxidovany na
Ni'"". Voltametrické studie ukazaly, ze SPE modifikovana
filmem NiONP/Nafion-MWCNT snizZuje piepéti insulinu
a usnadiuje jeho oxidaci ve srovnani s nemodifikovanymi
SPE. Pro zhodnoceni vykonnosti této modifikované elek-
trody byla vyuzita také amperometricka metoda®.

Na tuto praci navézala Sisolakové I. a spol.” v roce
2019 a pro substrat si misto SPE zvolila pentelkovou gra-
fitovou elektrodu (PeGE) modifikovanou nejen kompozi-
tem NiONP/chitosan-MWCNT, ale i kompozitem NiNP/
chitosan-MWCNT. Nanocastice Ni nebo NiO byly depo-
novany na povrch chitosan-MWCNT/PeGE pomoci pulzni
voltametrie a elektrochemické vlastnosti obou pfiprave-
nych senzorit byly zkoumany pomoci CV, CA a EIS
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v prostiedi fosfatového pufru (PBS) o fyziologickém pH
simulujicim prostfedi lidského organismu. Elektroda
NiONP/chitosan-MWCNT/PeGE vykazovala lepSi elek-
troanalytickou charakteristiku ve srovndni s NiNP/
chitosan-MWCNT/PeGE a autofi dosli k zavéru, ze pro
elektroanalyzu insulinu vhodnéj$im kandidatem je pentel-
kova tuha modifikovana oxidem kovu nez samotnym ko-
vem'. Nicméné detekéni limity pro insulin nezasahovaly
ani v ptipadé NiONP/chitosan-MWCNT/PeGE do piko-
moléarnich koncentraci insulinu. Pfekvapivé ale je, ze oxi-
da¢ni signdl insulinu je v pfipadé modifikace NiONP za-
znamenan az kolem 1,45V, a v pfipad¢ modifikace NiNP
kolem 1,1V, tedy v obou piipadech v daleko pozitivngj-
sich potencialech nez 0,7 V, ktery uvadi Rafiee®.

Dulezitost vlivu chitosanové membrany pfi elektro-
chemické detekci insulinu na NIONP a MWCNT modifi-
kované tisténé uhlikové elektrodé (SPCE) je pak dale uka-
z4dna na porovnani dvou elektrochemickych senzor Ni-
ONP/MWCNT/SPCE a NiONP/chitosan-MWCNT/SPCE,
kdy elektrody modifikované chitosanem vykazuji S$irSi
linearni rozsah koncentraci (0,25 pmol 1" — 5 pmol '),
niz§i limit detekce, 94 nmol 17, vyssi citlivost (0,021
pA 1 umol ') ataké lepsi stabilitu oproti elektroddm bez
chitosanové membrany®. Z divodu simulace koncentrace
chloridii v lidské krvi byla detekce insulinu provedena
v prostiedi PBS a neZzidouci vliv chloridli na elektro-
chemickou detekci insulinu byl pak eliminovan pomoci chi-
tosanové membrany, kterda ma stabilizujici efekt pro nano-
Castice, ale pravdépodobné i odpuzujici efekt pro ionty CI .

Jak se tedy ukazalo a stale ukazuje, nanocastice pre-
chodnych kovl, zejména jejich oxidl, lze povazovat za
slibny a levny material pro katalyzu oxida¢niho procesu
insulinu. Navic kombinace nanocastic prechodnych kovl
s uhlikovymi nanotrubickami, které zvétSuji aktivni po-
vrch elektrody, muze zlepsit analytické vlastnosti elektro-
dového povrchu. Byly pfipraveny dalsi dva typy elektro-
chemickych senzor zaloZenych na tisténych uhlikovych
elektrodach modifikovanych kombinaci CoNP nebo CuNP
s chitosanem a MWCNT. Vysledky porovnani stability,
analytické charakteristiky a selektivity obou senzorl pro-
kézaly lepsi stabilitu a analytické vlastnosti bez vyrazného
vlivu interferenci na stanoveni insulinu v ptipadé senzoru
CoNP/chitosan-MWCNT/SPCE  (cit.*). Podobné jako
CoNP a CuNP, tak i nanocastice zinku (ZnNP) vykazuji
elektrokatalytickou aktivitu ve stanoveni insulinu. I kdyz
ZnNP/chitosan-MWCNT/SPCE ma o néco lepsi mez de-
tekce (LOD, tab. I) nez pfedchozi uvedené nanokompozit-
ni SPCE, tak ostatni analytické parametry (tab. I) jsou
podobné®. Podle nasich tvah do elektrokatalytického
procesu v alkalickém prostfedi vstupuji nanocastice ne
v podobé ¢istého kovu, ale v podobé jeho ptislusného
oxidu.

V. Singh v roce 2019 navrhnul senzorové pole, zalo-
zené na SPE dekorované uhlikovymi nanotrubicemi
s modifikaci kvantovych tecek (CdSe/ZnS QD), za ticelem
ptimé detekce pikomolarnich koncentraci insulinu v jedné
kapce (obr. 4). Ve fyziologickém prostiedi takto vytvore-
né senzorové pole vykazuje limit detekce 100 pmol I
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alinearni rozsah pro pikomolarni koncentrace insulinu
(100 pmol 1" — 5000 pmol 1")?".

Z naSeho pohledu synergicky efekt konjugatu multi-
sténnych nanotrubicek a kvantovych tecek typu c/s (core/
shell) usnadiiuje u oxidovatelnych tyrosinovych rezidui
prenos elektront. Vznika otdzka, pro¢ je pro usnadnéni
prenosu elektronu vyhodné pouzivat kombinace QD
a MWCNT? Dalo by se ptredpokladat, ze oxidace kvanto-
vych tecek CdSe/ZnS bude probihat za odejmuti elektronti
z valencniho pasu ZnS (shell) a ty by mohly byt pfijaty
uhlikovymi nanotrubickami, protoZe jejich Fermiho hladi-
na lezi mezi HOMO-LUMO energii (gap) kvantovych
teCek. V tom piipadé by elektrony z MWCNT mohly
usnadnit elektronovy transfer insulinu.

Razmi H. a spol.®® vroce 2019 predstavili levny
a stabilni elektrochemicky senzor zaloZeny na pentelkové
grafitové elektrodé modifikované nanokompozitem tvoie-
nym oxidem grafenu (GO) a nanocésticemi oxidu kobaltu
(CoONP). Pti priprave senzoru byly nejdiive syntetizova-
ny nanovrstvy oxidu grafenu (GO), a to pfimo na povrchu
pentelkové elektrody jako zdroji uhliku za pomoci poten-
ciostatické metody v prostredi kyseliny sirové, a nasledné
byly na povrch GO modifikované PeGE deponovany na-
nocastice oxidu kobaltu (CoONP) za pomoci voltametrie.

MWCNT-karboxyl

o
- @Ry~

MWCNT-NH,

b

QDs - karboxyl

EDC/NHS

(';‘7‘ )'-’

depozice MWCNT- karboxyl
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detekce insulinu
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Katalytické vlastnosti CoONP/GO/PGE pomohly snizit
detekéni limit na subnanomolarni koncentrace (LOD
0,12 nmol 171), zvysit jak citlivost (0,687 pA 1 nmol ), tak
i linearni koncentracni rozsah (0,46 nmol 1! — 100 nmol 171).
Odezva senzoru nebyla ovlivnéna piitomnosti béZznych
biologickych interferentfl, jako jsou kyseliny askorbova,
mocova, citronova a také glukosa. Byly analyzovany tfi
synteticky pfipravené farmaceutické vzorky insulinu tf
ruznych znacek (Regular, Isophane a Lansolin) a procento
vytéznosti (97,55-101,48 %) naznacuje, ze navrhovany
senzor milZze byt pouZit pro rutinni analyzu insulinu ve
farmaceutickych vzorcich®®. Diky tomu, ze CoONP jsou
stabilni a elektroaktivni pouze v alkalickém prostiedi, byla
popsana elektrokatalyticka reakce odpovidajici redoxnimu
procesu Co"/Co™ v alkalickém prostiedi:
Co(OH), — CoOOH + H" + ¢ nebo CoO + H,0 —
CoOOH+H" +e (6)
Stejné tak byl navrZzen i mechanismus elektrokatalyzy
v pfitomnosti insulinu:
CoO +H,0 — CoOOH+H" + ¢~ (7)
CoOOH + insulin (redukovana forma) — CoO + insulin
(oxidovana forma) (8)
Nedavno autofi® vyvinuli robustni a citlivy elektro-
chemicky insulinovy senzor zaloZeny na elektroaktivnich

G s

vazba insulinu na
MWNT-QD konjugat

'@

MWNT-QDs konjugat
deponovany na elektrodé

detekce insulinu

Obr. 4. Schéma detekce insulinu pouze pomoci MWCNT (a, ¢) a navazani MWCNT na povrch SPE modifikované pomoci QDs (b,
d). Navrh MWCNT — QD modifikovaného elektrodového pole pro detekci insulinu v jedné kapce (e), upraveno podle®”. EDC je 1-ethyl-3
-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid; NHS je N-hydroxysukcinimid
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molekularné vtisténych (imprintovanych) polymernich
Casticich (nanoMIP), které v polymerni matrici zanecha-
vaji dutiny s afinitou pro vybranou ,.templatovou* mole-
kulu, v tomto ptipad¢ insulin. NanoMIP senzor oznaceny
redoxni sondou kombinuje rozpozndvaci a informaéni
schopnosti a v podstaté nahrazuje pary seskupeni enzym-
mediator vyuzivané v klasickych biosenzorech. Lze pied-
pokladat, ze nanoMIP senzor oproti biosenzoru mize po-
skytovat vyssi stabilitu a lepsi vykon v komplexnich bio-
logickych vzorcich. Zajimavosti v této praci je, ze nano-
MIP ¢&astice byly vypocetn€ navrzeny pomoci in silico
mapovani insulinového epitopu (antigenni determinant —
konkrétni oblast antigenu, na kterou se vazou protilatky)
a syntetizovany polymeraci na pevné fazi (sklenéné kuli¢-
ky) (obr.5). Oxida¢ni odezva insulinu byla sledovana
pomoci diferenéni pulzni voltametrie v klinicky relevant-
nim rozsahu koncentraci 50 pmol "' — 2000 pmol I"'. Pod-
le autorti nanoMIP senzor diky velkému poctu rozpozna-
vacich mist a uzpisobené geometrii pro insulin nabizi
fadu vyhod, a to predevsim vysokou citlivost a selektivitu
vii¢i insulinu s limitem detekce 26 fmol 1" a 81 fmol I'!
v pufru a v lidské plazmé, potvrzujici praktickou aplikaci
u luzka pacienta (point of care analysis). NanoMIP senzor
vykazuje také velkou stabilitu po 168 dni, coz by potvrzo-
valo robustnost daného senzoru®.

Molekularné imprintovany polymer (MIP), ktery
zanechava dutiny v polymerni matrici s afinitou pro vy-
branou ,,templatovou’ molekulu a ktery mimikuje interak-
ci zamku a klice (lock and key) podle nas sice slibuje vy-
sokou citlivost senzoru, ale proces imprintu je ¢asto naroc-

polymerizaéni smés
1. radikélova polymerizace

( ) sklenéné kulicky

AP . .

7. insulin

4 vysoce afinitni
“.» nanoMIP

g/

-~ 5.imobilizace nanoMIP

2. eluce nereaktivnich monomert
a nizkoafinitnich nanoMIP
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ny na reprodukovatelnost: 1) tézko kontrolovatelny proces
radikalové polymerace vede ke zna¢nym odchylkam mezi
jednotlivymi Sarzemi senzorll; 2) regenerace senzori
s MIP je casto netplné (v€decké publikace malokdy zafa-
zuji méfeni slepych vzorkti a méfi jen kalibrace od niz-
kych koncentraci k vysokym koncentracim a tak se miize
zdat, ze senzor diky jisté hysterezi z predchozich méteni
funguje 1épe, nez by tomu odpovidala realita); 3) selektivi-
ta senzoru a jeho afinita k analytu byva prakticky vyrazné
horsi nez u protilatky, vyhodou miZze byt ale aplikace MIP
senzoril na analyty, pro které je produkce protilatek obtiz-
n4, napf. nizkomolekularni 1atky.

Nedavno autofi’® predstavili elektrochemicky senzor
pro kvantifikaci insulinu zaloZeny na modifikaci pentelko-
vé grafitové elektrody nanocasticemi Ni (NiNP) a methyl-
benzoatem a testovany pomoci cyklické a diferen¢ni pulz-
ni voltametrie (obr. 6). Pro nas byla pfekvapiva mala za-
vislost oxida¢niho signélu insulinu na pH a podle naSich
zkuSenosti je tfeba hodnotit nejen vysku, ale i polohu sig-
nalu. Uloha benzoatu neni piesné definovéna, stejné jako
elektrokatalyticka aktivita niklovych nanocastic. Krevni
vzorky (lidské sérum) byly pted vlastni insulinovou detek-
ci podrobeny precipitaénimu protokolu s ethanolem, pfi-
¢emz do takto upraveného krevniho séra byl nasledné
insulin o znamé koncentraci pfidan. V tomto piipadé nelze
tvrdit, ze NINP/MB/PeGE je slibnym nastrojem pro detek-
ci insulinu v biologickych vzorcich, poskytujici relevantni
signaly bez vedlej$ich interferenci’.

Kamyabi M. a spol. v roce 2021 navrhli citlivy, rych-
Iy a neenzymovy elektrochemiluminiscentni (ECL) sen-

3. eluce vysoce
afinitnich nanoMIP

way

4. purifikace

Obr. 5. Syntéza a eluce molekuldrné imprintovanych nanocastic termo-elu¢nim procesem a jejich zavedeni na povrch tisténé plati-

nové elektrody (upraveno podle®)
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methylbenzoat
NiNPs

PeGE

Obr. 6. Schéma vyroby senzoru NiNPs/(MB)/PeGE (upraveno
podle™)

zor, zalozeny na dekoraci niklové pény ZnO nanocastice-
mi. Pro upravu velikosti nanocastic ZnO byl pouzit tem-
plat oxidu kiemicitého. Ptiprava ZnONP/Ni pénové elek-
trody zde byla podrobné popsana a morfologie takto pfi-
praveného senzoru ZnONP/Ni-péna byla charakterizovana
pomoci FESEM (field emission scanning electron micros-
copy), EDX (energy dispersive X-ray), XRD (X-ray
diffraction) a EIS (electrochemical impedance spectros-
copy). Elektrochemiluminiscence (ECL) senzoru ZnONP/
Ni-péna byla zkoumana v pfirozeném médiu v pfitomnosti
H,0, jako u¢inného ko-reaktantu. Se zvysujici se koncen-
traci insulinu bylo pozorovano vyrazné zlepSeni signalu
ECL, coz prokazalo zesilujici U¢inek insulinu na ECL
emisi (obr. 7).

Byl pfedlozen pravdépodobny ECL reakéni mecha-
nismus mezi ZnONP a H,0;:

Ni péna

Depozice SiOZ
templatu

' ———
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H,0,+¢ — OH + OH" redukce H>O, za vzniku silného
oxidacniho cinidla OH’ )
OH" vytvaiit elektronovou diru
h* (hole) (10)
ZnO je redukovan za vzniku
anion radikalu (11)
OH’ injektuje do ZnO valencni-
ho pdsu elektronovou diru h*
(hole); diry a elektrony ve vodi-
vostnim pasu ZnO interaguji
s dérami za vzniku excitované-
ho stavu ZnO* (12)

vyzdareni energie (13)

OH - OH +h"
Zn0+¢e¢ — ZnO™

ZnO” +h" — ZnO*

ZnO* — ZnO + hv

V prostiedi fosfatového pufru tento senzor vykazoval
excelentni vykonnost pfi detekci insulinu v linearnim roz-
sahu koncentraci 3,57-107"° mol ™' aZ 2,94-10° mol 1"
avelmi nizky detekéni limit 1-107'° mol1'. Navrzeny
ECL senzor s vybornou reprodukovatelnosti, teplotni sta-
bilitou a vysokou citlivosti byl vyuzit pro stanoveni insuli-
nu v realnych vzorcich krevniho séra s velmi pfijatelnymi
vysledky’'. K presvéd¢ivé hodnovérosti senzoru by pii-
spéla srovnavaci studie s jinym proteinem nez s insulinem.

Pro potiteby klinické diagnostiky a ucinné 1écby
s ohledem na ekonomickou a praktickou potfebnost je
nevhodnéj§im feSenim viceslozkova analyza. Zde se nabi-
zi simultanni analyza insulinu a glukosy. Problém je vSak
nejen v prekryvu oxidacnich signalli obou analytli a ve
vzéjemném zapojeni se do reakcnich procesi, ale i ve
velmi rozdilnych koncentracnich hladinach. A proto Zhao
Y. a spol. v roce 2021 uvedli studii, v niZ jsou piedstaveny
algoritmy umélé inteligence (AI), které pomahaji elektro-
chemickym metodam k pfekonani tohoto problému.
Nejdtive se zméfi pomoci cyklické voltametrie proudové

SiOZ/Ni péna

| =)

=
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/
# /
- 4 /
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
s
/
/
/
/

/
/
/

Insulin

£ N

ECL
>

Zn0

ZnO NPs
=

Hy05

/
/
/

Odstranéni SiO,.

templatu

&

ZnONPs/Ni péna

ZnO/SiO5/Ni péna

Obr. 7. Modifikaéni proces vyroby niklové pénové elektrody se ZnO nanoéasticemi pro ECL detekei insulinu (upraveno podle cit.”")
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ktivky insulinu, glukosy a jejich smési, nasledné je extra-
hovano sedm typickych znakt voltametrické kiivky jako
charakteristickych hodnot pro detekci koncentraci insulinu
a glukosy. Nakonec, po nauceni s vyuZitim algoritmu
(strojové uceni — machine learning), jsou koncentrace
insulinu a glukosy odd¢leny (obr. 8). Cely proces tak trva
asi tfi minuty. S vyuZitim tohoto pfistupu lze detekovat
insulin na pikomolarni Grovni a glukosu na milimolarni
arovni, coz spliiuje klinické pozadavky. K ovéfeni vykon-
nosti a €innosti navrzené metody byla tato metoda vyuzi-
ta ke stanoveni insulinu a glukosy ve fetdlnim hovézim
séru a realnych klinickych vzorcich krevniho séra. Vysled-
ky jsou uspokojujici, ukazujici, ze tato metoda miize spl-
novat zakladni klinické potieby. Tento viceslozkovy testo-
vaci systém poskytuje piijatelny detekcni limit a piesnost;
ma prednosti vnizké cené a vysoké ucinnosti,
s potencialem pro vyuziti v klinické diagnostice’”.

V témze roce Wang J. predstavil citlivy elektro-
chemicky senzor pro stanoveni insulinu v pfedepsanych
lécich u pacientd s diabetem 2. typu. Senzor vyuziva Au-
Ag nanocastice a kvantové tecky grafenu (Au-Ag NP/
GQD). Pro ptipravu Au-Ag NP/GQD modifikované GCE
elektrody (Au-Ag NP/GQD/GCE) byly syntetizovany
GQD hydrotermalni metodou piimo na povrch GCE
a nasledné byly na tento povrch elektrochemicky depono-
vany Au-AgNP. Stanoveni insulinu pomoci CV a DPV
ukazalo, Ze linearni rozsah koncentraci, limit detekce
a citlivost odpovidaly hodnotdm v rozsahu 10 pmol 1" —
120 pmol 17'; 1,1 nmol 1! 2 0,242 pA 1 pmol . Selektivita
navrzeného insulinového senzoru byla zkoumana ve vzor-
ku lidského séra, a to v pritomnosti biologickych latek,
jako jsou thiomocovina, glukosa, methionin, cystein,

Aalhact - platina
aniontova
vyménna .
oy membrana o NaOH
insulin
glukoza
vystup aktualizace
koncentrace

insulin @
glukosa

strojové ueni

° plocha

Obr. 8. Elektrochemicka a Al (Artificial Intelligence) experimentalni struktura (upraveno podle

Chem. Listy 117, 551-572 (2023)

askorbova kyselina, mocova kyselina a glutathion, a vy-
sledky ukazaly, Ze pfitomnost téchto latek stanoveni insu-
linu neovliviiuje. Bylo by velmi uzite¢né rozsifit toto zjis-
téni o podrobné&;si studii, pro¢ je nanokompozit nev§imavy
kvyse vyjmenovanym interferentim. Aplikovatelnost
navrzeného senzoru byla studovéna v injekcich insulinu
glarginu a vysledky ukazaly pfijatelné hodnoty regenerace
a relativni smérodatné odchylky”.

Kromé vsech vyse zminénych elektrochemickych
senzorll se pro detekci insulinu velmi Casto pouzivaji
i komercné dostupné tisténé elektrody (SPCE) modifiko-
vané nanocasticemi. NaSe prozatimni vysledky ukazaly, ze
insulin lze v jednotkdch mikromolarnich az stovkdch na-
nomolarnich koncentraci spolehlivé stanovit na SPCE
modifikovanych uhlikovymi nanovladkny (carbon nanofib-
res, CNF) a nanoc¢asticemi oxidu bismutu Bi,0;. O vyuziti
téchto modifikovanych tisténych elektrod bude blize po-
jednano v nasledujici kapitole.

6. Poznatky nasSich experimentu
6.1. V1iv modifikovanych elektrodovych povrchi

Na zéklad¢ ziskaného vhledu do elektrochemického
chovani insulinu na rtznych typech chemicky modifikova-
nych senzord, kdy citlivd detekce insulinu je vétSinou
podminéna katalytickym efektem nanocastic ¢i nanokom-
pozitl, jsme se na jedné strané dozvédéli mnoho zajima-
vych informaci, ale na druhé strané jsme v ¢lancich nena-
chéazeli dostatecné vysvétleni jevli pii zprostfedkované
elektrochemické detekci insulinu. Problém dostate¢né

elektrochemicky experiment

A\

potenciostat

vstup

konstantni
parametr

vybér parametri

72)
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citlivosti a selektivity elektrochemického senzoru, rtizné
modifikovaného nanomateridlem, lze vidét predevsim
v matrici fyziologickych vzorkt, kterd obsahuje plno in-
terferujicich, Casto povrchové silné kontaminujicich slo-
zek. Zhlediska aplikace  potencidlnich  senzoril
v klinickém vyzkumu je nezbytné dozvédét se vice o tom,
jak se insulin v roztoku i na povrchu elektrody chova. Za
timto ucelem jsme si polozili nékolik otazek, na néz jsme
se snazili najit odpovéd’. Prvni otazka byla, jak je detekce
insulinu podminéna modifikovanym povrchem komerc¢ni
SPCE ve fyziologickém prostfedi. Na Ctyfech tist€nych
elektrodach jsme pomoci voltametrie s linedrni polarizaci
elektrody (linear sweep voltammetry — LSV) sledovali
oxidacni signal rekombinantniho lidského insulinu
v prostiedi PBS a abychom sofistikované mohli kompara-
ci signald provést, byly proudy (/) prevedeny podle plochy
elektrody S na proudové hustoty (i=I/S). Vysledné LSV
ktivky jsou prezentovany na obr. 9. Voltametrie byla reali-
zovéna pomoci pAutolabu firmy Metrohm™ 7.

Jak je vidét z obrazku, nejnizsi, skoro prehlédnutelny
oxidaéni signal insulinu je zaznamenan na ti§téné elektro-
d¢ modifikované polyanilinem (PANI); polymerni anilin
v tomto fyziologickém prostiedi oxidaci insulinu nepod-
poruje. Vzajemné porovnani intenzity oxidacnich signalt
pro insulin o stejné koncentraci ziskanych na nemodifiko-
vané elektrodé SPCE a BiO; a CNF modifikovanych
SPCE ukazalo, ze spravné zvolena povrchova modifikace
mize znékolikanasobit citlivost detekce. I kdyz na nemo-
difikované elektrodé oxidacni signal insulinu je patrny, tak
modifikace SPCE prispéla ke zvyseni citlivosti se stejnou
energetickou synergii (potencialy jsou kolem 600 mV). Na
prvni pohled vyssi oxida¢ni signaly na uhlikovych nano-
vlaknech (CNF — carbon nanofibers) nez na nanocasticich
Bi,05 jsou ovlivnény vyssi proudovou odezvou zakladni-
ho elektrolytu — PBS pufru. Podobna situace se objevila

60
=== PANI
50 r ——Bi03
——CNF e <
a0 | Nemodifikovang
= Nemodifikovana SPCE
£ 30
o
= 20
10 .
0 Saa
0 200 400 600 800 1000
E, mV

Obr. 9. LSV signaly pro rekombinantni lidsky insulin o kon-
centraci 10 pmol I"' na nemodifikované a riizné modifikované
tisténé elektrodé SPCE (oxid bismutity, uhlikova vlikna,
polyanilin) v prostiedi PBS pufru (pH 7,4). (Barevna verze
obrazku je dostupnd na webovych strankach casopisu Chem.
Listy).
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i pti pouziti SPCE modifikovanych grafenem (neni ukaza-
no). Pokud by byla aplikovana korekce na zakladni linii
(base line correction), pak by byly oxida¢ni piky insulinu
na obou posledné jmenovanych elektrodach velmi podob-
né. Na nemodifikované SPCE je mechanismus oxidace
insulinu nésledovéan dal§imi reakcemi a je mozné, ze CNF na
svém povrchu vlastni dalsi oxidovatelné skupiny nebo ke
zvySenému proudovému pozadi prispivaji ptitomné chloridy.
Je také mozné, ze v piipadé PANI chloridy interaguji
s povrchem a brani insulinu v procesu prenosu elektronti.

6.2. Vliv chlorida

Na zakladé posledni uvahy o vlivu chloridii jsme
provedli experiment, ktery je zobrazen na obr. 10. Vliv
chlorid se projevuje posunem oxida¢niho potencialu
insulinu do pozitivnéj$ich hodnot oproti prostiedi fosfato-
vému pufru, ktery chloridy neobsahoval.

Vliv iontl CI” podle naSich tivah miiZze posunout hod-
notu oxida¢niho potencidlu insulinu prostfednictvim elek-
trostatické interakce, nebot’ insulin v prostiedi pH 7,4 je
zaporn¢ nabity.

6.3. Vliv pH, iontové sily a koncentrace insulinu

Oxidacni chovani insulinu bylo sledovano na obou
typech modifikovanych elektrod (CNF/SPCE, Bi,Os/
SPCE) nejen s ohledem na koncentraci insulinu (1-20
pmol 1Y), ale i v kontextu podminek okolniho prostfedi,
jako je pH (1,8-11,0), iontova sila a slozeni pufru (PBS —
phosphate buffer saline, FA — fosfat-acetat, fosfat). Vadci
myslenkou provedené koncentraéni zavislosti byla prace’’
(Pocker méfil v rozsahu pH 1,1-11,2 a efekt pH zkoumal
pti koncentraci insulinu 100 pmol I'"), zabyvajici se struk-
turnimi pfechody monomer/dimer, pficemz se predpokla-

1,6
14 - 0,01M NaCl
12 | 0,05M NaCl
q —0,14M NaCl
— pufr
08 |
<
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Obr. 10. LSV oxidaéni signaly insulinu (c = 10 pmol I'') ve
fosfatovém pufru (pH 7,4) s pfidavkem rizné koncentrace
chloridovych ionti (Sipka naznacuje posun potenciilu se
zvySujici se koncentraci chloridi). (Barevna verze obrazku je
dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chem. Listy).
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dalo, ze monomerni insulin existuje pfi velmi nizkych
koncentracich (maximalnd do 2 pmol 1'); pii vyssich
koncentracich se tvofi pfedevS§im dimer. Jelikoz tato prace
hodnoti strukturni zménu nativniho insulinu v zavislosti
na koncentraci z hlediska zmény ve spektru cirkuldrniho
dichroismu (CD), chtély jsme se podivat, zda i elektroche-
mie bude schopné reflektovat strukturni prechod
z monomeru na dimer v podobé viditelné¢ zmény v charak-
teru oxidacnich signalti insulinu v dusledku ménici se
koncentrace. Pfedpoklddand strukturni zména monomer/
dimer vSak nebyla zatim elektrochemicky prokézand, coz
mize byt zpusobeno fyziologickou hodnotou pH predpo-
kladajici pfechod na monomerni strukturu bez ohledu na
koncentraci insulinu”’. Na zikladé provedené koncentraé-
ni zavislosti insulinu byla stanovena i hodnota LOD
pro pouzité elektrodové modifikace (CNF/SPCE
a BiOs/ SPCE) ve vSech pufrovanych prostredich
CNF/SPCE (1,20-1,76 umol 17"), oproti Bi,O3/SPCE
(1,67-1,86 pmol 171y,

Vliv koncentrace na chovani insulinu byl monitoro-
van i z hlediska charakteru CD spekter, kdy s rostouci
koncentraci insulinu dochézi ke zvySeni intenzity v CD
spektru, a to ve vSech pufrovanych prostiedich (obr. 11A).
Sekundarni struktura pak byla posouzena pomoci algorit-

Chem. Listy 117, 551-572 (2023)

mu BeStSel, coz je webovy server poskytujici pro analyzu
CD spekter metodu vybéru beta struktury (Beta Structure
Selection). Na server lze jednodusSe pfimo nahrat naméfe-
na CD data (elipticita vs. vlnovéa délka). Originalita BeSt-
Sel spociva v tom, Ze provadi podrobnou analyzu sekun-
darni struktury, poskytujici informace o osmi komponen-
tach sekundarni struktury, véetn¢ paralelni B-struktury
a antiparalelnich B-listl se tfemi riznymi skupinami stoce-
ni v prostoru”™”. Ztohoto posouzeni je ziejmé, Ze
s rostouci koncentraci dochazi k poklesu zastoupeni neu-
spofadanych struktur, zvySuje se procentudlni zastoupeni
B-listl, coz lze pravé vysvétlit posunem rovnovahy smé-
rem ke struktufe dimeru (obr. 11B)”.

Oxida¢ni  chovani insulinu bylo sledovano
iz hlediska vlivu iontové sily prostfedi na obou typech
modifikovanych elektrod (CNF/SPCE a Bi,O3/SPCE)
v prostfedi FA pufru o iontové sile / = 0,2 moll"' a /=
0,55 mol "', Vy&&i iontova sila sice zvy$uje intenzitu oxi-
dac¢nich signalli insulinu, avSak naproti tomu samotny
oxida¢ni proces insulinu znesnadnuje (posun oxidac¢niho
signalu do pozitivngjsich potenciall), a to na obou typech
modifikovanych elektrod™ .

Jelikoz jiz diive publikované CD spektralni studie
prokazaly strukturni pfechod monomer/dimer nejen vli-
vem koncentrace, ale i vlivem pH (cit.”’), bylo opét nasim
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Obr. 11. A) Vliv koncentrace insulinu (ins) v roztoku FA pufru (pH 7,4) na tvar CD spekter. B) Diagram zastoupeni strukturnich
uspoi‘adani v molekule insulinu ziskany z programu BeStSel. (Barevna verze obrazku je dostupnd na webovych strankach ¢asopisu

Chem. Listy).
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cilem zjistit, zda i elektrochemie bude schopna s ohledem
na ménici se pH prostiedi odrazet pripadné strukturni
zmény v molekule insulinu. Jinymi slovy, zda bude doché-
zet ke zmén¢ charakteru oxidac¢nich signalli insulinu
a prokaze se tak pfechod z dimerni formy na formu mono-
merni ¢i naopak. Bohuzel ani v tomto pfipad¢ existence
rozliSené monomerni a dimerni struktury insulinu elektro-
chemicky prokazana nebyla.

Insulin poskytoval charakteristické oxidacni signaly
v celé skale pH (1,8-11,0) pufrovaného prostiedi na obou
typech modifikovanych elektrod. Bi,O3;/SPCE poskytuje
podobny charakter oxidacnich signéalti jako CNF/SPCE.
Zaroven 1 tato provedena pH zavislost potvrdila, Ze na
CNF/SPCE probiha méné energeticky narocny oxidacni
proces insulinu ve srovnani s Bi,O3/SPCE a navic modifi-
kace CNF poskytla oxidacni signaly insulinu s vyssi inten-
zitou. Zajimavosti zlstava, ze na rozdil od tyrosinu, ktery
v zavislosti E, na pH vykazuje zlomy (v souladu pak
s hodnotami jeho pK, = 2,2; pKa = 9.2; pKa; = 10,46),
u insulinu Zzadné zlomy pozorovany nebyly a v celkové
Skale pH hodnot smérmice dE,/pH odpovidala hodnoté
—52 mV na jednotku pH. Tyrosin v oblasti fyziologického
pH poskytoval hodnotu =57 mV na jednotku pH (cit.”**°).

Pokud se pozorné podivame na obrazky pH zavislos-
ti, tak voltametrické piky maji v kyselé a alkalické oblasti
(obr. 12A a 12C) kromé postupného sledu potencialu pika

Chem. Listy 117, 551-572 (2023)

(Ep) 1 postupny mirné klesajici a mirn€ stoupajici trend i
ve vyskach pikd (/). Jinak se chova insulin v oblasti od
jeho izoelektrického bodu (~ 5,7) az do pH ~ 7,5 (obr.
12B), kde posloupnost v I, je narudena. I kdyz nebyly
voltamogramy snimany na stejné elektrod¢, popsany trend
se opakoval a podnécoval myslenku, Ze struktura insulinu
muze byt podle jeho naboje ovliviiovana ndbojem i morfo-
logii povrchu elektrody™.

6.4. Nativni a denaturovany stav insulinu
v elektrochemické detekci

Je obecn¢ zndmo, Ze za stabilitu nativni struktury
proteinti jsou zodpovédné nejen hydrofobni interakce, ale
i disulfidické mdastky. Vlivem faktord prostfedi, jako je
pH, teplota, ale i vlivem chemickych ¢inidel je mozné tyto
disulfidické mustky rozrusit, a pak hovofime o denaturaci
proteinti. Nase experimenty byly vedeny snahou odpove-
det opét na zajimavé otazky. Jaka bude role disulfidickych
mustkd a s tim souvisejici denaturani zmény ve struktufe
insulinu a zda bude zaznamenan redoxni proces cystein-
cystin? Tepelnd denaturace ¢i chemicka denaturace je
znama z vysledkt studii pomoci CD spekter, avSak nee-
xistuji studie, které by se na denaturacni proces podivaly
pod drobnohledem elektrochemie. Vzhledem k tomu, ze
insulin je mald molekula, tak se muze velmi kratce po
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Obr. 12. LSV oxida¢ni signaly insulinu (¢ = 10 pmol I'") v oblasti kyselého (A), neutralniho (B) a alkalického pH (C) fosfatového-
acetatového pufru (FA pufr; pH 1,82-10,99) na CNF/SPCE. (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach casopisu
Chem. Listy; pro nebarevnou tisténou verzi obrazku je tfeba poznamenat, ze zvysujici se hodnota pH posouva oxidac¢ni signaly insulinu

k negativnéj$im potencialiim).
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denaturaci opét svinout do urcit¢é ndhodné konformace,
ktera vSak nemusi byt totoznd snativni strukturou
(nepublikované vysledky).

6.4.1. Tepelna denaturace insulinu

Vlivem teploty dochazi k rozruSeni terciarni a sekun-
darni struktury proteint, tedy i k rozstépeni disulfidickych
vazeb. Presto, Ze tepelna denaturace insulinu byla podrob-
n¢ studovana jiz diive, tak se jednalo pfedev§im o CD
spektralni studie ¢i diferencni skenovaci kalorimetrické
(DSC) a izotermalni titracni kalorimetrické (ITC) studie,
umoziujici navic i vyhodnoceni teploty tani insulinu
(melting point, T},) odpovidajici hodnoté 68 °C (cit.*").
Naproti tomu nejsou znamy literarni zdroje, které by te-
pelnou denaturaci insulinu posuzovaly z hlediska elektro-
chemie. Nase experimenty prokazaly, Ze i elektrochemic-
ké metody jsou schopny detekovat rozdil mezi nativni
a denaturovanou formou insulinu, a to na zakladé¢ rozdilné
intenzity oxidacniho signalu insulinu. Pfedpokladali jsme,
ze intenzita (tedy vyska) oxidacnich signald insulinu ndm
mize zodpoveédét otazku, kolik molekul tyrosinu se bude
na oxida¢nim procesu podilet a zda v prib¢hu denaturace
doslo kUplnému rozvinuti struktury insulinu se vSemi
¢tyfmi molekulami tyrosinu ptistupnymi elektrodé. Dile-
zitym predpokladem pro Gplné rozvinuti fetézce do linear-
ni podoby je existence nativniho insulinu v monomerni
formé. Pravé v tomto piipadé je zde zajistén jasny prechod
nativni (N) / denaturovana forma (D), jak naznacuje i si-
mulovany YASARA (Yet Another Scientific Artificial
Reality Application; dostupné z http://www.yasara.org/)
model (obr. 13). Studie provedené pomoci molekulové
dynamiky ukézaly, Ze v nativni struktufe insulinu jsou dvé
molekuly tyrosinu lokalizovany uvnitt struktury a dvé jsou
exponované na povrchu, a tudiz se mohou vyznamné po-
dilet na oxida¢nim signalu insulinu. V ptipad¢ denaturace
insulinu a rozpleteni fetézce do linearni formy lze oceka-
vat dvojnasobny nartist oxida¢niho signalu, z divodu zpfi-
stupnéni vSech ¢tyf molekul tyrosinu.

Obr. 13. YASARA model pro nativni a denaturovanou formu
insulinu. Tyrosiny jsou v barvé fialové, cystein-cystin v barvé
modré a histidin v barvé €ervené. (Barevna verze obrazku je
dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chem. Listy).
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Tepelny denaturacni proces byl posuzovan z nékolika
hledisek, a to zhlediska a) vlivu struktury insulinu, b)
Casu denaturace a c) vlivu prostfedi, v némz denaturacni
proces probihd. Ideou provedenych experimentli byla ne-
jen zvédavost, jak se budou liit oxidacni signaly denatu-
rovaného insulinu, jehoZ pivodni nativni struktura byla
monomerni (¢ = 1 pmol 1) a jehoZ ptivodni nativni struk-
tura byla dimerni (¢ = 10 pmol 1'"). Jinymi slovy, zda
charakter ziskanych oxidacnich signald potvrdi, Ze denatu-
race monomerni struktury povede piimo k uplnému rozvi-
nuti struktury do podoby D (obr. 13), coz se miiZe projevit
dvojnasobnou intenzitou oxida¢nich signalti nebo denatu-
racni proces z dimerni struktury bude vice komplexnéjsi
a prob&hne tak ve vice po sob¢ jdoucich krocich. Ukazalo
se, ze k uplnému rozvinuti nativni monomerni struktury
doslo jiz po 30 minutach, kdy bylo zaznamenano témét
dvojnasobné zvyseni oxidacnich signald, avSak tplna de-

e

dépodobné se jednalo o dvoukrokovou denaturaci. Svou
roli béhem denaturacniho procesu sehralo i pufrované
prostiedi, v némz denaturace probihala, a potvrdilo se, ze
nativni struktura insulinu je obecné stabilnéjsi v prostiedi
FA pufru oproti PBS pufru a potiebuje tak delsi ¢as pro
tiplnou denaturaci’.

Tepelna denaturace byla sledovana i prostfednictvim
CD spekter. V této studii se vychazelo z publikace®' uva-
déjici, Ze dimerni struktura insulinu se rozbaluje pfi teplo-
té ~ 70 °C a dva ziskané monomerni mutanty se rozplétaji
pfi vysSich teplotach. CD termalné denaturacni experi-
ment byl realizovén pro insulin o koncentraci 10 pmol 1™
vPBS pufru (pH 7,4) vrozsahu teplot 15-95 °C.
Z provedené teplotni zavislosti bylo mozné usoudit, ze se
jedna o dvoufazovy proces, coz koreluje i se ziskanymi
elektrochemickymi vysledky pro koncentraci insulinu
10 pmol 1! v prosttedi PBS (cit.”).

6.4.2. Chemicka denaturace insulinu

Pro chemickou denaturaci insulinu sledovanou pomo-
ci elektrochemie byla jako bézn¢ vyuzivana denaturacni
¢inidla vybrana mocovina a guanidin hydrochlorid. Vybér
téchto denaturacnich ¢inidel byl u€inén z divodu pouhé
ztraty nativniho stavu insulinu (rozvolnéni struktury) aniz
by dochazelo k rozstépeni disulfidickych vazeb. Tudiz
nedochazi k oddéleni insulinovych fetézci A a B jako
v ptipad¢ denatura¢niho ¢inidla 1,4-dithiothreitolu (DTT).
Navic DTT je elektrochemicky aktivni, proto je nutné po
skonceni denaturace provést odsoleni (Amicon 3K dialy-
zacni kolonka; ,,cut off™ 3 kDa), coz se pro nas stalo kom-
plikaci (viz dalsi text). Molekulova hmotnost insulinu ¢ini
5,8 kDa, po denaturaci pomoci DTT se oddéli fetézec A
a B s tim, ze jeden z fetézcl bude mensi nez 3 kDa, a tudiz
se nezachyti na dialyzaéni membrang, ale projde pies
membranu. Denaturaci pomoci DTT proto bylo mozné
zkoumat pouze spektralné.

Vysoka koncentrace mocoviny (8 mol I v prostiedi
30 mM MOPS — 3-(N-morfolino)propansulfonova kyseli-
na; pH 7,0) a guanidin hydrochloridu (5 mol I'! v prostiedi
0,1 M TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan; pH 7.4)
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Obr. 14. Diferené¢ni pulzni voltamogramy nativniho (NATIV) a denaturovaného (DENAT) insulinu v 30 mM MOPS pufru:
3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina, pH 7,0. Chemicka denaturace byla provedena pomoci 8 M mocoviny s naslednym od-

solenim na dialyza¢ni kolonce (A) bez odsoleni (B)

byla vybrana z divodu, ze pouzita takto vysoka koncen-
trace denatura¢niho ¢inidla by méla zajistit uplnou denatu-
raci insulinu v rozpleteni fetézct. Toto tvrzeni lze podlozit
i faktem z publikace® uvadgjici, Ze pfi pouziti mooviny
jako denatura¢niho ¢inidla o koncentraci 0-3 mol 1’ je
mozno ocekavat pfitomnost i nativniho proteinu, pfi
koncentraci 3-6 mol 1! dochazi k prechodu mezi nativni
a denaturovanou formou a pii koncentraci mocoviny vyssi
nez 6 moll' bude zajisténa uplni denaturace proteinu.
Postupy chemické denaturace mocovinou i guanidin hyd-
rochloridem byly provadény dle publikaci®***.

Je znamo, Ze mocovina jako denatura¢ni Cinidlo vy-
tvari vodikové vazby s -NH i —CO skupinami exponova-
nych peptidovych vazeb a oslabuje tak hydrofobni efekt,
jez je hlavnim ptispévkem ke stabilité nativni struktury
proteinu. Dusledkem tohoto chovani je pak rozvolnéni
nativni struktury proteinu. Denaturacni proces byl nejdfive
provadén na zéklad¢ literatury tak, ze byl insulin denatu-
rovéan v prostfedi 30 mM MOPS pufru obsahujicim 8§ M
mocovinu apo 15 minutach denaturace byl odsolen na
dialyzacéni kolonce. Vysledek vsak nebyl uspokojivy, pro-
toze oxidacni signal denaturovaného insulinu je znaéné
niz§i nez oxidacni signal nativniho insulinu. Tento jev
miize byt diisledkem odsoleni na kolonce, coz doklada
i publikace™, ktera tvrdi, Ze jakmile je motovina odstrané-
na po denaturaci dialyzou, dochézi pisobenim vzdusného
kysliku k opétovné renaturaci proteinu a spontdnné se
vytvafi sekundarni a terciarni struktura. Insulin, vzhledem
ke své velikosti, se ihned po denaturaci sbali, avSak tato
noveé vytvorena struktura nemusi odpovidat struktufe na-
tivniho insulinu. MiZe se vytvofit jakakoliv ndhodna ener-
geticky malo vyhodna struktura, zptisobujici znacné snize-
ni oxidacniho signalu denaturovaného insulinu. Proto byl
pro dalsi zkoumani, po pfedchozim ovéfeni, Ze mocovina
neni elektroaktivni na elektrod€, vyuzit postup bez odsole-
ni a insulin byl podroben denaturaénimu procesu pfes noc.
A ukazalo se, ze oxida¢ni signal denaturovaného insulinu
byl dle oc¢ekavani cca 2x vy$si ve srovnani s oxidacnim
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signalem nativniho insulinu, coz by dokazovalo, ze dojde
k tplnému rozvinuti fetézce do linearni podoby a elektro-
de¢ tak budou pristupné vsechny Ctyii molekuly tyrosinu
(obr. 14)™.

Guanidin hydrochlorid jako denaturac¢ni ¢inidlo ptso-
bi podobné jako mocovina, tedy taktéz oslabuje hydrofob-
ni efekt zajiStujici stabilitu nativni struktury proteind.
V tomto piipadé byl vyuzit denaturacni postup dle publi-
kace®® (5M guanidin hydrochlorid v 0,1 M TRIS;
pH 7,4) s naslednym odsolenim denatura¢niho ¢inidla po
6 hodinach na Amicon kolonce a stejné tak, jako v ptipadé
mocoviny, byl zaznamenén stejny charakter oxida¢niho
chovani denaturovaného insulinu. Proto byla i v tomto
pfipad€, po ovéfeni elektrochemické neaktivity guanidin
hydrochloridu, provedena nasledna elektrochemicka ana-
lIyza denaturovaného insulinu bez pfedchoziho odsoleni.

Chemicka denaturace insulinu byla zkoumana také
pomoci spekter cirkuldrniho dichroismu. V tomto piipadé
byl jako denaturac¢ni cinidlo vyuzit 1,4-dithiothreitol.
DTT, znamy jako Clelandovo ¢inidlo, se vyuziva pro re-
dukci disulfidickych mistkd v proteinech. Samotny DTT
je také elektroaktivni, jeho redoxni potencial je —0,33 V pfi
pH 7. Srostoucim pH nad hodnotu 7 je jeho redukéni
schopnost omezena az se Uplné vytraci. Dobfe se rozpous-
ti ve vodnych roztocich, ale i v né&kterych organickych
rozpoustédlech a ma malou schopnost podléhat oxidaci
vzduSnym kyslikem. Chemickd denaturace insulinu (¢ =
20 umol I'") v PBS (pH 7,4) probihala pomoci piidavku
10 mM DTT. Jelikoz DTT sam o sob¢& absorbuje v oblasti
vinovych délek 200208 nm a miize tak ménit tvar CD
spektra insulinu, byl denaturacni proces sledovan pouze
v rozmezi vinovych délek 208-250 nm, a tudiz nebylo
mozné vyuzit algoritmu BeStSel pro analyzu sekundéarni
struktury. 'V prubéhu chemické denaturace dochazi
k postupnému nasyceni a na zakladé vypoctu kinetiky
reakce se ukazalo, ze se jedna o kinetiku 1. fadu. Po 30
minutach denaturace vSak dochazi ke zlomu a kinetika
procesu se méni’>. Popsané denaturaéni studie jasné indi-
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kuji neustaly dialog mezi experimentem, dosavadnim po-
znatkem a vlastni invenci.

7. Zavér

Nejvétsim pranim a piimo touhou analytického elek-
trochemika je ziskat pro dany analyt levny, pfenosny,
lehce obsluzny, citlivy a selektivni senzor. Aby vSechny
tyto atributy byly splnény také v piipad¢ insulinu, jsou
posledni dva jmenované atributy velkou vyzvou, protoze:
1) detekéni limit pro insulin je velmi nizky a odpovi-
da jednotkam pikomolarnich koncentraci a 2) selektivita
v realném vzorku, kde je mnoho interferujicich latek, véet-
n& konkurujicich proteind, je ohrozena. Casto, a to nejen
v piipadé insulinu, se objevi rozlicné strategie, jak celit
nizké citlivosti a nizké selektivit¢ senzoru. Duraz je kla-
den na ty parametry, znichz jsou uZzite¢né informace
robustniho elektrochemického senzoru znacné podpofit.
1 kdyz denné vychazi nespocet ¢lankd o novych citlivych
senzorech s pfislibem jejich perspektivni aplikace, jen
maloktery se skute¢né vyuzije. VEtSi mérou se tato skutec-
nost objevuje v oblasti biosenzorti, kde je propast mezi
navrzenymi a skute¢né pouzivanymi senzory jest¢ mar-
kantn&jsi.

Nas ¢lanek si v8ima elektrochemickych senzort, kte-
ré pro stanoveni insulinu vyuzivaji riznych nanokompo-
zitnich povrchovych modifikaci. Na navrhy senzort se
divame vice kriticky, ovSem bez zpochybnovani vysledki,
které mohou vést k dal$i zajimavé studii, k dalS$im inova-
cim a k vysvétlenim jevi, jez dosud vysvétleny nebyly. Je
jasné, ze insulin pro svou oxida¢ni pfeménu potiebuje
podporu, to znamena byt aktivovan k pfenosu elektronti
aprotont, snejvetsi pravdépodobnosti prostrfednictvim
svého tyrosinu.

Za zamysleni stoji nékolik faktl, které by staly za
objasnéni, tj.: (a) rizné citlivy oxidacni signal insulinu
v zavislosti na povrchové modifikaci elektrody
(morfologie, chemismus); (b) oxida¢ni potencial volného
a vazaného tyrosinu nemusi byt zcela identicky; (c) vedle
tyrosinu mohou byt v insulinu oxidovany cysteiny a tfeba
i histidiny; (d) katalyza oxidace insulinu nanocasticemi
a nanokompozity v zavislosti na jejich sloZzeni a riznych
pomeérech slozek; (e) existence povrchové denaturace in-
sulinu; (f) odli$na konformace insulinu po chemické dena-
turaci v diisledku odstranéni denatura¢niho ¢inidla pomoci
dialyzy.

Zavérem lze konstatovat, ze cesta Uispé$né aplikace
nové navrzeného insulinového senzoru do klinické praxe
neni snadnd. Kazda analyza realného vzorku vydava elek-
trodu (senzor) na milost slozkdm matrice a tento kliovy
moment je nutné u kazdého navrzeného senzoru individu-
aln¢ fesit. Z hlediska insulinu, jehoz koncentrace se v real-
ném vzorku pohybuje v fadu pikomolarnich koncentraci,
je toto feSeni obzvlast’ narocné.
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Seznam zkratek a symboll

BeStSel software (Beta Structure Selection)

CD cirkularni dichroismus

CHIT chitosan

CNT uhlikova nanotrubicka (carbon nanotube)

CNF uhlikové nanovlakno (carbon nanofiber)

DM diabetes mellitus

DSC diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (differential
scan calorimetry)

DTT 1,4-dithiothreitol

ECL elektrochemiluminiscence
(electrochemiluminescence)

EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodi-
imid

GCE elektroda ze skelného uhliku (glassy carbon
electrode)

ITC izotermalni titra¢ni kalorimetrie (isothermal
titration calorimetry)

MIP molekularné vtistény polymer (molecular
imprinted polymer)

MOPS 3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina

NHS N-hydroxysukcinimid

MWCNT  vicesténna uhlikova nanotrubicka (multi wall-
ed carbon nanotube)

NP nanocastice (nanoparticle)

PBS roztok fosfatového pufru (phosphate buffer
saline)

PeGE pentelkova grafitova elektroda (pencil graphi-
te electrode)

QDs kvantové te¢ky (quantum dots)

Tyr tyrosin

YASARA molekulova dynamika (Yet Another Scienti-
fic Artificial Reality Application)
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The article notes the latest presented work on the
electrochemical detection of insulin and presents a critical
view of the research and development of its electrochemi-
cal non-enzymatic sensors. It monitors the effect of expe-
rimental conditions on the insulin oxidation signal and
considers the catalytic effects of nanoparticles or nano-
composites deposited on the surfaces of the electrochemi-
cal sensor.
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