Elektrochemicka analyza NK a jejich slozek

METODY ELEKTROCHEMICKE ANALYZY
- POLAROGRAFIE
- VOLTAMETRIE
- PULZNi METODY
- CHRONOPOTECIOMETRIE
- ROZPOUSTECI VOLTAMETRIE

NUKLEOVE KYSELINY
a) KVANTITATIVNiI ANALYZA
prima detekce
neprima
znacky — OsOa4, echinomycin, ferocen
boratové struktury
depurinace
b) STRUKTURNI ANALYZA
— rozvijeni na elektrodé
— detekce hybridizace
BAZE NUKLEOVYCH KYSELIN
Baze NK -rozpoustéci voltametrie
Stanoveni bazi NK v pritomnosti Cu(ll)
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Zabyva se :

Nukleové kyseliny jsou
makromolekularni latky tvorené
polymernim fetézcem, ktery ve své

1. elektrochemii nukleovych kyselin a bilkovin struktufe uchovava genetickou informaci.
2. elektrochemickymi biosensory DNA Nukleové kyseliny se nalézaji ve vSech
rs . . , , . zivych bunkach a virech. NejbéznéjSimi
3. novymi m|krometo’da.m|’pro ?naly_ZL_l l?_llkovm nukleovymi kyselinami jsou kyselina
4. tumor-supresorovymi bilkovinami: jejich deoxyribonukleova (DNA) a kyselina
interakcemi in vitro a v bunkach ribonukleova (RNA). Polynukleotidovy

fetézec je z chemického hlediska
polymerem nukleotidd. Tyto nukleotidy

P53: kontrola nadorového bujeni
Gen p53 hraje dulezitou ulohu pfi
kontrole bunécného cyklu: pfi
poskozeni bunécné DNA zabrani
déleni bunky, dokud nedojde k oprave,
nebo ji dovede k apoptoze. Tim take
brani déleni malformovanych
nadorovych bunék a ristu nadoru.
Mutace genu p53, ktera vede ke ztraté
jeho regulacni funkce a antionkogenni
aktivity, je nachazena u velké Casti
lidskych malignit a je povazovana za
nejCastéjsSi genetickou poruchu
vedouci ke vzniku nadoru.

jak pro DNA, tak i pro RNA jsou vzdy
slozeny ze Ctyf druhu a jejich raznym
pofadim v fetézci Ize dosahnout
nezmeérneého poctu kombinaci. Pravé
sekvence (rlizny sled) jednotlivych druh
nukleotidu, ktery se nazyva tzv. primarni
strukturou, v sobé uchovava genetickou

Proteiny (bilkoviny) jsou z
aminokyselin slozené
vysokomolekularni pfirodni latky s
relativni molekularni hmotnosti 103
az 106. Proteiny jsou podstatou
vSech zivych organismu. V
proteinech jsou aminolyseliny

» . . . . informaci.
vzajemné vazany aminoskupinami — ) o
NH2 a karboxylovymi skupinami — Nukleotidy RNA obsahuiji a jsou zde

COOH amidovou vazbou —NH—CO— kombinovany tyto &tyfi baze: Cytosin (C),

. . v ix .o in (G), adenin (A) a uracil (U).
(amidy), ktera se v pfipadé proteina guanin ( . .
nazyva peptidicka vazba. Podle Nukleotidy DNA obsahuji a v DNA jsou

. . . kombinovany tyto Ctyfi baze: Cytosin (C),
poCtu aminokyselin v molekule . . .
rozliSujeme oligopeptidy (2—10 guanin (G), adenin (A) a tymin (T).
aminokyselin), polypeptidy (11-100)

a proteiny (vice nez 100 ; .
arﬁinokygeﬁin), Vedouci laboratore:

Doc. RNDr. Miroslav Fojta, PhD
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OSCILOPOLAROGRAFIE METODY
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CYKLICKA VOLTAMMETRIE
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VOLTAMETRICKE METODY

60 — 90 léta

Moderni voltametrické metody

- pulzni metody = difere¢ni pulzni voltametrie
= square wave voltametrie

- chronopotenciometrické metody
Pouziti HMDE (hanging mercury drop electrode)

Rozpoustéci (stripping) voltametrie
Prenosova voltametrie



DIFFERENCNI (DERIVACNI) PULZNi VOLTAMMETRIE
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CHRONOPOTENCIOMETRIE
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VYBRANE ELEKTROANALYTICKE METODY

Statické (i = 0)

Potenciometrie selektivni elektrody

potenciometrické titrace

dynamické (i # 0)

tizeny potencial

mal4 amplituda

hydrodynamicka c-c

voltametrie

tizeny proud |

I I
fizeny néaboj

Velk'ciI amplituda

chronopotenciometrie c-c coulometrie
coulometrické

titrace

malé amplituda

velka amplituda

chronoamferometrie

chronocoulometrie

c-p coulometrie voltametrie

hydrodynamické metody

rotadni voltametrie

stac.elektroda pulsni voltametrie

voltametrie

cyklicka voltametrie



ROZPOUSTECI VOLTAMETRIE

Rozpoustéci voltametrie je elektrochemicka metoda, ktera se s uspéchem pouziva tehdy, kdyz
koncentrace latky je velmi nizka a nelze ji standardnim postupem stanovit. Podminkou je, aby
stanovovana latka tvofila s elektrodou amalgamu, nebo na druhé strané Spatné rozpustnou sul. V
prvém pfipadé hovofime o anodické rozpoustéci voltametrii - ASV, ve druhé o katodické rozpoustéci
voltametrii - CSV.

V obou pfipadech stanovovanou latku nahromadime elektrochemicky na elektrodé bud™ ve formé
amalgamy nebo ve formé srazeniny (Spatné rozpustné soli) a posléze tyto formy elektrochemicky
zruSime, tim, ze obratime smér polarizace. V obou pfipadech zadiname méfit za pulvinovym
potencialech reakce a plati nasleduijici rovnice:

deposit
ASV Mn+ + ne- > M(HQ)
strip
deposit
CSV. An- + Hg < » HQA + ne-

strip



Hg elektroda | opiC STRIPPING VOLTAMMETRY

oxidace

Hg — Hg*

Zn(Hg) — Zn%+

+E

redukce

Na* — Na(Hg)
2H* - H,




Hg elektroda

oxidace la Hg — Hg2*

v

CATHODIC STRIPPING VOLTAMMETH

A

redukce




KATODICKA ROZPOUSTECI VOLTAMETRIE

Citlivost metody se méni s mnoztvim latky vylou€ené za jednotku Casu na
elektrodé. Jak je to s polohou signalu, tj. s potencialem piku.
Je dan rovnici

E -E +(RTI2F)In [Hg ']

P "oHg%H Mg 7. 9_

HJA—> Hg  +A

Asoc. konstanta K1 = [HA-]/ [H+][A2-]

Produkt rozpustnosti Ks = [Hg2+] [A2-]
Po upravach dostaneme

E.=E

0 0.Hg2* /Hg +0.030( log K, +log K, + pH +log [HA 1)

Z rovnice vyplyva,
poloha bude negativnéjSi - s rostoucim pH
s rostouci koncentraci aniontu
s klesajici rozpustnosti slouCeniny
poloha bude positivnéjsi - s vySSi hodnotou asoc. konstanty



Elektrochemicky méri

Elektrodovy systém - pracovni elektroda WE
- referencni elektroda R
- pomocna elektroda Al

Elektrochemicka nadobka
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Nahradni elektrodové schéma
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| Expanded view of the hanging
mercury drop electrode HMDE WK 2

. Nut, 11x1 (duralumin)

. Conical joint, 10/18 or 14/20 (PTFE)

. Washer (PTFE)

. Borosilicate glass tubing (i.e., mercury
reservoir) and capillary, @6/0.120 mm
Bi-conical gasket (PTFE)

. Scaled sleeve {(duralumin)

. Scaled revolwing sleeve (duralumin)
10. Plug (Ni plated brass) & cable

11. Plunger (stainless steel)

13. Socket (Au plated brass)

16. Intermediate joint (polycarbonate)

18. Stopper (polyamide)

20. O-ring, 4/1 mm (Viton®)

21. O-ring, 6/2 mm (Viton™)

22. Threaded plug (duralumin)

~NOM BWN -




1. ELEKTRODY V KONTAKTU S ROZTOKEM VLASTNICH IONTU ELEKTRODY

Dva pfipady
a) KOV v kontaktu vlastnich iontl, napf. Cu | Cu?

E=E°+ ﬂm a,. (Nernstova rovnice)

M™ +ne” =M

b) NEKOV v kontaktu vlastnich iontt, napf. H, | H* nebo ClI,| CI

1/2
E=E°+ R0 Pre
F  a

H*

2. KOVOVE ELEKTRODY v kontaktu aniontd, které tvofi $patné rozpustné soli
napf. Hg| Hg,Cl,| CI nebo Ag| AgCl| CI-

E=E° —%Inacr

3. REDOXNI (INERTNI) ELEKTRODY
donor nebo akceptor elektronl, napf. Hg, Au, Pt, carbonové el., oxidy polovodic, atd.

4. MODIFIKOVANE ELEKTRODY
napf. enzymoveé, pfenos elektronu je zprostifedkovan



REDOXNI ELEKTRODY
Material pracovnich elektrod pro voltametrii

Vybér materialu elektrody zavisi na
- potencialove oblasti, ve které bychom méli merit
- na pouzitém rozpoustédle
-kvalité a Cistoté materialu.

Vybér potencialové oblasti souvisi s:

-rozkladem rozpoustedla

-rozkladem zakladniho elektrolytu

-rozpoustenim elektrody

Rtut’.

Vyhody:

Velmi vysoké zaporné vodikové prepéti

(méreni k negativnéjsim potencialim nez ostatni elektrody)
Reprodukovatelnost méreni

Hladkost povrchu

Nevyhody:

Patri mezi jedy

Vliv na zivotni prostredi



ELEKTRODY
Uhlik

Uhlik existuje v riznych vodivych formach. Elektrochemické reakce jsou pomalejsi ve
srovnani s kovovymi, kinetika pfenosu naboje je zavisla na strukture povrchu a jeho
uprave

RuUzné typy elektrod:
glassy carbon (pfiprava: karbonizace fenol-formaldehydovych polymeru pfi 1000-3000
°C a vysokém tlaku, amorfni charakter, neni vzdy homogenni)
uhlikova vlakna (2-20 mm)
uhlikova Cern
rizné formy grafitu
— napf. pastova elektroda
pyrolyticky grafit (PG nebo HOPG, anisotropni vlastnosti, edge and basal plane)



UHLIKOVE PASTOVE ELEKTRODY (CPE)

-pfiprava CPE
- smés uhlikového prasku a mineralniho oleje
-modifikatory
- chemické slou€eniny a analytické reagenty
- ion-exchangery
- jilové mineraly (zeolites)
- matrice obsahuijici kiemik
- substraty z Zivych organizm
-charakteristiky
- fyzikalné-chemické - heterogenita (kompositni charakter)
- lipofilita (hydrofobicita)
- nizky ohmicky odpor (vysoka vodivost)
- nestabilita v nevodnych prostfedich (desintegrace)
- Casoveé efekty (limitovana Zivotnost)

Screen-printed elektrody




UHLIKOVE NANOTRUBICKY

Diamond sp3 Graphite: sp2 Bonding C60 “bucky-ball’: hollow sphere
bonding, hard soft between graphene ~1x10-9 m (1nm) in diameter
and insulating layers

Carbon Nanotube:
1-50nm in diameter,
10 - 100
micrometer long




SWNT AND BIOMOLECULES

Ly

DOPAMINE

E iV (v&.5CE}

02

0.4

HOD/\/ NH2
HO
3,4 dihydroxyphenylethylamine

Electro-Oxidation of Dopamine

HO 0
— +2e"+2H*
MH, - HH,
HO o

DOP AMIMNE DOPAMINE OR THO-GQLINOMNE



VIZMUTOVE ELEKTRODY

Charakteristika - nahrazuji rtutové elektrody
- stripping analyza
- nizkoteplotni amalgdmy s mnoha kovy (napf. Pb,
Cd, Tl, Sb, In, Ga
Konstrukce — ve vétsiné pripadl uhlik jako podlozka pro
bizmutovy film
- ve vétsSiné pripadl je to glassy carbon
Film — se pfipravuje ex situ (prepokovovani-preplated)
- nebo in situ (pridanim 0.25 — 1.0 ppm vizmutu(lll) pfimo ke
vzorku za soucasné redukce vizmutu
Bi(3+) + 3(e-) > Bi(0)
M(n+) + n(e-) > M(Bi)

Uhlikova pastova elektroda + Bi203 (preplated nebo mix s pastou)
,Hot” vizmut elektroda
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ELEKTRODY

DIAMANTOVE, BOREM DOPOVANE ELEKTRODY -
BDD

Charakteristika — jedna se o diamantovy film dopovany borem
- mechanicka i chemicka stabilita, nizky zbytkovy
proud a biokompatibilita (méreni v Zivych tkanich)
- Siroké potencialové okno, hodnoty kolem 3,5V
- stanoveni organickych latek

Pri elektrochemickém stanoveni organickych latek na pevnych elektrodach dochazi
velmi ¢asto k ireverzibilni adsorpci reakénich produkt ¢i nékterych slozek vzorku na
povrchu elektrody, coz ma za nasledek jeji pasivaci. Na adsorpci polarnich latek jsou
citlivé témér vsechny sp2 uhlikové elektrody Je to zplsobeno hlavné pritomnosti
polarnich skupin na jejich povrchu. BDD je diky svému sp3 charakteru vici adsorpci
polarnich latek na jeho povrchu znacné rezistentni.

Pro poutziti BDDFE v elektrochemii organickych latek existuji dva hlavni sméry:
elektrochemicka oxidace organickych latek obsazenych v odpadnich vodach na BDD
anodé zalozena na jejich Uplné konverzi nebo destrukci a uziti BDDFE jako
elektrochemickych senzorU ve voltametrii nebo pfi ampérometrické detekci v
pratokovych metodach (HPLC, priitokova injekéni analyza,

kapilarni elektroforéza).



ELEKTRODY

Indium-cin oxid - ITO
Velky potencialovy rozsah poskytuje elektroda pripravena vakuovym
nanesenim indium-cin oxidu — ITO na kfemenné substratu.

Byly studovany oxidacni odezvy DNA mérené ITO elektrodami
modifikovanymi nitrocelulézovymi nebo nylonovymi membranami
nebo se samoorganizovanymi monovrstvami dikarboxylatu .V téchto
experimentech byla DNA navazana na elektrodu bud kovalentni
vazbou nebo adsorpénimi silami v modifikované vrstvé. Cista ITO
elektroda DNA neadsorbovala.

Oxidace guaninu v DNA byla zprostfedkovana redoxnim chelatem
kovu [Ru(bipy)3], ktery pfenasel elektrony na povrch elektrody z DNA
bud’ v roztoku nebo jako fixovany na film modifikatoru. Rovnéz byla
pouzita metoda fixace redoxniho mediatoru na ITO elektrodu
modifikovanou elektro polymerizovanym poly[Ru(bipy)3] filmem.



ELEKTRODY

TITANOVE ELEKTRODY

Polymorfy TiO2— anatas, rutil, brookit,
Zpravidla se pouziva single-krystal anatasu s vysokym stupném
Cistoty. Daji se pfipravit vypalované nanopasky TiO2z (nanobelts)

Byly studovany oxidaCni odezvy adeninu a guaninu merené
uhlikovymi elektrodami modifikovanymi smeési anatasu a rutilu (3:1). V
techto experimentech byly nukleobaze navazany na elektrodu
adsorpcnimi silami. Byl navrzen mechanismus katalytické oxidace.



CHEMICKY MODIFIKOVANE ELEKTRODY S5 ELSUIASCIRAL

E/V vs. NHE

A. NEMODIFIKOVANE B. HOMOGENNI C. HETEROGENNI
s Ellektroda
1.4
B produkty mediator
Er
B _, B
EPiQ A ° rodukty Q produkty
Eas P A P — A
0 |
roztok roztok pevna faze roztok
A— " B+ + e-
Er - Eas =11 Er =Erq- Eas
Erq -Eas =12
N— _
— T~
Bez katalyzy katalyza

M1 >> MN2) M1 = N2)



NANOCASTICE




Absorption
of AuNPs
(Open circuit)

A

Cleaning Electrochemical oxidation
B
gaE | = (+1.25 V,1205)

C
S ——

Electrochemical
reduction (DPV)

Au”t&ullh- Au [+



Separacni metody pred vlastnim méreni

a) Prenosova technika (AdTSYV)

' Y
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b) Magnetické kulicky voltamogram
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BIOMAKROMOLEKULY

NUKLEOVE KYSELINY

- DNA
- RNA

- PNA

Baze NK
- 7 N
Adenin, A _ N | \>
Y puriny k\
Guanin,G N N

A

Cytosin, C (/N
pyrimidiny |
Thymin, T | Nx

Uracil, U




Ribonucleic acid RNA VS DNA Deoxyribonucleic acid

RNA NH2 DNA NH,




DNA x PNA

DNA PNA
H, BASE
BASE
\ aminoethyl
/N Q acetyl
H O BASE
glycin Z
N
/ N
H O
BASE
0 Pﬂ————

POLYAMINOETHYLGLYCIN



PAROVANI BAZi A REDOXNI MISTA

[ REDUKENI MmiSTA (O oxipacni misTa



REDUKCE
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REDUKCE
Gua -GUANOSIN
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7,8-dihydroguanosine

9-ribosyl-2-aminopurine
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S-TCCAGTAGTTCTAGAAAGGGAGTT-3’
5-AACTCCCTTTCTAGAACTACTGGA-3’

5-TCCAGTAGTTCTAGAAAGGGAGTT-3

LELEEETET Ry
3-AGGTCATCAAGATCTTTCCCTCAA-5’

A) Denaturace
B) Hybridizace
C) Depurinace
D) Adsorpce




Denaturace

H (alkalicka denaturace)
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A - ADENINE
G -GUANINE
T -THYMINE
C -CYTOSIN

OXIDACE
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OXIDACNI SIGNALY

oxidace
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S G A
S CPE
o
0.6 0.7 0.8 0.9 1.1 1.2 1.3
Potencial (V)

Biochemistry 332 (2004) 321-329

Brett A.M. et al., Anal Biochem. 332 (2004) 321Differential pulse
voltammogram obtained with a 3-mm diameter GCE electrode for the
mixture of 2 - 10-5 M guanine (G) and adenine (A), 2 - 10-4 M thymine (T) and
cytosine (C) in pH 7.4, 0.1 M phosphate buffer supporting electrolyte. (.. .)
Recorded voltammogram; (—) baseline-corrected voltammogram. Pulse # .

0.4 0.6 0.8 1.0
amplitude 50 mV; pulse width 70 ms; scan rate 5m Vs-1.

E/V vs Ag/AgCl




BAZE, CPE, SQW-80 Hz, 0.1M fosfat pufr pH=6.4, tA 120s
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(A) elektrostaticka interakce
(B) vazba do malého zlabku dvousroubovice DNA

(C) interkalace do dvousroubovice



A. ELEKTROSTATICKA INTERAKCE

- externi interakce podél dvousroubovic
- pri¢inou jsou elektrostatickeé sily

Priklady:

lonty Na+, Mg2+,

+
Nebo latky typu: \\-ll\-l/\/\N/
\ I\



B. VAZBA DO ZLABKU (GROOVE-BINDING INTERACTION)

-prima interakce molekuly s na hrandch par( bazi malého nebo
velkého Zlabku

(|:H3 O N/CH3
N 9] . .
Distamycin
o ST~ s, v
H }N H H,NJY Hoechst 33258
N \ NH2
=< : SN 6999
© 4NH, Netropsin

Cloroquine



C. INTERKALATORY
-planarni aromatické struktury, které se vmezeruji mezi pary bazi NK

- obecné jsou favorizovany G.C pary

| X
I =
H,N N NH, ar
Proflavine

L R = -C2H5 ethidium —

R = -(CH,),N+MeEt, propidium

Ethidium bromid
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C.1 BIS- INTERKALATORY

- dva planarni aromatické struktury, které se vmezeruji mezi pary bazi NK
- obecné jsou favorizovany G.C pary

- délka spojovaciho linkeru ur€uje vzdalenost vazby

- prirodni bis-interkalatory — chinoxalinova protinddorova antibiotika

(CH,)n

Acridine bisintercalator

|\ |\\
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“H

H

ITr—=+



CHINOXALINOVA ANTIBIOTIKA

ECHINOMYCIN TRIOSTIN A
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ANNE et al., JACS 2003, 125, 1112
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ANNE et al., JACS 2003, 125, 1112 beacon




FAN et al., JACS 2003, 100, 9134
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Scheme 1. Electrochemical Detection of Target Nucleic Acid

Sequences
Using a DNA Wrap Assay as Opposed to a Conventional

Sandwich Assay

Current (nA)

07 06 05 04 03 02 01 00
Potential (V, NHE)

Figure 1 Cyclic voltammograms of 5'-Fc-DNA-PEG-DNA-
SH-3' modified gold ball electrodes in the absence (red)
and presence (black) of target DNA (200 nM).
(Conditions: 100 mV/s, 25 mM phosphate buffer, 100
mM Nacl, pH 7.0).

Immoos, C.E., Lee, S-J., Grinstaff, M.W., JACS 216 (2004) 10814-5
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A Nanocarbon Film Electrode as a Platform for Exploring DNA Methylation
Dai Kato, T, Naoyuki Sekioka,t,¥ Akio Ueda,t,§ Ryoji Kurita,t Shigeru Hirono,jj Koji Suzuki,#,”
and Osamu Niwa* J. AM. CHEM. SOC. 9 VOL. 130, NO. 12, 2008 3717



SWV signal (pA cm‘2)
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2: 5-(mC)GCGCG-3'

3: 5-(mC)GCG(mC)G-3'

4: 5'-(mC)G(mC)G(mC)G-3'

A Nanocarbon Film Electrode as a Platform for Exploring DNA Methylation

Dai Kato,T,” Naoyuki Sekioka, t,¥ Akio Ueda,*,§ Ryoji Kurita,t Shigeru Hirono,jj Koji Suzuki,#,»

and Osamu Niwa*

J. AM. CHEM. SOC. 9 VOL. 130, NO. 12, 2008 3717
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Elektrochemie purinovych derivatu

-elektroanalytické vlastnosti (kvantitativni analyza)
-elektrochemické vlastnosti (redox mechanismy, adsorpce)
-druhy elektrod

Elving, Dryhurst, Janik, Zuman, PaleCek, Goyal, Czochralska,
Nurnberg, Malfoy, Sequaris, Vetterl, Retter, Brabec, Delevie
Wang, Florence, Sawamoto, Brett, Trnkova......
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TABLE 32 Half-Wave Potentials for Purine DC Polarographic Reductions at
DME in Aqueous Solutions

Ell ]
Name Wwave? pH Range {V versus SCE) Reference

Purine 1 Otoca 1P ~0.697 - 0.083 pH 7,72

" Otoca. 11 —0902—0080pH 71,72
Adenine 1 1-6 -0.975 - 0.090 pH n
Hypoxanthine | 5.7¢ -1.61 n

Guanine NR4

6-Methylpurine 1 1.0-3.9 —0820 — 0,079 pH 73
3.9-6.0 ~0.745 — 0.091 pH 73
n 25-6.0 —-0.915 - 0.082 pH 73
39-59 ~0.765 — 0.162 pH 73
m 6.0-74 ~0.785 - 0.095 pH 73
74-78 —0.080 — 0,209 pH 73
6-Methoxypurine | 25-42 —0.825 — 0.105 pH 73
42-55 ~0.535 —~ 0,174 pH 73
6-Methylaminopurine | 1.0-65 ~0.995 - 0,081 pH 73
B6-n-Hexylaminopurine | 1.0-25 —0.9956 - 0,076 pH 73
25-3.7 —1,105 — 0,047 pH 73
3.7-65 ~0.995 - 0.076 pH 73
6-Benzylaminopurine | 20-48 —0.995 — 0,067 pH 73
48-64 ~0.805 — 0.106 pH 73
6-Phenylaminopurine | 25-47 —0.915 - 0.072pH 73
47-79 —0.640 - 0,131 pH 73
6-Dimethylaminopurine | 20-45 —1.025 - 0.068 pH 73
45-64 —0.930 — 0.089 pH 73
20 ay-Orarinupur ine | 1.0 406 ~=0.990 -~ 0.072 pli 73
(isoguanine) 46-72 —-0.820 - 0.109 pH 73
7.2-96 —1.210 - 0.0585 pH 73
8.5-9.1 ~0.705 — 0,104 pH 73
6-Thiopurine | 0-5 —-0.79 - 0.116 pH 84
(6-mercaptopurine) 1" 0-23 ~1.00 — 0.048 pH 84
11 5-8 —1,29 - 0,027 pH 84
v 9.1¢ -1.74 84
Purine-6-sulfinic I 1-9.1 —0.37 - 0.094 pH 84
acid " 8-123 ~0.79 -~ 0,075 pH 84
1 3.6-9 —0.99 -0.080pH _ 84
Purine-6-sulfonic | 1-7 ~0.45 — 0.078 pH 84
acid ] 3.6-125 —0.675 — 0.079 pH 84
n 1-9 ~0.98 — 0.064 pH 84
v 9.1¢ —1.45 84
Purine-2,6-disulfonic (" 0-4.75 —0.63 - 0.103 pH 84
acid 1 0-3.5 ~0.68 — 0.084 pH 84
m 0-35 —-0.82 - 0.077 pH 84
Vg 0-4.75 —1.01 — 0.062 pH 84
Iy 6.8-12,75 —0.89 — 0.058 pH 84
Vp 68-107  -0.86 - 0.086 pH 84







TABLE 3-10 Linear E, versus pH Relationships for Oxidation of Some
Purines at the Stationary Pyrolytic Graphite Electrode’

E

Compound Peak pH Range (Vv versfs SCE) Reference
Purine 0-14 NOP 116
Theobromine | 2.3—-5.5 1.67 — 0.064 pH 121,170

(3,7-dimethyl-
xanthine)
Caffeine | 2.3-5.5 1.59 — 0.042 pH 121,170
(1,3,7-trimethyl-
xanthine)
Adenine | 3.6—10 1.39 — 0.051 pH¢ 190
| 0-12 1.338.— 0.063 pHd 192
Theophylline . | 4-9 1.35 — 0.069 pH¢ 121,172
(1,3-dimethyl- 1 2.3-85 1.45 — 0.056 pH
xanthine)
1,7-Dimethy|- | 0-125 1.31 — 0.059 pH 121
xanthine
Hypoxanthine | 0-5.7 1.27 — 0.067 pHS 116
3-Methylxanthine | 5.5—12.5 1.20 — 0.056 pH¢ 121
I 0-11.9 1.27 — 0.050 pH
7-Methylxanthine | 7-12.5 1.19 — 0.049 pH¢ 121
1] 0-12.5 1.22 — 0.042 pH
Guanine | 0-12.5 1.12 — 0.065 pH 207
Xanthine | 0-12.5 1.07— 0.060 pH 121
Isoguanine | 2 M HySO4 1.05/.8 116
1-Methylxanthine | 0-12.5 1.05 — 0.049 pH 121
6-Thiopurine 1 2-8 0.51 — 0.047 pH¢
1] 0-12 0.81 — 0.052 pH 218
11 2-10 1.88 — 0.136 pH
2,6-Dithiopurine 1 1-8 0.61 — 0.057 pH® 226
1 4.7-9 1.26 — 0.062 pH
1" 4.7-12.5 1.86 — 0.100 pH
Uric acid 1 2.3-5.7 0.59 — 0.073 pHS 116
| 0-12 0.76 — 0.069 pH . 119
2-Thiopurine | 0-9 0.36 — 0.049 pH 225
I 4-13 1.83 — 0.082 pH

a Except where otherwise stated the scan rate was 3.3mVsec—l..

b Not oxidized.

¢ Scan rate, 60 mV sec—1.

d Scan rate, 5 mV sec—1.

€ Adsorption peak.

f Equation for the half-peak potential, Ep,,, at wax-impregnated spectroscopic graphite
electrode.

& Only one data point available.

h Equation based on three data points.
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Deficit hypoxanthin-fosforibosyltransferazy (HPRT), ¢astecny = Kelley-Seegmillerdv syndrom, kompletni=
Lesch-Nyhaniv syndrom

Deficit adeninfosforibosyltransferazy (APRT), 2,8 - dihydroxyadeninova litidza

Deficit xanthinoxidazy (XOD), dédi¢na xanthinurie

Deficit adenosindeaminazy (ADA)

Zvysena aktivita adenosindeaminazy (ADA)

Deficit purinnukleosidfosforylazy (PNP)

Deficit myoadenyladeaminazy (M-AMPDA)

Deficit adenylosukcinatlyazy (ASase)

Deficit molybdenového kofaktoru — deficit sulfitoxidazy SO, xanthinoxidazy XOD

Familiarni juvenilni hyperurikemicka nefropatie (FJHN)

Zvysena aktivita fosforibosyldifosfatsynthetazy (PRPPS)

Priméarni dna

Dé&di¢na renalni hypourikémie

Deficit inosintrifosfat pyrofosfohydrolazy (1TP)
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Kyselina mocova je hlavnim produktem katabolismu purinovych nukleosid(, adenosinu a guanosinu.
Furiny z katabolismu nukleovych kyselin pfijimanych potravou jsou pfimopfeménovany na kyselinu
mocovou. Denni synteza kyseliny moéové je asi 400 mg, zdroje z potravy prispivaji dalsimi 300 mg.
Nadméma produkce kyseliny motové muze mit zanasledek zvySenou syntézu prekurzord purinu. Asi
75 % wylutovane kyseliny mocove odchazi moci. Véetsina zbyvajiciho mnozstvi je vylutovana do
zaZivaci soustavy, kde se pisobenim bakteriainich enzyma rozklada na allantoin a dali slou¢eniny.

Frevalence hyperurikémie je vysoka, zvlasté v zapadni Evropé a Severni Americe. Zivotni styl ma vliv
na miru hyperurikémie; uréujicim faktorem jsou predevsim stravovaci navyky, pravidelna konzumace
alkoholu, nedostateCna télesna akiivita a uzivane |éky. Hyperurikémie se déli na dva typy - pimami a
sekundami: nadmérna produkce kyseliny mocove a snizené vyluovani kyseliny mocové ledvinami.
Hyperurikemie ma nasledujici komplikace: akutni zachvat dny, chronickou dnu postihujici mékké
tkané a onemocnéni ledvin. Ke dné dochazi pii precipiiaci uratu sodného z presycenych télesnych

tekutin,

PRINCIP POSTUPU

Kyselina mofova je oxidovana na allantoin enzymem urikazou za vzniku H202. Peroxid reaguje se 4-
aminoantipyrinem (4-AAP) a kyselinou 24 5-tribrom-3-hydroxybenzoovou (TBHBA) za pritomnosti
peroxidazy a vytvari chinoniminové barvivo. Vysledna zména absorbance pfi 510 nm (500 - 550 nm)
j& pfimo umérna koncentraci kyseliny mocove ve vzorku. (3, 4).

Unkaza . -
: . : Kyselina mocova (TBHBA
Kyselina moéova + O, + H:0O Allantoin + CO2 + H202 y ( )
FPeroxidaza - 3_‘}3
2 H-0-+ 4-AAP+TBHBA —————— Chinonimin +H:0O < 01 //
¢ 0.08 —
5 0.06
S 0.04
PREDPOKLADANE HODNOTY (1) =
Sérum, dospéli:
Muzi: 210 — 420 pmol/l (3.5 — 7.2 mgidI) 0 100 200 300
Feny: 150 — 350 pmoal/l (2.6 — 6.0 mg/dl) Koncentrace (pmolfl)

400
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Potraviny Obsah purina Potraviny Obsah purint
(mg/100g) (mg/100g)
Maso, uzeniny Celozrnny chléb 14
Hovézi 40 Bilé pecivo 8
Teleci 40 Ovesné vlocky 30
Veprové 48 Brambory, lusténiny, zelenina
Skopové 46 Brambory 6
Kufeci 40 Cotka 70
Kralici 38 Hrach 45
Zvérina 35-39 Fazole 44
Sunka 24 Celer 10
Anglicka slanina 25 Cibule 1
Vnitinosti Fazolové lusky 5
Jatra 95 Zeleny hrasek 80
Ledvinky 80 Chrest 14
Jazyk 55 Kapusta
Teleci brzlik 400 Kedlubny 5
Ryby Kvétak 10
Kapr 54 Mrkev 2
Losos 22 Okurky 3
Pstruh 56 Por 3
Sardinky 120 Rajcata 4
Sled’ 69 Revei 4
Stika 48 Redkvi¢ky 6
Miéko, vejce Repa Eervena 5
Miéko 1 Salat hlavkovy 5)
Vejce 2 Spenat 23
Bilek 1 Zeli bilé 5
Zloutek 5 Zeli cervené
Tuky, ofechy, kakao Houby 5
Kakaovy prasek 1900 Ovoce
Mandle 9 Boruvky 2
Liskové ofechy 10 Hrusky 1
Vlasské ofechy 8 Jablka 1
Mouka, pekarenské vyrobky Jahody 5




ANALYZA BAZI V PRITOMNOSTI Cu(Il)

Je-li Cu(ll) redukovana na Cu(l) v pfitomnosti purinovych bazi jako je
adenin nebo guanin, Cu(l) reaguje s témito bazemi a tvofi komplexy,
které se akumuluji na povrchu rtutové nebo uhlikove elektrody.

Cu(l) v komplexu se muze redukovat na Cu(0) za pouziti katodické
rozpoustéci voltametrie a rtutové elektrody, nebo oxidovat na Cu(ll) za
pouziti anodickeé rozpoustéci voltametrie a uhlikové elektrody.

V obou pripadech vyska voltametrického signalu je zavisla na mnozstvi
purinovych bazi v roztoku, koncentraci Cu (ll), akumulacnim potencialu a
dobé akumulace.



NEHYDROLYZOVANE BAZE A NUKLEOZIDY
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Cu(ll) + e => Cu(l) (at a deposition potential of -0.15 V)
Cu(l) + purine => [Cu(l)-purine] (in the reaction layer on PeGE surface)
[Cu(l)-purine] => [Cu(l)-purine] 4« (adsorption of the complex)

[Cu(l)-purine] 4=>[Cu(ll)-purine], <+e(oxidative stripping, peak Oxcop)

[Cu(ll)-purine]ads => purineOX+Cu(II)+e (oxidative stripping, peak Ox).



HYDROLYZA DNA, OLIGONUKLEOTIDU, NUKLEOTIDU A NUKLEOSIDU

Hydrolyza DNA, oligonukleotidl a nukleozidu se provadi pridanim 20 pl of
1 M kyseliny chloristé ke stejnému objemu téchto latek, jejichz
koncentrace byla 4 uM ( vztazeno na monomerni jednotku) a zahratim na
75 °C po dobu 30 min. Po vychlazeni, jsou vzorky neutralizovany NaOH a
pridavky smichany se zakladnim elektrolytem a provedeno voltametrické
meéreni. Zavislost voltametrického signalu na teploté je ukazana nize.

\
o) )
=-N—Sugar,
" o )3 —"—Sugar,
<, =>N—Sugal ))
N gan <= Sugar
o - »
— \ =" Sugar
P — P \
/N;;\(N—Sugar\ @ v
= ) — Sugar,
=
=" Sugar, =1 /y’\;\/Nf < n—Sug a
= _ % = \
=g gaf HYDROLYSIS _ =
M=~y
=1 ); = Sugar,
\=>\—Sugar “\//347
— ¥ = Sugar|
‘fN:NfSugar\ s
)3 < ="—Sug \
¥ ="n—Sugar N~ P
— s — Sugar,
<—=n—Sugar
P <=n—Sugar,
= sugar bs
T N \P Sugar, T T
\
5

70 80
TEPLOTA/°C




Derivaty PUR

" S
N/ N N/ N\ N/ N
[ LD |
\\\N H> HZNJ\\N H HZNJ\\N H

6-amino-purine 2,6- diamino-purine 2-amino-purine



NH2 ¢
N N o)
.
o KN N>- 20 NH, H NH?
3 i H - N —T22 . B>=o
D IT] So~2y* N 0 o
N> 22 { o N © N
N - ?s'bo H H H .
H i & ) i
[I] N ? ;Le"
H H
[I1I1]
[VIII]
NH2
NHZ NH2 H + N
N > T =
/K "'Ze, "'2H I\IHZ N NH2
NH2 N H



current (LUA)

40 [
a5 |
30 [
25 |
20 |
15|

10

T
Ade
2-AF

buffer

2, 6-DAFP

peak OXcom

2,6-DAP

0.0

0.2 0.4

0.6 0.8
Fotential (W)

1.0

1.2

1.4

1.6




N 0 O
N S H.C H
N N N
AT X
|l| o) N N @) N
| | | |
xanthine H H CH, H
1-methylxanthine  3-methylxanthine
0 O CH
HiC N HN |N>
)\ | /> O)\N N/
o~ N N |
CHs
CHs :
Theophylline Theobromine

(1,3-dimethylxanthine) (3,7-dimethylxanthine)

0
H.C CH
3V TSN | N§ 3
)‘\ N
o) N I
CH, H

caffeine

S .
H H
N N\ T A\ H
Ao AN
07 >N N " N W
u CH

3

8-methylxanthine 9-methylxanthine

.0 N

Paraxanthine
(1,7-dimethylxanthine)



-

GC

Current

BDD i

—f_ I L |

0 0.4 0.8 1.2 1.6
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Fig. 1. Cyclic voltammograms for theophylline at a) BDD
electrode and b) GC electrode at pH 1.8. Concentration, 50 pM;
sweep rate, 20mV s,

Compound pH range E, [V vs SCE] R
Xanthine 1.8-8.0 1.18-0.071 pH (.9811
90-12.0 0.65-0.043 pH (.9819
Theophylline 1.8-9.0 1.3-0.052 pH 0.9763
9.0 -12.0 0.93-0.040 pH 0.9765
Theobromine 18-84Y9 1.47-0.032 pH 0.9791
Caffeine 1.8-7.5 1.47-0.19 pH (.9788
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Protonace vs deprotonace

BAZE | POLOHA pKa
ADENIN N1 4.1
N9 9.8
HYPOXANTIN N7 1.9
N1 8.8
GUANIN N7 3.3
N1 9.4
NH
2 o
I\t = | [,\l\> HNJIN Base Dication pK, Cation pK: Neutral
3 A\
SNTTN s N> Ade NI, N7 ~035 NI 4.19
R HN™ "N Gua 0 N7 3.2
R Cyt - N3 4.5
A Thy - C40 0
G Ura - C40 0.5
Neutral pK: Anion pK. Dianion
Ade 9.8 N9 -
Gua 9.6 N1/C60 12.5 N1/C60, N9
Cyt 122 N1/C20 -
Thy 9.8 N1/C20 or 13 N1/C20 and
N3/C40 N3/C40
Ura 9.5 N1/C20 or 13 N1/C20 and
N3/C40 N3/C40
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