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Abstrakt

Cilem této prace bylo zkoumani novych redoxnich systémii, které by bylo mozné vyuzit pro
detekci poskozeni DNA na rtutovym meniskem modifikované stfibrné pevné amalgamové
elektrodé¢ (m-AgSAE). Jako slibné se nabizely komplexy 1,10-fenantrolinu (phen) a iontt
prechodnych kovi. Konkrétné byly provedeny pokusy s komplexy kobaltanych iontd a phen,
jejichz ptiprava byla provedena slitim roztokii obou slozek v pfislusném poméru. Chovani
komplexii v této smési bylo porovnano se syntetizovanym komplexnim Kkationtem
[Co(phen);]**, a to jednak s vyuzitim voltametrické techniky, jednak spektrofotometricky
pomoci UV/VIS spektrofotometrie. Analyzy na m-AgSAE probihaly s vyuzitim techniky
diferenc¢ni pulsni voltamerie (DPV) ve vodném prostiedi. Jako zakladni elektrolyt byl zvolen
Nizkomolekuldrni DNA z lososiho spermatu byla vyuzita v nasledujicim modifika¢ni kroku
pro vytvofeni modifikované elektrody. Poskozeni DNA bylo provedeno vystavenim takto
ptipraveného biosenzoru UV-C zéfeni o vinové délce 254 nm. PoSkozena DNA naadsorbovana
na m-AgSAE byla testoviana pomoci DPV v elektrochemické cele obsahujici ionty Co** nebo
komplex Co*" a phen, oboji o koncentraci 1.10° mol.dm™. Na ziskanych voltamogramech byla
sledovana potencialni interakce téchto indikatori a poSkozené DNA a vysledek byl porovnan
s vysledky interakce indikdtori s neposkozenou DNA. Komplexy Co®" s phen neposkytly
priznivé vysledky, naopak jako slibné se jevi samotné ionty Co**, pomoci nichZ bylo mozné

sledovat poSkozeni DNA UV-C zéfenim, jehoZ mira zavisela na dob& ozafovani.

Klicova slova

nové redoxni indikéatory, komplexy 1,10-fenantrolinu, ionty kobaltu, elektrochemick¢ DNA
biosenzory, diferen¢ni pulzni voltametrie, stfibrnd pevnd amalgdmova elektroda, detekce

poskozeni DNA
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

A
AOX

CPD
CV
DPV
Ein
E;

Gox
GCE
HMDE
HPLC

m-AgSAE

MS/MS
NMR
phen
ROS
SCE

T

uv
UV/VIS

adenin

oxidovana forma adeninu
cytosin

dimer cyklobutanpyrimidinu
cyklicka voltametrie
diferen¢ni pulsni voltametrie
pulvlnovy potencial
pocatecni potencial regenerace
kone¢ny potencidl regenerace
guanin

oxidovana forma guaninu
elektroda ze skelného uhliku

visici rtut'ova kapkova elektroda

vysokouc¢inna kapalinovéa chromatografie

rovnovazna konstanta

vyska proudového piku

rtutovym meniskem modifikovana stfibrna pevna amalgamova

elektroda

tandemova hmotnostni spektrometrie
nuklearni magnetické rezonance
1,10-fenantrolin

reaktivni formy kysliku

nasycend kalomelova elektroda
thymin

ultrafialova oblast spektra

ultrafialové/viditelna oblast spektra



1. Uvod

Nalezeni u¢innych metod pro analyzu poskozené DNA je nadale ve velkém zajmu védecké
vefejnosti. DNA podléha fadé degradacnich strukturnich zmén v disledku vnéjsich vliva
(napf. slune¢niho zafeni ¢i karcinogennich slozek potravy), pfi¢inou ale mizou byt také
poruchy metabolismu organismu.

Tato prace se snazi najit alternativni moznost k jiz zavedenym metodam sledujicim
poruchy v sekvenci DNA. Elektrochemie nabizi v tomto sméru fadu variant. V predkladané
bakalarské praci jsou studovany nové redoxni indikéatory — kobaltnaté ionty a jejich komplexy
s 1,10-fenantrolinem, u nichz se zkouma interakce s DNA a moznost indikace poskozeni DNA.
Pfi voltametrickych analyzach je pouzita technika diferenéni pulsni voltametrie (DPV) na
stiibrné pevné amalgamové elektrodé, kterd ma znacnou vyhodu — v porovndni se systémy
vyuzivajici kapalnou rtut’ je netoxicka, dalsi pozitivum spociva v jejich nizkych potizovacich
néakladech. Pro poskozeni struktury DNA je v praci pouzito UV zafeni typu C o vlnové dalce

254 mn.



2. Teoreticka cast

2.1 Struktura a vlastnosti 1,10-fenantrolinu

1,10-Fenantrolin (phen) je heterocyklicka organicka latka tvofend tfemi aromatickymi kruhy,
které obsahuji dva atomy dusik, jak je znazornéno na obr. 1. Za normélnich podminek se jedna
o bilou krystalickou latku rozpustnou ve vod¢é. Mnohem Iépe se rozpousti v ethanolu, benzenu,
etheru a zfedénych kyselinach [1]. Phen je planarni, hydrofobni molekulou, typicky
dvojvaznym ligandem v komplexech kovi a pfedstavuje vyznamnou molekulu v koordinaéni
chemii [2]. Atomy dusiku v molekule phenu vytvéaieji koordinacni vazby pfednostné s kationty
ptechodnych kovi. Ve vodném prostfedi se phen chova jako slabé zasada a tvoii oktaedralni
komplexy typu [M(phen)(H20)4]**, [M(phen)2(H.0)]** a [M(phen);]*, kde M
predstavuje prechodné kovy ctvrté periody periodické tabulky. Stabilita komplexu se fidi
Irwing-Wiliamsovou fadou [3], pficemz konstanty stability se pohybuji v rozmezi od 4,13 pro
[Mn(phen)]** az 9,25 pro [Cu(phen)]*". Deficit n elektronti molekuly phenu z n&j d&la dobrého
akceptora m-eletronil, a podili se tak na stabilit¢ komplexu kovl pfechodnych prvki pii jejich

nizkych oxidacnich stavech.

—N N=—
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Obr. 2.1: Strukturni vzorec 1,10-fenantrolinu.

Derivaty a komplexy phenu se diky svym strukturnim vlastnostem vyuzivaji jako
interkala¢ni Cinidla nebo latky vazajici se do zlabkti DNA ¢i1 RNA [2]. N¢které komplexy kovl
jako [Cu(phen),]** §t&pi kostru DNA, ¢ehoZ je vyuzivano v molekularni biologii.

Ve vodném roztoku phen absorbuje zafeni o vlnové délce 229 nm a 265 nm pii

Phen je ve vodném prostfedi relativné chemicky inertni kromé reakci vedoucich ke
vzniku soli a komplexotvornych reakci [1]. Plati vSak, Ze nukleofilni reagenty jsou vazany do
polohy 2,9 a 4, 7. Nejvice aktivnimi misty pro elektrofilni reagenty jsou polohy 5, 6 a 3, 8, kde

je elektronova hustota molekuly vyssi. Toho se vyuziva pti syntéze derivath phenu, nitrace ¢i



sulfonace phenu za drastickych podminek.

Fenantrolin je také znam pro svou inhibi¢ni schopnost u fady metaloenzymu. Poprvé
byla tato vlastnost popsdna u karboxypeptidasy A, pro jejiz katalytickou aktivitu je
nepostradatelny Zn?>* [4]. Pii kontaktu s phenem je zine¢naty iont odtrzen od enzymu a

chelatovan.

Tab. 1.1: Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti a dalsi charakteristiky 1,10-fenantrolinu

CAS registracni ¢islo 66-71-7
Relativni molekulova hmotnost 180,209
H-véty H301-H410
P-véty P273-P301 + P310-P501
Teplota tani 114-117 °C

2.1.1 Komplexy 1,10-fenantrolinu

Byla studovana fada komplexti phenu s pfechodnymi kovy, jako jsou Cu**, Co?*, Zn**, Mn*",
Ln*", Ru*, Rh*" a Os**, predeviim pro svou schopnost interakce s DNA, ktera indukuje
poskozeni DNA, jako je sestiih polynukleotidového fetézce [2]. Typ interakce zavisi nejenom
na formé DNA, ale také na struktufe komplexu phenu. Tyto komplexy nej€astéji interkaluji do
A-DNA, B-DNA, zatimco interkalace do levotoCivé Z-DNA je vzacna, a to v disledku
odliSného usporadani part bazi. Dal§i moZnosti interakce téchto komplexii s DNA je vnoieni
ligandu do malého ¢i velkého zldbku polynukleotidového fetézce. To je umoZnéno
hydrofobnimi efekty mezi casti molekuly phenu a kostrou DNA. Na zikladé NMR a
spektralnich studii komplexti phenu bylo zjiSténo, Ze pti interakci s DNA vznikd nekovalentni
vazba elektrostatickymi silami, hydrofobnim efektem proti menSimu zlabku DNA, nebo
¢astecnou interkalaci ligandu komplexu do sekvence bazi DNA nachazejicich se na vétSim
zlabku [5].

Po interakci komplext phenu miZe néasledovat zlom vldkna DNA, ktery z obecného
hlediska nastava skrze hydrolyzu [2]. Centralni atom komplexu interaguje s fosfatovou
skupinou, ¢imz zanika fosfoesterovd vazba. Dal§i moznosti je oxidativni cesta. V poslednim
pfipadé miize dochazet ke vzniku radikali na cukerné sloZce polynukleotidového fetézce
v disledku reakce s vodikovymi atomy na deoxyribose. Radikal se preskupi a zplsobi zlom
vlakna DNA. Mechanismus sestfihu je siln€ ovlivnén pfechodnym kovem vazanym k molekule
phenu. Zatimco komplexy Cu’ a Fe*' §tépi vlakno oxidativng, u zine¢natych iontd byly

pozorovany hydrolytické vlastnosti.



Vazebny a §tépici ucinek téchto komplext muze byt zvysen adici funk¢nich skupin na

molekulu phenu [2].
Komplexy médi

Komplexy phenu s centralnim atomem médi vykazuji nukleasovou aktivitu, ktera byla
studovana Sigmanem a jeho kolegy poprvé pii inhibici DNA polymerasy I bakterie Escherichia
coli [6,7]. Zprvu se piedpokladalo, ze citlivost tohoto enzymu k phenu je dana katalytickym
iontem zinku v aktivni ¢asti enzymu. Ve skuteCnosti je DNA polymerasa I inhibovana
v dasledku sestiihu DNA po reakci s [Cu(phen)2]" a H2O». Peroxid vodiku se generuje in situ.
Analyza Stépenych fragmentl odhalila, Ze sestfih je zpiisoben oxidaci cukerné slozky DNA.
Reakéni mechanismus aktivity nukleasy vyzaduje navazani [Cu(phen):]” na DNA v takové
orientaci, kde méd’ny iont komplexu ma pristup k C-1 vodiku deoxyribosy malého zlabku

vlakna DNA.

[Cu(phen),]* + DNA s [Cu(phen),]*/DNA (D
[Cu(phen),]*/DNA + H,0, S $tép DNA (2)

Rovnice (1) a (2) naznacuji, Ze vazba mezi DNA a méd'nym komplexem phenu je
nekovaletni [7]. [Cu(phen):2]" ma strukturu planarni.

Pro vyzkum interakce komplexii médi s DNA byla aplikovana fada technik:
z elektrochemickych DPV, cyklickd voltametrie (CV), square wave voltametrie; z oblasti
optickych technik pak UV spektrofotometrie, cirkularni dichroismus a cela fada dalSich technik
jako HPLC nebo rentgenova difrakce [8].

[Cu(phen),]** je elektrochemicky aktivni latka, jejiz elektrochemické chovéani zavisi na
materidlu pouzité elektrody [8]. V praci [8] poskytla analyza roztoku tohoto komplexu na
elektrod¢ se skelnym uhlikem 1épe definovanou a citlivéjsi elektrochemickou odezvu nez na
elektrod¢ zlaté. Experiment provedeny CV ukézal klesajici katodicky i anodicky elektricky
proud s pfidavky roztoku DNA. Anodicky proud navic klesa rychleji nez katodicky, cozZ lze
vysvétlit tak, ze DNA ma vétsi vliv na oxidacni chovani komplexu. Interkala¢ni vlastnost tohoto
komplexu naznacuje posun potencidlu piku katodického 1 anodického smérem ke kladnym
hodnotam. Posun k zapornym hodnotam potencidlu by naopak byl sledovan, pokud by se
molekula elektrostaticky véazala se zaporné nabitou deoxyriboso-fosfatovou kostrou DNA.

Vysledky dalSich analyz 1ze dohledat v ¢lanku [8].
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Absorpéni maximum na UV spektru systému [Cu(phen)2]*'~-DNA je pro volny
[Cu(phen),]*" i navazany komplex na DNA pii vinové délce piiblizné 263 nm [8].

Komplexy zinku

Bylo zjisténo, ze komplexy zinku a phenu poskytuji voltametrickou odezvu pii redukénim
potencialu -1,300 V na kapajici rtutové elektrodé (vs. SCE) [9]. Analyza prob¢hla v prostiedi
Brittonova-Robinsonova pufru o pH 9. S pfidavky roztoku DNA klesla proudova odezva a
phenu byly objeveny antibakterialni i¢inky [10]. Spektrofotometrické studie zjistily, ze komlex
iontli zinku a phenu neabsorbuje zafeni o vlnové délce vétsi nez 350 nm [11]. V oblasti UV je
absorp¢ni kiivka komplexu iontl zinku podobna komplexu iontl Zeleza i phenu samotnému.

Samotny zine¢naty iont vykazal nulovou absorpci.
Komplexy Zeleza

[Fe(phen);]*" je komplex znamy pod nizvem ferroin a je vyznamnym indikatorem pii
redoxnich titracich se standardnim potencidlem 1,06 V. Redukovana forma mé tmav¢ ¢ervenou
barvu, oxidovana pak svétle modrou. Na zéklad¢ studie [12] byl systém komplexu iontd zeleza
a phenu detekovan technikou CV na visici rtutové kapkové elektrodé (HMDE),
Eip = -0,863 V (vs. SCE). V pfitomnosti DNA byl Ei2 = -0,864 V. DNA tak polohu
pulvinového potencialu nijak neovlivnila. D4 se tak ptredpokladat, Ze obé poloviny redoxni

dvojice Fe?'/Fe*" interaguji s DNA stejnou mérou.
Komplexy kobaltu

Kobalt je povazovan za esencialni prvek v lidském organismu a je soucasti naptiklad vitaminu
Bi2 [13]. Jeho ptijem v nizSich nebo vyssich hodnotach oproti hodnotam, které jsou povazovany
za optimalni a fyziologické, muze vést k toxicité. Pro jeho stanoveni v biologickych a
ptirodnich vzorcich proto byla zavedena fada metod.

Technika adsorpéni voltametrie s HMDE byla pouZita pro stanoveni Co®" [13].
Metoda vyuZiva phen jako chelatacni ¢inidlo, které je dostatecné selektivni a lze jej vyuzit pro
stanoveni Co?" i v pfitomnosti vy$§i koncentrace Zn?". V praci [13] autofi zkoumali také vliv
chemickych a fyzikalnich parametri (adsorp¢ni potencial, koncentrace phenu, pH roztoku,
adsorp¢ni Cas, teplota) na vysku proudové odezvy po ustanoveni termodynamické rovnovahy

formace komplexu phenu a po jeho naadsorbovani pomoci konvekce na HMDE.
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Vjiném védeckém &lanku byl komplex [Co(phen);]*" (obr.2) vyuZit pro své
interkala¢ni vlastnosti do DNA a tato interakce byla sledovana pomoci CV na HDME (vs. SCE)
[12]. Formalni potencial systému [Co(phen);]**/[Co(phen);]** byl spoéten jako primér
katodického a anodického potencidlu pii nejvyssi proudové odezvé a c¢inil 0,140 V.
V ptitomnosti DNA se piky posunuly ke kladnym hodnotam jak v katodické oblasti potenciala,
tak v anodické. Posun formalniho potencialu ke kladnym hodnotam naznacuje, ze Co>"a Co*"
maji k DNA rozdilné vazebné vlastnosti. Systém Co*" se vaze k DNA asi 2x silng&ji. To bylo
zjisténo porovnanim rovnovaznych konstant, jejichz pomér byl urCen pomoci Nernstovy
rovnice (3) pro reverzibilni redoxni reakce jednotlivych oxidacnich stavii komplexu kobaltu

s DNA.

Pomér rovnovaznych konstant jednotlivych oxidativnich stavii redoxniho systému vazaného k DNA lze spocist
z nasledujiciho vztahu:

E) — E; = 0,059 log (K**/K3*) (3)

kde Ey" a Ef jsou formdini potencidly 3+/2+ systému vazaného (bound) a nevdzaného (free) k molekule DNA,
K?" a K3 rovnovdzné vazebné konstanty systému navizaného k DNA ve dvou oxidacnich stavech.

Po interakci komplexu kobaltu s DNA Ize také sledovat pokles proudové odezvy [14]. To lze

vysvétlit pomalu difundujici DNA, ktera interaguje s komplexem.

Obr. 2.2: Strukturni vzorec [Co(phen)s]**.
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2.2 DNA a zdroje jejiho poskozeni

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je vyznamnou molekulou eukaryotickych organismt a
nositelkou genetické informace. V organismu se nejcastéji vyskytuje ve formé B-DNA jako
pravotociva dvousroubovice. Jedna se o biopolymer skladajici se z fady nukleotidi vazanych
fosfodiesterovou vazbou (obr. 3). Nukleotid je tak zakladni jednotkou DNA a obsahuje
dusikatou heterocyklickou bazi, deoxyribéozu a zbytek kyseliny fosforecné. Existence
dvousroubovice je zavisld na komplementarit¢ a parovani bazi skrze vodikové mustky.
V molekule DNA se adenin (A) vaze s thyminem (T) dvéma vodikovymi vazbami, guanin (G)
s cytosinem (C) ttemi vodikovymi vazbami. Pofadi bazi urcuje primarni strukturu DNA a druh

genetické informace ulozené v ni.

5'-konec NH,

?: . <}I§J adenin

o=P—0—tH, N

\ § :/\
HO 4 1 C“
3 2
N
NH .
T </ | guanin
— b0 % N ,’)\
0=P—0—CH, | N NH,
NH,

H(|D ¢ !
E] 2 S8

N .
o] | /k cytosin
.
N o]

3"-konec

Obr. 2.3: Primdrni struktura casti jednovlaknové DNA. Pievzato z [15]

Poskozenim DNA se vétSinou rozumi nezadouci zména v jeji primarni struktute. Zdroj
tohoto poskozeni muize byt fyzikalniho ptivodu (UV zafeni, ionizujici zéafeni), chemického
puvodu (slozky cigaretového kouie a jinych zplodin, karcinogenni akrylamid v tepelné
upravenych potravinach) nebo biologického ptivodu (viry). Mnoho rtiznorodych latek reaguje
a vaze se k DNA kovalentn¢ ¢i nekovalentné, a méni tak jeji strukturu, coz miize vést k poruse
replikace a transkripce DNA [16,17]. Dlouhodobé, ale 1 ndhodné, vystaveni lidského organismu
fad¢ genotoxickych latek mulze zpisobit nezadouci poskozeni genomu, nasobeni mutaci a

rozvoj fady nemoci (napf. rakoviny). Na druhou stranu onkologické postupy jako je radioterapie
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nebo chemoterapie vyuzivaji hromadéni specifickych DNA 1€zi v organismu, které ptsobi na
populaci rakovinnych bunék letdln¢ a snizuji jejich pocty. Proto je vyzkum metod pro
detekovani téchto zmén v sekvenci DNA stale aktualni. Vyvinuty pro tento ucel byly naptiklad
elektrochemické DNA biosensory, které nalézaji uplatnéni nejenom v klinické diagnoze, ale i
pi1 monitorovani polutantli v zivotnim prostiedi a jsou cenéné pro svou citlivost a rychlost
detekce. Vétsina biosensorti vyuziva elektrod z uhlikového materialu, ktery poskytuje Siroké
anodické potencialové okno pro detekci oxidativniho poskozeni DNA [22].

Oxidativni poSkozeni DNA miuze byt zptisobeno napiiklad reaktivnimi formami
kysliku (ROS) a mize vést k fadé modifikaci DNA [16,17]. Kromé& chemickych zdroji, jako je
Fentonova reakce, jsou ROS také produktem UV a ionizujiciho zafeni nebo bunécného
metabolismu. K témto interakcim dochdzi v organismu bézné a obvykle je chybna sekvence
DNA enzymaticky opravena nebo fizené zlikvidovana. Nej€astéjsim produktem oxidativniho
poskozeni DNA je 8-oxo0-7,8-dihydroguanin, metabolit guaninu, ktery nejsnaze ze vSech bazi
podléha oxidaci. Tento produkt se stal biomarkerem poskozené DNA a bunééného oxidaéniho
stresu. Pro jeho detekci se dnes vyuziva techniky HPLC s elektrochemickou detekci, mnohem
Cast¢jsi je vSak HPLC-MS/MS.

K oxidativnimu poSkozeni DNA muze také dojit po kontaktu DNA s ionty téZkych
kovi, jako jsou Pb*", Cd**, Ni** [17]. Za vyuziti DPV na elektrodg ze skelného uhliku (GCE)
byl tento typ poskozeni dedukovan ze zvySené¢ho oxida¢niho piku G a A°* a z nového piku
souvisejici s oxidaci tézkého kovu.

Poskozeni dvoufetézcové DNA také Casto vede ke zméné afinity nukleovych kyselin
k redoxnim indikatorim (interkala¢ni ¢inidla), a tim 1 k zménam elektrického/elektrochemického
signalu, ¢ehoz se vyuziva pii detekci posSkozeni DNA [19].

Nukleové baze, jako jsou adenin, guanin nebo cytosin, lze detekovat elektrochemicky
prostfednictvim jejich redukce na elektroddch na bézi rtuti (HDME, m-AgSAE) [17].
Voltametrické signaly zméfené na téchto elektrodach jsou silné citlivé na zmény ve struktuie
DNA.

Nékteré cizorodé latky se mohou k DNA vazat i nekovalentné. Sledovani téchto
interakci je tedy zaloZeno na odlisném elektrochemickém chovani téchto latek v pfitomnosti
DNA a v jeji absenci [17]. Detekci Ize provadét za riiznych podminek. Jednou z moznosti je
meéfit interakci obou slozek jejich smichanim v roztoku, druhou je modifikace elektrody pomoci
DNA ponoienou v roztoku cizorodé latky a sledovani interakce na povrchu elektrody. Méné
Casto se pak vyuzivd modifikace elektrody cizorodymi latkami, zatimco DNA je ponechana

v roztoku.
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V této praci byla vyuzita nizkomolekularni DNA z lososiho spermatu. Ta byla cilené
poskozena pomoci UV-C zafeni (254 nm) a zména v sekvenci sledovana elektrochemicky
pomoci DPV na m-AgSAE za vyuziti redoxnich systémut, které bézné interaguji
s neposkozenou DNA. Elektroda byla modifikovana vrstvou DNA.

UV-C zafeni je mutagenni a pusobi na organismus cytotoxicky [18,19]. Jedna se
o slozku svételného zafeni o vinové délce nizsi nez 280 nm, ktera je za normalnich podminek
absorbovana ozonovou vrstvou ve stratosféfe. Vysokoenergetick¢ kratkovinné fotony
absorbované chromofory mutizou vést k tvorbé singletového kysliku nebo volnych radikalt
schopnych destrukce bunéénych membran a komponent. Ackoliv si organismy vytvofily
ptirozenou obranu proti UV zéfeni ve form¢ UV-absorbujicich pigmentd, jako je melanin
u ¢lovéka nebo flavonoidy u vysSich rostlin, neni mozné pln€ zabranit kontaktu zareni
s povrchovou tkéni. Dimery cyklobutanpyrimidinu (CPD) a 6-4 fotoprodukty (derivaty
pyrimidinu) ptfedstavuji dvé zakladni tfidy mutagennich DNA 1¢ézi vyvolanych UV zéfenim.
Dewarovy izomery se tvofi fotoizomerizaci 6-4 fotoproduktt pii vinové délce vétsi nez 290 nm.
Ob¢ tridy 1ézi deformuji DNA helix a zptisobuji jeho ohyb. Pfi studiu rakoviny kiize vyvolané
UV-B zafenim na mySich bylo zji$téno, Ze CPD se tvofi pfedevs§im v oblasti genu kodujici
protein p53 zodpovédny za regulaci exprese mnoha geni. Také bylo zjisténo, Ze CPD inhibuje
aktivitu DNA polymerazy. Neopravené DNA 1éze interferuji s replikaci a transkripci DNA, coz

muze vést k chybné pieloZzenému genetickém kodu, mutacim a bunééné smrti.
2.3 Diferencni pulzni voltametrie

DPV je voltametricka technika, pfi niz se sleduje zavislost proudu na potencialu, ktery se méni
s Casem linearné. Podstatou DPV jsou napétové pulsy o malych amplitudach (v fadu desitek
mV), které se vkladaji na potencial v kratkych €asovych intervalech [20]. Systém registruje
rozdil prouddi zmétenych tésné pied vlozenim pulzu a na jeho konci. Pfitomnost redoxniho
systému, ktery je danou elektrodou detekovatelny, se projevi na voltamogramu proudovou
odezvou — pikem. Poloha piku ptedstavuje kvalitativni informaci o dané latce, vyska piku ma

naopak charakter kvantitativni.

24 Pracovni elektroda

V této praci byla vyuzita rtutovym meniskem modifikovana stiibrna amalgamova elektroda
(m-AgSAE) jako pracovni elektroda. Amalgamové elektrody predstavuji netoxickou nahradu

rtutovych elektrod, elektrochemickymi vlastnostmi a rozsahem potencidlového okna se blizi
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HDME [21]. Meniskus elektrody se musi po urcité dobé obnovovat, amalgamovat. V prvnim
kroku amalgamace se povrch elektrody olesti o vodnou suspensi aluminy asi po dobu 1 min.
Po ocisténi deionizovanou vodou je povrch elektrody ponoien do kapalné rtuti a elektrodou je
michano asi po dobu 15 s do vytvofeni na pohled viditelného menisku. Amalgamace elektrody
se doporucuje provadét jednou tydne. Ke zvyseni citlivosti a reprodukovatelnosti méfeni se
vyuziva postupt aktivace a regenerace m-AgSAE. Elektrochemicka aktivace se vyuziva vzdy
pred zahajenim prace nebo po delsi ¢asové odmlce (cca 1 hodina) a vklada se pii ni na pracovni
elektrodu potencial -2200 mV po dobu 300 s v 0,2 mol.dm™ KCI. I po jednotlivych analyzach
dochézi k automatickému obnovovani povrchu elektrody vlozenim potencidlu o desitky mV
pozitivnéj$i, nez dochazi k vyvoji vodiku ¢i rozkladu roztoku zakladniho elektrolytu. Zajisti se
tak zpétnd redukce stiibra elektrody a odstranéni naadsorbovanych skupin. Pro zabranéni
nadmérné akumulace iontl kovli z roztoku na elektrodé se vyuziva postupu regenerace, kdy
meétici program vklada rychle za sebou prfedem zvoleny kladnéjsi a zapornéj$i potencial
v nékolika cyklech. Dojde tak k rozpusténi nezadoucich kovii ulozenych v povrchu elektrody.

Nespornou vyhodou stiibrnych amalgamovych elektrod je jejich mechanicka stabilita
v béznych roztocich, vysoké prepéti vodiku, v katodické oblasti mize poskytnou pomérné
Siroké potencidlové okno [21]. JelikoZ je stfibro méné uSlechtilym kovem nez rtut podle
Beketovovy tady kovii, je potencidlové okno v anodické oblasti limitovano uz pomérné pii
nizkych hodnotdch potencidlu v disledku rozpousténi materidlu elektrody. Nevyhodou
m-AgSAE je jeji Castd pasivace, mize také dochazet k reakcim s materidlem elektrody, coz
negativné ovlivni vysledek méfeni. Neni navic jisté, Ze noveé vytvoreny meniskus bude podavat

stejnou odezvu analytu jako pfedchozi.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Zasobni roztok 1,10-fenantrolinu (> 99%, Sigma-Aldrich, Praha) o koncentraci 0,01 mol.dm™
byl pfipraven rozpusténim 0,1802 g v deionizované vod¢ a zfedénim na celkovy objem 100 ml.

Dale byl ptipraven Brittoniv-Robinsontiv pufr pro upravu pH prostiedi. Kysela slozka
tlumivého roztoku o koncentraci 0,04 mol.dm™ byla piipravena smichanim 2,71 ml 85%
kyseliny fosfore¢né (p.a., Lach-Ner, Neratovice), 2,31 ml 99% kyseliny octové (p.a., Penta,
Praha), rozpusténim 2,473 g pevné kyseliny borité (p.a., Lachema, Brno) a doplnénim na
celkovy objem 1000 ml deionizovanou vodou. Bazicka slozka pufru o koncentraci 0,2 mol.dm™
byla pfipravena rozpusténim 8,0 g pevného hydroxidu sodného (p.a., Lach-Ner, Neratovice) a
doplnénim na celkovy objem 1000 ml.

Roztok chloridu draselného (p.a., Lach-Ner, Neratovice) o koncentraci 0,2 mol.dm™
vyuzivany pro aktivaci amalgamové elektrody byl pfipraven rozpusténim 14,91 g a doplnénim
deionizovanou vodou na celkovy objem 1000 ml.

Smés kyseliny octové a octanu sodného byla ptipravena smichanim 5,8 ml 99% kyseliny
octové (p.a., Penta, Praha), rozpusténim 13,608 g octanu sodného (p.a., Lach-Ner, Neratovice)
a doplnénim deionizovanou vodou na celkovy objem 1000 ml. Octanovy pufr byl pfipraven
o koncentraci 0,1 mol.dm?. Jako zékladni elektrolyt byl dale pfipraven roztok dusi¢nanu
draselného (p.a., Lachema, Brno) o koncentraci 0,1 mol.dm™ a roztok chloridu draselného (p.a.,
Lach-Ner, Neratovice) o stejné koncentraci a oba roztoky byly uchovany v zasobni 1dhvi
o objemu 1000 ml.

Roztoky hexahydratu chloridu kobaltnatého (p.a., Lachema, Brno) a 99,5%
pentahydratu siranu méd'natého (p.a., Lach-Ner, Neratovice) byly pfipraveny o koncentraci
0,01 mol.dm™. Do objemu 100 ml byly zfedény zvlast octanovym pufrem, 0,1M chloridem
draselnym a dusi¢nanem draselnym v odmérnych bankach.

Laboratorné piipraveny komplex [Co(phen)s;](NO3)3 (pfipraveno na Fakulté chemické
a potravinarské technologie, Slovenskd technicka univerzita v Bratislavé, Slovensko)
o koncentraci 1.10* mol.dm™ byl rozpustén a zfedén do objemu 100 ml zasobnim roztokem
0,1M chloridu draselného.

Nizkomolekuldrni dsDNA z lososich spermii (dsDNA, Sigma-Aldrich, Japan) bylo
navazeno 10 mg a rozpusténo v Eppendorf zkumavce v 1 ml NaCl (p.a., Lach-Ner, Neratovice)

o koncentraci 0,3 mol.dm™. Roztok dsDNA byl skladovan v mrazniéce (pii -18 °C) a pied praci
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s roztokem bylo vzdy potieba jej volné rozmrazit pii laboratorni teploté.
Deionizovana voda (Millipore Milli-Q Plus System, Millipore, USA) byla vyuzita pti

fedéni nékterych roztoki a ¢isténi laboratorniho nadobi a elektrod.
3.2 Pouzita aparatura

Voltametrické analyzy probihaly v tiielektrodovém zapojeni pomoci voltametrického systému
Eco-Tribo Polarograph (Polaro-Sensors, Praha) skladdajiciho se zpracovni m-AgSAE,
referentni argentchloridové elektrody (3M KCl, typ 10-20+, Elektrochemické detektory,
Turnov) a pomocné platinové elektrody. Béhem analyz byla pouZita rychlost polarizace
20 mV.s!, vyska pulzu -50 mV a $itka pulzu 100 ms. Pokud bylo vyuZito regeneracnich
potencialli pfi méfeni, probihala regenerace ve 150 zvolenych cyklech. Pocate¢ni a konecny
regeneracni potencial byl volen podle okolnosti. Michaci zafizeni bylo automaticky spusténo
behem aktivace pracovni elektrody ¢i pfed zahijenim vlastni analyzy. DPV méfeni byla
zaznamenana v programu Polar 5.1 (Polaro-Sensors, Praha) v operacnim systému Windows XP
(Microsoft Corporation, USA).

Pred kazdym voltametrickym métenim bylo potieba z roztoku odstranit rozpustény
vzdusny kyslik, ktery jinak interferuje pfi analyzach a znesnadiiuje detekci redukujicich se
analytii. Kyslik se nechal vybublat plynnym dusikem v uzaviené voltametrické cele. Plynny
dusik se vedl promyvackou naplnénou deionizovanou vodou do uzaviené elektrochemicke cely
s roztokem. UloZeny byl v tlakové 1ahvi.

Pted zahdjenim prace bylo vzdy potieba upravit pracovni elektrodu dle potieb. Kazdy
den byla provedena jeji aktivace roztokem KCI o koncentraci 0,2 mol.dm™. Po del§i pracovni
odmlce nebo pfi ireverzibilni modifikaci povrchu elektrody pfedchéazelo aktivaci vylesténi
povrchu elektrody vodnou suspenzi aluminy a jeji opetovna amalgamace (meniskus elektrody
byl vytvofen namocenim vylesténého povrchu elektrody do kapalné rtuti a michanim
elektrodou po dobu asi 15 s). Elektrody se také oplachovaly deionizovanou vodou pied i po
aktivaci pracovni elektrody a mezi jednotlivymi analyzami.

Ptesné pH Brittonova-Robinsonova pufru bylo méteno pomoci pH-metru Jenway 3510
(Jenway, UK) s kombinovanou sklenénou elektrodou (Jenway, UK). pH metr byl kalibrovan
standardnimi pufry o hodnotach pH 4,0 7,0 a 10,0. Pufry byly skladovany v chladni¢ce (pfi
4 °C). Spektrofotometrickd méfeni byla provedena na pfistroji Agilent 8453 v programu
UV-Visible ChemStation 9.01 (oboji Agilent, USA) v opera¢nim syst¢tmu Windows XP
(Microsoft Corporation, USA). M¢éfené roztoky byly pfi analyzach umistény v kfemenné

kyveté o Sifce 1,0 cm. Pro poSkozeni DNA bylo vyuzito UV-C zéfeni o vlnové délce 254 nm.
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Zdrojem zafeni byla UV lampa (model IV, vykon 2x15 W, P-LAB, Praha).
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4. Vysledky a diskuze

41 Zavislost na pH

V prvni fazi prace byly zméteny voltamogramy phenu v prostiedi Brittonova-Robinsonova
pufru pii pH 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12 a 13. Koncentrace roztoku phenu byla pfipravena
1.10° mol.dm™ v desetimililitrové odmérné baiice. Jednotliva pH roztokd byla piipravena
postupnym piidavanim zasadité slozky do slozky kyselé do pozadovaného pH, které se métilo
pH metrem. Ten byl pfedem kalibrovan pomoci standardnich kalibracnich pufrd. Do
elektrochemické cely se vzdy vylil cely objem odmérné barnky.

S rostoucim pH Brittonova-Robbinsonova pufru lze pozorovat rozsifujici se
potencidlové okno (obr. 4.1). Pfi pH 2 — 6 sledujeme pravidelny posun konce potencidlového
okna k zaporné€j$im hodnotdm potencidlu. Pii pH 7 dochazi k vétSimu potencialovému skoku a
k vyvoji vodiku dochazi az pifi potencialu mensim nez -1800 mV. Podobnou Sitku
potencidlového okna pak poskytuje i prostfedi o pH 8 — 13. V celé oblasti potenciadlli vSak
nepozorujeme zadny vyznamny pik, ktery by nélezel phenu. Pfitomnost phenu v roztoku
dokazuje pouze skutecnost, Ze dochazi ke skokové zméné v Sifce potencidlového okna. Bez této
latky se ptedpoklada pravidelny posun potencidlového okna az do pH 13. Phen se v kyselém
prostiedi formuje v protonované form¢, atom vodiku vaZe koordina¢né [1], to miZe byt divod,
proc se ptitomnost phenu projevi az pii pH vétSim nez 6.
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Obr. 4.1: DP voltamogramy phenu (c = 1.107 mol.dm>) na m-AgSAE v prostiedi BR pufiu o pH 2,0 (2), 3,0 (3),
4,0 (4), 5,0 (5), 6,0 (6) a 7,0 — 13,0 (7-13; voltamogram ukdzan jako ilustrativni).

0
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4.2 Absorpéni spektrum fenantrolinu

Byl pfipraven roztok phenu o koncentraci 2.10”° mol.dm™ v desetimililitrové odmérné batice
fedény deionizovanou vodou, ktery byl proméfen spektrofotometricky v oblasti vinové délky
190 nm az 700 nm. Roztok byl zméfen v kiemenné kyveté o tloustce 1,0 cm. Jako blank byla
pouzita deionizovana voda.

Zmétené absorpéni spektrum phenu o koncentraci 2.10° mol.dm™ piipraveného
v deionizované vod¢ je zobrazeno na obr. 4.2. Absorpcni maxima poskytla latka pti vinovych

délkach 199 nm, 229 nm a 264 nm.
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Obr. 4.2: Absorpcni spektrum phenu (¢ = 2.10° moldm?) ve vodném prostiedi zmérené na UV/VIS
spektrofotometru proti deionizované vode. Kurzivou jsou oznaceny vinové délky pri lokalnich
absorpcnich maximech v nm.

4.3 Detekce ionti kovu a kalibracéni zavislost

Druhd faze spocivala v nalezeni vhodného elektrolytického prostiedi pro analyzy ionti
pfechodnych kovi a dal$i méteni. Byla proto voltametricky proméfena potencidlova okna
octanového pufru, KC1 a KNOs, v§e o koncentraci 0,1 mol.dm™ v objemu asi 10 ml. Smés
kyseliny octové a octanu sodného poskytla nejuzsi potencidlové okno. K jejimu rozkladu
dochazelo jiz pfi potencidlu -1000 mV. Roztok KNO3 se rozkladal pti potencidlu kolem
-1600 mV aroztok 0,1M KClI az pti potencialu kolem -1800 mV.

Ve vsech prostiedich bylo zaroveni zkoumano, zda roztoky obsahujici ionty Co**a Cu®*
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vykazovaly odezvu na voltamogramu ve formé¢ charakteristického piku, ktery by reflektoval
redukujici se iont kovu na povrchu elektrody pii elektrolyze. Roztoky Co** a Cu** byly zfedény
na koncentraci 1.107 mol.dm™ v desetimililittové odmémé baiice takovym roztokem
elektrolytu, ve kterém byly ionty pfechodnych kovi piipraveny. Elektrochemicka cela se
napliiovala objemem asi 10 ml. Nejlepsi podminky pro métfeni ze zakladnich elektrolyti
poskytoval 0,1M KCI.

Dobie vyvinuty voltametricky pik poskytly pouze Co?* v prostiedi 0,1M KCI. Redukce
Cu?" ionttll se nezobrazila na voltamogramu v zadném z proméfovanych zakladnich elektrolyti.
Naopak redukce Co?* se projevila pikem na voltamogramu pii potenicalu kolem -1100 mV pii
koncentraci roztoku Co*" 1.10 mol.dm™. Pro dal§i pokusy se ziontli pfechodnych kovi
pracovalo s Co*" a jako ideélni zakladni elektrolyt byl zvolen 0,1M KCI.

U Co?" se nasledné proméfila voltametricky proudova odezva koncentracni fady
2.10* mol.dm™, 4.10* mol.dm™, 6.10* mol.dm™, 8.10* mol.dm™ a 1.107* mol.dm™ zfedénim
zasobniho roztoku do 10 ml objemu odmérné banky. Kazd4d koncentra¢ni hladina byla
prométena pétkrat s vyuzitim regeneracnich potencialti. Z proudovych piki byla sestavena
kalibraéni k¥ivka zavislosti na koncentraci Co?".

Na obr. 4.3 je zobrazen vysledek voltametrického méfeni kalibra¢ni fady Co*" a na
obr. 4.4 zpracovana kalibra¢ni pfimka. Na voltametrickém z4dznamu lze zaznamenat posun

potencialu k zaporn&j$im hodnotdm s rostouci koncentraci Co?".
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Obr. 4.3: DP voltamogramy Co’" na m-AgSAE v prostiedi zdkladniho elektrolytu KCI (¢ = 0,1 mol.dm>)
s vloZenou regeneraci Es = -200 mV a Er = -1700 mV. Koncentrace Co*" v roztoku KCI: 2.107 mol.dm™
(1), 4.10* mol.dm™ (2), 6.107 mol.dm? (3), 8.10* mol.dm™ (4), 1.107 mol.dm™ (5). Zdkladni elektrolyt
Je znacen teckovanou carou.
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Obr. 4.4: Kalibracni  kfivka  vyhodnocena  zvysek piku (I,) pro  koncentracni  rozsah
2.10* mol.dm? — 1.107 mol.dm™ za podminek uvedenych v obr. 4.3.

Rovnice piimky ziskand linedrni regresi vySek pikii zavislych na koncentraci Co** (obr. 4.4):

I, = —5,64 - 105c — 78,4 (R? = 0,9845) (4)

kde I, je maximdlni hodnota proudového piku [nA] a ¢ molarni koncentrace Co®* [mol.dm™].

4.4 Voltametrické vysledky smési Co?* a phenu

Také roztok phenu zfedény na koncentraci 1.107 mol.dm™ roztokem 0,1M KCI v objemu 10 ml
byl zméten pétkrat DP voltametrii s vyuzitim regeneracnich potencidli. Po analyze smési
obsahujici molekulu phen bylo vzdy potieba obnovit amalgamaci rtutovy meniskus na pracovni
elektrodé pro dalsi voltametrick4a méfeni. Dale se sledovala zména voltametrické odezvy Co?*
(10 ml, ¢ = 1.10* mol.dm™) pfi napipetovani postupné 50 ul, 150 ul a 800 pl roztoku phenu
(c=1.10% mol.dm?, v sou¢tu piidavek 1 ml). Jednotlivé pidavky byly prométeny vzdy pétkrat.
Stejné se postupovalo pii davkovani Co?" do roztoku phenu. Dale bylo také za vyuziti
regeneracnich potenciali proméfeno, jak ovlivni naméceni pracovni elektrody v roztoku phenu
(¢ = 1.102 mol.dm™) voltamogram Co?" o koncentraci 1.10 mol.dm>. Elektroda byla po
namoceni vzdy jesté oplachnuta deionizovanou vodou a jemné utfena buni¢inou. Ze zasobniho

roztoku laboratorné piipraveného komplexu [Co(phen);]** bylo proméfeno mnozstvi o objemu
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10 ml technikou DPV s vyuzitim regenerace.

Ani v prostfedi 0,1M KCIl neposkytl phen statisticky vyznamny pik, ktery by
v katodické oblasti voltamogramu signalizoval jeho elektrochemickou aktivitu. Dal$im krokem
vyzkumu bylo voltametrické proméfeni smési Co*" a phenu, zda slitim obou slozek vznika
elektrochemicky redukovatelny komplex, ktery by byl vyuzit v dal$ich krocich.

Piidavani malych mnozstvi phenu (c= 1.10° mol.dm®) do roztoku Co?'
(c = 1.10” mol.dm™) posouva pik Co*" k zaporng&jsim hodnotam potencidlu, a navic dochazi
k poklesu proudu piku, jak je zndzornéno na obr. 4.5. Moznym vysvétlenim snizovani piku je
pasivace amalgamové elektrody molekulami phenu, které ulpi na povrchu (menisku) elektrody,
a tak dojde ke snizeni proudové odezvy pii redukci Co**. Neobvykly je ale posun potencialu,
struktur phenu, Co?" a molekul vody, které se vodikovymi miistky mohou vazat k dusikiim
molekuly phenu [1]. Molekula phenu také mize reagovat se samotnym materidlem pracovni
elektrody, tedy rtutovym meniskem, a tak pozménit jeji elektrochemické vlastnosti. Kombinace
zminénych vlivl je mozna. Skute¢né priciny tohoto chovani by mély byt predmétem dal§iho
studia.

Vétsinou jiz po pridavku 100 pl phenu (¢ = 1.10° mol.dm™) dochazi k zuZzovéani
potencidlového okna v katodické oblasti. Pfi prvnich ptfidavcich lze pfi nastaveni vétSiho
meéfitelného rozsahu proudii zaregistrovat pik pifi potencidlu kolem -1800 mV o velikosti
az -5 pA. To by mohlo byt vysvétleno registraci katalytického vodiku jako produktu probéhlé
elektrolyzy. Po dalSich pfidavcich pozorujeme na voltamogramu uZ jen ziiZeni potencidlového
okna kolem -1700 mV.

Pfi opaéném postupu, tedy piidavanim Co** do roztoku phenu, nepozorujeme kromé
z(zeni potencidlového okna Zadnou zménu. Pokud je mnozstvi phenu ve srovnini s Co®"
v nadbytku, na voltamogramu se nevyskytuje zadny pik a potenciadlové okno je uzsi. Na obr. 4.6
Ize sledovat zménu potencidlu pro proudovy pik pii voltametrickém méfeni Co*" uZ jen po
namoceni pracovni elektrody do roztoku phenu. Pii interakci phenu s materidlem elektrody
dochazi k ireverzibilni modifikaci menisku elektrody a k jejimu znehodnoceni pro jina méteni.

Diikazem miiZe byt opakovani mé&feni Co*" (obr. 4.7). Ackoliv byla elektroda diikladné
oCisténa deionizovanou vodou a aktivovéana, vétSinou pak poskytla pik charakteristicky pro
redukci Co** pii vy$§im potencialu a s malou proudovou odezvou, nebo neposkytla pik zadny.
Tato komplikace se tak musela fesit opétovnou amalgamaci pracovni elektrody a dikladnym

ocisténim veskerého pracovniho nadobi deionizovanou vodou.
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Obr. 4.5: Vyvoj voltametrické odezvy Co*" (1, ¢ = 1.107 mol.dm™) s piidavky phenu (c = 1.107 mol.dm>): 50 ul
(2), 200 ul (3), 1000 ul (4). Méreni probéhlo v zdkladnim elektrolytu KCI (c = 0,1 mol.dm™) na m-AgSAE
s vioZenou regeneraci E; = -200 mV a Er= -1500 mV. Zakladni elektrolyt je znacen teckovanou carou.
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Obr. 4.6: Vyvoj proudové odezvy Co’* (I, ¢ = 1.10° mol.dm3) na DP voltamogramu v prostiedi KClI
(0,1 mol.dm) na m-AgSAE s vloZenou regeneract E; = -200 mV, Ey = -1500 mV. Po dobu 30 s byla
m-AgSAE namddena v roztoku phenu (¢ = 0,01 mol.dm?), opldchnuta deionizovanou vodou a takto
upravend vyuzita na dalsi méreni. Uprava elektrody a méreni v roztoku Co** probihaly v nékolika po
sobé nasledujicich opakovanich: 1. opakovani (2), 2. opakovani (3), 3. opakovani (4). Zakladni elektrolyt
Je znacen teckovanou carou.
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Obr. 4.7: Opakovana méieni Co?* (1, ¢ = 1.107 mol.dm™) pomoci DPV na m-AgSAE v zdkladnim elektrolytu KCI
(c = 0,1 moldm?3). Za stejnych podminek pak byl opakované zméien pridavek 50 ul phenu

(2, ¢ = 1107 moldm?) kroztoku Co®'. Pouzity byly regeneracni potencidly E; = -200 mV a
Er=-1500 mV. Zakladni elektrolyt je znacen teckovanou carou.

4.5 Komplex [Co(phen)s]**

Laboratorng piipraveny komplexovy kation [Co(phen)s;]** o koncentraci 1.10* mol.dm™ byl
podroben voltametrické analyze v prostiedi 0,1M KCI. Zadznam voltametrie je zobrazen na
obr. 4.8. Na zéklad¢ voltametrie nelze srovnanim s pfipravenym komplexem spolehlivé urcit,

zda se pouhym slitim Co*" a roztoku phenu vytvoii jejich komplex.
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Obr. 4.8: DP voltamogramy [Co(phen)s]*" (¢ = 1.10 mol.dm™) na m-AgSAE v prostiedi KCI (0,1 mol.dm™>)
s vioZenou regeneraci E; = -200 mV, Er=-1600 mV. Zaznamendny jsou tri po sobé jdouci méreni (1,2,3).
Zadkladni elektrolyt je znacen teckovanou carou.

4.6 Spektrofotometrické vlastnosti studovanych latek

Vznik komplexu slitim Co®" a phenu se studoval i spektrofotometricky za vyuziti UV/VIS
spektrofotometru. Absorpcni spektra byla prométena pifi rozmezi vinovych délek 190 nm az
700 nm u phenu o koncentraci 3.10” mol.dm™, u roztoku Co*" o koncentraci 1.10”°> mol.dm>a
u komplexu [Co(phen);]** o koncentraci 1.10° mol.dm™; vSechny pfipraveny ziedénim
roztokem 0,1M KCI do desetimililitrovych bangk. Déle byl smichdn roztok Co*" a phenu
o koncentracich v poméru 1:2 a v poméru 1:3 v prostredi 0,1M KCl v desetimililitrové baiice.
Oba roztoky byly spektrofotometricky prométeny po pétiminutovém stani a poté jesté po dvou
tydnech.

Nejprve byl proméfen v prostiedi zakladniho elektrolytu (0,1M KCl) phen a
laboratorné piipraveny komplexovy kationt [Co(phen)s]*" (obr. 4.9). Co®" neabsorbovaly zateni
ve zvolené oblasti vinovych délek. V literatuie nebylo dohledano, jaka forma komplexu se
slitim obou slozek vytvafi. Nebylo ani nalezeno, zda pouhym slitim se komplex formuje.
Ptiprava komplexového kationtu tak byla &ist& na tirovni zkousky. Co?" a phen byly proto slity
v poméru koncentraci 1:2 a 1:3. Pomér 1:2 byl zvolen pro ptipad, ze vznikd komplexovy kationt
[Co(phen)]**, pomér 1:3 pro komplexovy kationt [Co(phen)3]*"**. Asi 5 minut po piipravé a

fadném promichani byly ob& smési spektrofotometricky analyzovany v prostfedi 0,1M KCI
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(obr. 4.10). Srovnanim absorp¢nich maxim téchto smési s absorpénimi maximy zobrazenymi
v obr. 4.9 1ze usoudit, ze ve smési nedoslo ke vzniku zadané¢ho komplexu. Absorpéni maxima
obou zméfenych smési jsou vesmés shodnd s absorpénimi maximy phenu v prostfedi 0,1M
KCl. Ob¢ ptripravené smeési byly jesté spektrofotometricky prométeny po dvou tydnech
(obr. 4.11). Podle zaznamu obr. 4.11 se absorpni maxima obou proméienych smési zménila.
Na obr. 4.12 1ze navic zaznamenat, Ze absorpéni kfivka smési, ktera byla pfipravena slitim Co?*
a phenu vpoméru 1:2, nipadné opisuje absorpcni kiivku laboratorné¢ pfipravené¢ho
[Co(phen)s;]** méfeného v 0,1M KCI. Je tak mozné, Ze formace komplexu Co?" a phenu je
z4visla na ¢ase. V takovém piipadé pravdépodobné selhava nase premisa, ze smichdnim Co*"
aphenu v poméru 1:2 vznika [Co(phen):]**. Na otazku, jaky komplex vznikd, jsme ale prozatim

nenasli uspokojivou odpoved’.
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Obr. 4.9: Absorpéni spektrum phenu (a) (¢ = 3.10° mol.dm™) a komplexu [Co(phen)s]>*(b) (¢ = 1.107° mol.dm™)
v prostiedi KCI (c = 0,1 mol.dm>) zméiend na UV/VIS spektrofotometru proti 0,1M KCI. Kurzivou jsou
oznaceny vinové délky pri lokalnich absorpcnich maximech v nm.
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Obr. 4.10: Absorpcni spektra smési phenu (¢ = 3.10° moldm3) a Co** (a: ¢ = 1.10° mol.dm>,
b: ¢ =1,5.10° mol.dm?) v prostiedi KCI (c = 0,1 mol.dm™) zmérend na UV/VIS spektrofotometru proti
0,1M KCI. Kurzivou jsou oznaceny vinové deélky pri lokalnich absorpcnich maximech v nm.
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Obr. 4.11: Absorpéni spektra smési phenu (¢ = 3.10° moldm™) a Co*" (a: ¢ = 1.10° mol.dm,
b: ¢ = 1,5.107° mol.dm™) v prostiedi KCI (c = 0,1 mol.dm>) zméiend na UV/VIS spektrofotometru proti
0,IM KCI v case 2 tydnii od pripravy smési. Kurzivou jsou oznaceny vinové délky pri lokdlnich
absorpcnich maximech v nm.
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Obr. 4.12: Srovnani absorpcnich spekter phenu (1, ¢ = 3.10° mol.dm?), smési Co’* a phenu zméfené po dvou
tydnech (2,3) a komplexu [Co(phen)s]’" (4, ¢ = 1.10° mol.dm™>). Viechna méreni byla provedena
v prostiedi KCI (¢ = 0,1 mol.dm™) na UV/VIS spektrofotometru. V grafu (a) je zndzornéno absorpcni
spektrum Co®* a phenu o koncentraci v poméru 1:3 (2), v grafu (b) je koncentrace phenu a Co®* 1:2 (3).

4.7 Detekce DNA

V posledni fazi voltametrické prace byl povrch pracovni elektrody modifikovan
deoxyribonukleovou kyselinou michanim elektrody v jejim roztoku NaCl (¢ = 0,3 mol.dm™)
po dobu asi 1 min. DNA modifikovana pracovni elektroda byla vyuzita pro voltametrii dosud
proméfenych sloudenin, tedy Co**, komplexového kationtu [Co(phen);]**, phenu a smési Co**
s phenem. Modifikaci vzdy piedchdzela analyza redoxniho systému Co?* (10 ml,
¢ =1.10" mol.dm™), phenu (10 ml, ¢ = 1.10” mol.dm™), komplexniho kationtu [Co(phen);]**
(10 ml, ¢= 1.10* mol.dm™) nebo smési Co?>" a phenu (koncentrace v rtiznych pomérech).
Redoxni systémy byly podruhé proméfeny modifikovanou pracovni elektrodou. Pfi vSech
meétenich bylo vyuzito regenerace elektrody. Elektroda byla po modifikaci oplachnuta vzdy
jesté deionizovanou vodou a usuSena jemné buni¢inou. Po analyze modifikovanou DNA bylo
vétSinou potieba obnovit meniskus pracovni elektrody amalgamaci.

Vyznamné zména signalu pouzitim modifikované elektrody byla zaregistrovana pouze
u Co?" a u smé&si Co*" s phenem. Voltametrickd odezva smési s modifikovanou elektrodou je
zobrazena na obr. 4.13. Na voltamogramu tohoto zdznamu lze registrovat hiife vyhodnotitelny
pik pfi -1450 mV. Na obr. 4.14 je zobrazeno, jak se zméni odezva Co?" o koncentraci

1.107° mol.dm™ v prostiedi 0,1M KCI s pouzitim DNA modifikované pracovni elektrody. Pfi
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tomto méfeni bylo vyuZito regeneracnich potencidli. Analyza s modifikovanou
i nemodifikovanou elektrodou prob¢hla pétkrat. Na tomto zaznamu se vyska prvniho piku snizi
a potencial piku posune po modifikaci elektrody k zapornéjsi hodnoté asi o 50 mV, coz miize
signalizovat blize nespecifikovanou interakci Co*" a DNA a jejich elektrochemickou aktivitu.
Této zmény ve voltametrické odezvé bylo dale vyuzito pii detekci poskozeni DNA

(prostfednictvim UV-C zafeni) ptitomné na povrchu pracovni elektrody.
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Obr. 4.13: Ovlivnéni proudové odezvy systéemu Co-phen pomoci DNA pritomné na povrchu modifikované
elektrody. K roztoku Co’* (1, ¢ = 1.10° moldm?3) bylo piidino 125 ul roztoku phenu (2,
¢ = 1.10° mol.dm™). Tato smés byla ndasledné promérena na m-AgSAE modifikované DNA (3). Viechna
méreni probihala technikou DPV v prostiedi KCI (c = 0,1 mol.dm?). Zdakladni elektrolyt je znacen
teckovanou carou.
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Obr. 4.14: Ovlivnéni proudové odezvy Co®* (c = 1.107 mol.dm>) pomoci DNA piitomné na povrchu modifikované
elektrody. Méreni pred (1) i po (2) modifikaci elektrody bylo provedeno technikou DPV v prostiedi KCI
(c = 0,1 mol.dm?) na m-AgSAE s vloZenou regeneraci E;= -200 mV, Ey = -1700 mV. Zdkladni elektrolyt
Jje znacen teckovanou carou.

4.8 Detekce poskozené DNA

Cerstvé modifikovana elektroda s DNA byla vystavena UV-C zafeni, jehoz zdrojem byla UV
lampa. Zvolena vlnova délka byla 254 nm. Elektroda byla upevnéna nastavcem a povrch
elektrody byl nastaven ¢elem k UV zafeni, a to ve vzdalenosti 1 nebo 3 cm od zdroje zafeni.
Doba vystaveni UV-C svétlu byla 5, 10, 15 a 20 min, pfi¢emZ po uplynuti jednotlivych
casovych intervalll byla pracovni elektroda s poskozenou DNA pfipojena k elektrodovému
systému. Poskozeni DNA bylo proméfeno voltametricky s vyuZitim regenerace i s jeji absenci.
Jednotlivd méfeni byla provedena pétkrat za sebou. Proméfen s takto modifikovanou
elektrodou byl redoxni systém Co*" o koncentraci 1.10° mol.dm™. Na voltamogramu tak byl
zaznamenan pik Co?’, proudovd odezva pii modifikaci elektrody neposkozenou DNA
(poskozend DNA v ¢ase 0 min) a proudova odezva pii ozdfeni DNA modifikovanou na
elektrodé v Casech vystaveni UV-C zafeni po Case 5, 10, 15 a 20 min.

Kromé Co*" poskytovaly ostatni redoxni systémy (phen, Co-phen a [Co(phen);]*")
proménlivé zaznamy voltamogramil pii méteni elektrodou modifikovanou poskozenou DNA 1
s vyuzitim regeneraénich potencialti. Dalsi prace tak byla pouze zaméfena na kombinaci Co**

s poskozenou DNA modifikovanou na elektrodé. Na rozdil od ostatnich voltametrickych
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analyz, kde bylo proméfeno celé katodické potencialové okno, zde byla prométfena pouze oblast
od -800 mV do -1400 mV, tedy oblast, kde dochazelo k nami sledovanym elektrochemickym
zménam. Obr. 4.15 zachycuje zménu odezvy proudového piku po vystaveni DNA zéieni
UV-C v ¢ase. Na zdznamu je pozorovana proudova odezva piku s klesajici tendenci a posun
piku k zaporné€j$im potencidlim po kazdém pétiminutovém vystaveni zateni. UV zéafeni mize
byt zdrojem oxidativniho poSkozeni DNA [16]. Oxidované skupiny molekuly DNA mohou stat
pfi elektrolyze za posunutim proudového piku smérem k zédporné€j$im hodnotdm potencialu.
Stejné tak ale mohou reagovat s materidlem povrchu pracovni elektrody a ovlivnit tak jeji
elektrochemické vlastnosti. SniZovani signalu mize znamenat, Ze s rostoucim poskozenim
DNA dochézi k vétsi pasivaci pracovni elektrody a ptistup Co*" k povrchu elektrody je pfi
elektrolyze ztiZen nebo Ze mnozstvi Co®* je v roztoku sniZeno s rostoucim mnozstvim riiznych
1ézi v DNA, které vznikly po ozéfeni a které svazaly koordina¢né kovalentni vazbou Co®" do
struktury DNA, a tak jiz nejsou elektrochemicky aktivni. Na obr. 4.16 je sledovana zména
potencidll, ve kterych maji proudové piky svd maxima, méfend v pétiminutovych intervalech,
kdy je DNA vystavena puisobeni UV-C zafeni, za riznych podminek. Stejn¢€ tak je sledovan
vyvoj vysky proudové odezvy na grafu obr. 4.17. Zobrazené hodnoty jsou primérem tii méteni.

Vyuziti regenerace poskytlo piesnéjsi vysledky.
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Obr. 4.15: Detekce poSkozené DNA sledovand zménou voltametrické odezvy Co’* (c = 1.107 mol.dm™). Viechna
méfeni probihala v prostiedi KCl (¢ = 0,1 moldm?3) svloZenou regeneraci E; = -800 mV,
Er = -1400 mV. Méreni probihalo v ndsledujicth krocich: 1. analyza Co®* nemodifikovanou
m-AgSAE (1), 2. analyza Co®>" modifikovanou m-AgSAE pomoct nativni DNA (2), 3. analyza Co’*
modifikovanou m-AgSAE s poskozenou DNA (3 — 6). Poskozeni DNA bylo uskutecnéno na m-AgSAE
pomoct UV-C zareni (254 nm) a zméereno po 5 min (3), 10 min (4), 15 min (5) a 20 min (6) celkové
expozice zareni. Povrch modifikované elektrody se nachazel asi 3 cm od zdroje zareni. Zakladni elektrolyt
je znacen teckovanou carou.
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Obr. 4.16: Zména elektrického potencidlu s casem expozice DNA vici UV-C zareni. Poskozeni DNA méreno
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Obr. 4.

technikou DPV na modifikované m-AgSAE v roztoku Co** (¢ = 1.10° mol.dm?) v prostredi KCI
(c = 0,1 moldm?). Situace (a) byla provedena dvakrat s regeneraci elektrody (E; = -800 mV,
Er = -1400 mV), situace (b) byla provedena dvakrat bez regenerace elektrody. Modifikovany povrch
elektrody se nachazel asi 1 cm pred zdrojem UV-C zareni.
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17: Mira poskozeni DNA vyjadrena relativné k Lyax (proudové odezvé systéemu s neposkozenou DNA)
v zavislosti na case expozice DNA viici UV-C zareni. Poskozeni DNA méreno technikou DPV na
modifikované m-AgSAE v roztoku Co’* (¢ = 1.107 mol.dm™) v prostiedi KCI (¢ = 0,1 mol.dm™). Situace
(a) byla provedena s regeneraci elektrody (Es = -800 mV, Er = -1400 mV), situace (b) byla provedena
bez regenerace elektrody. Modifikovany povrch elektrody se nachazel asi 1 cm pred zdrojem UV-C
zdreni.
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5. Zaver

Cilem préace bylo nalézt takovy redoxni systém, ktery by jasné¢, napiiklad po interkalaci do
struktury dvojSroubovice DNA, podaval stanovitelny signal poskozeni DNA. Idealni predstava
pak byla, ze by takovy systém podaval rozliitelny a reprodukovatelny signal pro DNA
neposkozenou a DNA poskozenou UV zafenim s vyuzitim voltametrickych technik, konkrétné
tedy s DPV na m-AgSAE v tiielektrodovém zapojeni.

Komplexy phenu, tedy teoretické redoxni indikatory nativni a poSkozené DNA, se vSak
ukazaly jako nevhodné v kombinaci s m-AgSAE, jak vyplynulo z vysledkii prace. Tyto
komplexy neposkytuji v Zadném z méfeni jasny signél a modifikuji rtutovy meniskus tak, Ze je
nutné pak pro nova méteni pracovni elektrodu oSetfit amalgamaci. Pfi¢inu tohoto chovani lze
vysvétlit pasivaci pracovni elektrody ¢i ireverzibilni reakci se rtutovym meniskem, které tak
meéni elektrochemické vlastnosti elektrody. Naopak dobfe stanovitelné na m-AgSAE byly ionty
Co?*, pro néz byla sestavena linearni kalibra¢ni fada. Vé&tSina analyz probé&hla v 0,1M KClI,
detekci poskozené DNA jevily Co*".

DNA byla imobilizovéana na povrch pracovni elektrody jejim michanim v pfipraveném
roztoku DNA. Proudovy pik Co*' se snizoval s ¢asem vystaveni DNA vigi UV-C zafeni
o vlnové délce 254 nm. Zaroven doslo k posunu piku k zdpornéjsim hodnotdm potencialu po
kazdych 5 minutach expozice zafeni. Co" se tak jevily jako mozny indikator poskozené DNA.

Na vyzkum lze dale navazat vyuzitim jinych ligandi komplext, jako je tieba derivat
pouzitého phenu — 5-nitro-1,10-fenantrolin, ptipadné pokusy opakovat a provést na typove jiné

pracovni elektrod¢, jako je napiiklad lesténa stfibrna pevna amalgdmova elektroda.
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