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Abstrakt

V této bakalai'ské praci bylo optimalizovano pouziti uhlikové kompozitni elektrody pro
detekci poskozeni dvouvlaknové DNA (dsDNA) pomoci UVC zatfeni. Méfeni probihalo
pomoci dvou voltametrickych technik, a to diferen¢ni pulzni voltametrie a DC voltametrie ve
tiielektrodovém zapojeni. Pracovni elektrodou byla kompozitni elektroda z ultracistého grafitu
(UTGE) ponotena do roztoku nizkomolekularni DNA izolované z lososich spermii o koncentracich
10; 1 a 0,5 mg/ml. Nasledné poskozeni dsDNA probihalo pomoci UVC zafeni o vinové délce
254 nm a bylo posuzovano porovnavanim vysSek oxida¢nich pikti bazi DNA mezi
neposkozenou a poskozenou dsDNA. Doslo se k zavéru, ze pro pozorovani hlubsi degradace
DNA je tfeba delsi ¢as ozafovani nez ndmi zvolenych 120 minut, avSak jiz pii této dobé

ozafovani 1ze zaznamenat mirné poSkozeni dsDNA a rozevirdni dvousroubovice.
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Abstract

In this bachelor thesis, the use of a carbon composite electrode for the detection of
double-stranded DNA (dsDNA) damage using UVC radiation was optimized. The measurement
was performed using two voltammetric techniques, namely differential pulse voltammetry and
DC voltammetry in a three-electrode system. The working electrode was an ultratrace graphite
composite electrode (UTGE) immersed in a solution of low molecular weight salmon sperm
dsDNA at concentrations of 10; 1 and 0,5 mg/mL. Subsequent damage to dsDNA was
performed using UVC radiation at a wavelength of 254 nm and was assessed by comparing the
heights of DNA base oxidation peaks between undamaged and damaged dsDNA. It was
concluded that a longer irradiation time than our chosen 120 minutes was required to observe
deeper DNA degradation, but that slight dSDNA damage and double helix opening can already

be observed at this irradiation time.
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1. Uvod

Vyuziti uhlikovych elektrod je diky jejich velké stabilité, mechanické odolnosti, dlouhé
zivotnosti a nizké pofizovaci cené¢ vhodnou volbou ke zkoumani poskozeni DNA. Jelikoz
existuje mnoho latek a okolnich vlivii poSkozujicich genetickou informaci, je tfeba toto
poskozeni co nejrychleji, nejlevnéji a nejjednoduseji detekovat. Témito pozadavky se fidi i tato
bakalarska prace, kterd se zabyva voltametrickou detekci DNA a jejiho poskozeni na
kompozitni elektrodé¢ z ultracistého grafitu (UTGE). K poSkozeni dvouvldknové DNA
(dsDNA) bylo zvoleno UVC zéteni o vinové délce 254 nm a nasledné vyhodnoceni probihalo
pomoci diferen¢ni pulzni voltametrie v prostiedi acetatoveho pufru (pH = 4,6).

Cilem prace bylo optimalizovat podminky pro pouZiti elektrody z ultracistého grafitu

prave k voltametrické detekci poSkozeni DNA pomoci UVC zafeni.



2. Teoreticka Cast
2.1. DNA

Deoxyribonukleova kyselina, téz znama jako DNA (z anglického deoxyribonucleic
acid), je linedrni polymer tvoieny z nékolika stavebnich jednotek (obr. 1). Zakladem je
petiuhlikaty monosacharid 2-deoxy-B-D-ribosa. Dale je také tvorena zbytky kyseliny fosforecné
— fosfatovymi skupinami, které se diky fosfodiesterové vazb¢ vazi na 3' a 5' konce prislusnych
pentos. Tvofti tak pentosofosfatovou patet DNA. DNA je Casto nazyvana nositelkou genetické
informace, protoze jsou v jeji struktufe jako dilezit¢ informacni slozky pfitomné nukleové
baze. Z pohledu chemika jsou to bazické derivaty dusikatych heterocyklickych sloucenin, a to
pyrimidinu a purinu. Mezi pyrimidinové baze fadime cytosin (C), thymin (T) a mezi purinové
adenin (A), guanin (G). Pii parovani bazi dochézi k tomu, ze se vytvaii tfi vodikové muistky
mezi guaninovym a cytosinovym zbytkem a dva vodikové mistky mezi adeninovym a
thyminovym zbytkem. Dilezité je téZ zminit N-glykosidovou vazbu, kterou jsou baze ptipojeny
k deoxyriboze [1].

Purinové 1 pyrimidinové baze jsou diky pfitomnosti konjugovanych dvojnych vazeb
molekuly rovinné a zaroven jsou schopny absorbovat UV zéfeni, tim padem v UV oblasti
absorbuje i1 deoxyribonukleova kyselina. Absorpéni maximum bylo stanoveno okolo 260 nm.
Diky tomu jsme schopni sledovat zmény v jeji struktute [1].
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Obrazek 1 — Primarni struktura DNA, prevzato z [2]



2.1.1 PoSkozeni DNA

Je obecné znamo, ze se bunécna DNA vyskytuje predevsim ve formé dvousroubovice.
Avsak mtze byt pfitomna i jako jednovldknova DNA, vlasenka ¢i trojita Sroubovice. Vyhodou
elektrochemickych metod je, ze jsou schopny rozliSovat mezi jednotlivymi sekundarnimi
strukturami a zaroven se vyuzivaji ke studiu téchto mezistrukturnich ptechodt [3].

Poskozeni DNA zpisobuje poruchy zakladnich zivotnich procest a muze vést ke
zméndm parovani bazi ¢i mutacim. Akumulace mutaci nebo jinych druhti poskozeni DNA
zvySuje riziko vzniku nadort [4].

Mezi nejbéznéjsi techniky, pomoci niZ l1ze sledovat poSkozeni DNA, patii: gelova
elektroforéza, spektrofotometrie, hmotnostni spektrometrie, nuklearni magneticka rezonance ¢i
pravé zminované elektrochemické metody [1].

Vyuziti elektrochemickych metod je v tomto ohledu velice rozmanité a slouzi napf.
k detekci zlomi fetézce DNA a poSkozeni bazi nebo k detekci elektroaktivnich latek, které
interaguji s DNA. V minulosti byla navrZena fada elektrochemickych senzorli pro detekci
poskozeni DNA, avsak jejich citlivost byla velmi nizké [4]. Jedna z objevenych metod popisuje
redoxni indikétor pro pfimou detekci poskozeni dvousroubovice DNA za pouziti interkalatori
vazajicich se specificky na imobilizovanou DNA a produkujicich redoxni signal na uhlikovych
elektrodach. Pii degradaci DNA se signal tohoto indikatoru snizil kviali jeho nizsi afinité
k jednovlaknové DNA. Metoda byla pouzita pro studium poSkozeni DNA vyvolaného
nitrofluoreny [5], slou¢eninami cinu ¢i arsenu nebo hydroxylovymi radikaly [6].

Dalsi metodou je gelova elektroforéza, kterda se pouziva kizolaci, identifikaci a
charakterizaci vlastnosti fragmentit DNA. Malé mnozstvi DNA lze vlozit do jamky na jednom
konci gelu v zafizeni, které umoznuje prichod proudu timto gelem. Jelikoz je DNA zaporné
nabité, bude migrovat ke katodé. Mensi fragmenty DNA (napf. pravé ty vzniklé pfi poskozeni
nativni struktury DNA) se budou pohybovat rychleji nez fragmenty vétsi, dochézi tedy k izolaci
fragmentl na zaklad¢ velikosti [7].

Hmotnostni spektrometrie je pro svou vysokou citlivost idealni metodou pro detekci,
charakterizaci a stanoveni malych mnozstvi adukti DNA v biologickém materialu, zejména
v kombinaci s HPLC a kapilarni elektroforézou. Hmotnostné spektrometrické metody jsou
povazovany za strukturné specifické, co se ale ty¢e DNA adukti, které vznikaji pti poskozovani
DNA piedevsim in vivo, neumoziiuji exaktni urceni jejich struktury [8].

Nuklearni magnetickd rezonance je analyticka technika, kterd poskytuje informace

o mistnim magnetickém poli kolem atomovych jader. Lokalni magnetické pole jadra je



ovlivnéno vlastnostmi molekuldrni struktury jako je konstituce, konfigurace, konformace,
mezimolekularni interakce atd. Pfesn¢ tyto vyhody se rovnéZz pii sledovani poskozeni DNA
Casto uplatiuji. NMR miize poskytnout informace o chemické struktuie, kterd nema konkurenci
s zadnou jinou analytickou metodou [9].

Pti dal$im sledovani poskozeni DNA riznymi léky a polutanty bylo zjisténo, ze
nejvhodnéjsi cil pro oxidanty je baze guanin. Praveé oxidacni pik guaninového zbytku se casto
pouziva ke sledovani poskozeni DNA [10]. Produkty oxida¢niho poskozeni DNA mohou byt
analyzovany v hydrolyzatech DNA pomoci HPLC [11].

Bylo o¢ekavano, ze elektrochemické metody brzy doplni optickou detekci DNA a RNA
v hybridiza¢nich DNA senzorech [11]. Tyto senzory slouzi k detekci hybridizace mezi dvéma
vlakny DNA. Sleduji se rizné faktory, jednim z nich je napf. elektroaktivita bazi DNA. Detekce
hybridizace DNA probiha na povrchu elektrody nebo je elektrochemické métfeni oddéleno od
procesu hybridizace, ktery probiha na jiném povrchu, nez je povrch elektrody. Dal§im faktorem
pro detekci hybridizace DNA jsou elektroaktivni znacky, kdy byl nejcastéji vyuZzivan ferrocen,

kterym byla koncové znacena hybridiza¢ni sonda [12].

2.1.2 PoSkozeni DNA pomoci UV zareni

Zkoumanim biologickych ucinktt UV zareni vznikly studie dokumentujici posSkozovani
ozonov¢ vrstvy a nasledné zvySeni piitomnosti UV-B zafeni (280-320 nm) na zemském
povrchu. Cilem poskozeni zpiisobeného UV-B zéafenim je rovnéz DNA. Piestoze vSechny
biologické tkan€ obsahuji latky pohlcujici UV zafeni (pievazné nukleové kyseliny a proteiny)
a rostliny produkuji dalsi pigmenty absorbujici UV zafeni, zadna DNA v povrchové tkani se
nemuze zcela vyhnout expozici UV zareni. Rostliny, stejné jako vSechny zivé organismy, musi
mit ur€itou kapacitu pro opravu poskozeni DNA vyvolané¢ho UV zafenim. ProtoZe rostliny jsou
jedinecné ve své povaze pii vystaveni UV zafeni, je také mozné, Ze si vyvinuly zvlasté t¢inné
mechanismy pro eliminaci poskozeni DNA vyvolaného UV zafenim [13].

UV zéfeni indukuje dv€ nejhojnéj$i mutagenni a cytotoxické 1éze DNA, jako jsou
cyklobutanové pyrimidinové dimery (CPD) a 6-4 fotoprodukty (6-4PP) a jejich Dewarovy
valen¢ni izomery. Builky vyvinuly fadu opravnych nebo toleran¢nich mechanismd, aby celily
poskozeni DNA zplsobeného UV zafenim ¢i jinymi stresory. Po UV ozéfeni jsou CPD
potencialné letalni, mutagenni u¢inky. Dewarovy izomery vznikaji fotoizomerizaci 6-4PP

s vlnovymi délkami del§imi nez 290 nm. UV zdroje obsahujici vyssi podil zafeni na hranici
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mezi UV-B a UV-A, jako je slune¢ni UV zafeni, by mély produkovat vyssi podil Dewarovych
izomerd, protoze fotoizomerizace je nejucinngjsi kolem 320 nm, coz odpovida UV absorpénimu
maximu 6-4PP [14].

vyskytujicich opravnych mechanismi v rGznych organismech. Excizni reparace, kterou lze
rozli$it na bazickou (BER) a nukletidovou (NER) excizni reparaci, také hraje dilezitou roli pfi
opravé DNA u nékolika organismi pomoci fady glykosylas, resp. polymeras. Dal§imi
mechanismy v organismech jsou: mutagenni oprava, rekombinantni oprava, kontrolni body

bunécného cyklu, apoptodza a urcité alternativni opravné cesty [14].
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2.2. Elektrochemické chovani DNA

Schopnost nukleovych kyselin prijimat ¢i odevzdavat elektrony pii interakci
s elektrodami byla pozorovana jiz v minulém stoleti. Oxidace guaninovych a adeninovych
zbytkli v polynukleotidech na uhlikovych elektrodach byla zaznamenana kolem roku 1970.
Kratce na to se zacalo vyuzivat voltametrickych oxidac¢nich signald pro vyzkum DNA a RNA
[11].

V zavislosti na materidlu elektrody a ostatnich podminkach se DNA mize podrobit
oxidaci/redukci nebo absorpcnim/desorpénim procesim. Napiiklad adeninové, cytosinové a
guaninové zbytky poskytuji redoxni signidly na rtutovych a pevnych amalgamovych
elektrodach, zatimco zbytky purinovych bazi jsou oxidovatelné na elektrodach uhlikovych [11].

Zmeény ve struktufe dvousroubovice DNA ovliviiuji jeji elektrochemickou odpoveéd’,
napi. naruSenim cukr-fosfatové kostry dvousroubovice DNA dojde ke zpfistupnéni skupin
(nachazejici se vedle koncii fetézcll), a podpofi se tak na potencialu zavislé odvijeni vlakna
DNA na povrchu rtutoveé elektrody [11].

Prvni zminky o schopnosti nukleovych kyselin poskytovat analyticky pouZitelny
elektrochemicky oxida¢ni ¢i redukéni signal byly publikovany na konci 50. let 20. stoleti. Tyto
signaly vykazovaly zbytky bazi v DNA ¢i RNA. Adeninové a cytosinové zbytky poskytuji
reduk¢ni signaly, kdezto guaninové zbytky poskytuji anodicky signél v disledku oxidace
produktu redukce guanosinu. Doslo také k vyvoji dalSich senzorti, napt. pro detekci poSkozeni
DNA (kapitola 2.3) [11].

Nukleové kyseliny byvaji dobie adsorbovany na povrch elektrody. Nevratna adsorpce
byla pozorovana na rtutovych a uhlikovych elektrodach. Piiprava rtutovych ¢i uhlikovych
elektrod modifikovanych DNA spociva v ponotfeni elektrody do roztoku DNA a nasledného
promyti jejiho povrchu. Redukce ¢i oxidace DNA/RNA na rtutovych ¢i uhlikovych elektrodach
probihd v adsorbovaném stavu. Zajimavosti je, Ze negativné nabitd DNA muzZe zistat
adsorbovana na rtutové elektrode s vysoce negativnim potencidlem (okolo —2 V vii¢i nasycené
kalomelové elektrod€). Na téchto elektrodach dochazi k daleko siln€jSi adsorpci peptidové

nukleové kyseliny, jejiz patef neni nabita [11].

2.2.1 Oxidace DNA

Schopnost nukleovych kyselin pfijimat ¢i odevzdavat elektron pfi interakcich
s elektrodami byla objevena pred 60 lety. Na pocatku dochazelo k nedorozuménim, jelikoz

nekteré vyzkumy povazovaly DNA za elektroinaktivni. Ukazalo se, ze zlaté elektrody, na
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kterych byl zminovany vyzkum provadén, jsou elektrodami vhodnymi pro imobilizaci
thiolovanych oligodeoxyribonukleotidl, avSak neznafend chromozomdlni DNA se Spatné
adsorbuje na povrch zlaté elektrody [11].

Piima elektrochemicka oxidace molekul DNA muze poskytnout spolehlivy a finan¢né
efektivni zpuisob kvantifikace produkti amplifikace DNA s velkym potencialem pro navéazani
na mikrofluidiku. Obecné se uznava, ze DNA je oxidovatelna na pevnych elektrodach (uhlik,
zlato, borem dopovany diamant) prostiednictvim zbytkti nukleobéazi. VSechny typy nukleobazi
podléhaji nevratné oxidaci na uhlikovych elektrodach ve forme volnych molekul a jako soucast
nukleosidtl a nukleotidi. Cukerné a fosfatové skupiny posouvaji oxidacni signaly nukleobazi
do oblasti pozitivnéjSich potencidlii. Na nemodifikovanych uhlikovych elektrodach molekula
DNA produkuje vétsinou dva dobie rozliSitelné oxida¢ni piky, a to pii 0,7-0,9 V a 1,0-1,2
V vici argentchloridové elektrodé (3 mol/l KCI) (obr. 2). Ty patifi oxidaci guanosinu (obr. 3) a
adenosinu (obr. 4) [15].
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Obrdazek 2 — Oxidacni piky guaninovych (G) a adeninovych (A) zbytkii pritomnych v dsDNA, prevzato z [16]
Byl popsén i1 pfipad oxidace thyminovych a cytosinovych zbytkli na uhlikovych
elektrodéch pti potencidlu okolo 1,5 V viici argentchloridové elektrodé (3 mol/1 KCI) [15]. Baze
jako jsou guanin a adenin jsou daleko Iépe oxidovatelné, jelikoz jejich oxidacni potencidly jsou

mén¢ pozitivni, nez je tomu u cytosinu ¢i thyminu [3].
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Experimenty s nativni a denaturovanou DNA zdroven prokdzaly zvySujici se
elektrooxida¢ni proudy pii prechodu z dvouvldknové na jednovlaknovou formu DNA.
Vysvétleni plyne z predpokladu, ze oxidace DNA na pevnych elektrodach je spojena s adsorpci
1épe odpovidaji nerovnému povrchu elektrod oproti tuhym molekuldm dvouvldknové DNA
(dsDNA), a to ma za nasledek vyssi pocet segmenti DNA v pfimém kontaktu s povrchem
elektrody. Tento pfedpoklad byl podpoien skutecnosti, ze piedpolarizace elektrody na kladnych
potencialech (0,2—1,3 V vuci argentchloridové elektrodé (3 mol/l KCl)) po dobu az 15 min,
ktera muze podpoftit adsorpci DNA, byla vyzadovana k uc¢inné registraci oxidacnich signali
nativni a denaturované DNA, a dokonce malych oligonukleotidii na pevnych elektrodach.
Elektrooxidace dsDNA, u niZ jsou nukleobaze skryty uvniti dvousroubovice DNA, a tudiz se
predpoklada, ze se stanou nepfistupnymi pro jakékoliv elektrodové reakce, vyplyva pouze
z Castecné denaturace nebo degradace dsDNA v disledku jeji adsorpce nebo ptedpolarizace.
U uhlikovych elektrod nebyla experimentalné prokazdna 74dnd denaturace ¢i degradace
dsDNA v disledku interakce s povrchem elektrody. Je bézn€ zndmo, ze se nativni DNA
povazuje za mén¢ oxidovatelnou nez denaturovand, ale existuji védecké clanky, ve kterych je
ukazano, ze dsDNA vykazuje podobné nebo dokonce vyssi oxidacni proudy na uhlikovych
elektrodach ve srovnani se ssDNA. Studie V. Brabce a J. Koudelky zabyvajici se zavislosti
proudu elektrooxidace DNA na molekulové hmotnosti DNA, kterou provad¢li na pyrolytickych
grafitovych elektrodach, ukazuje elektrooxidacni proudy dsDNA srovnatelné s proudy pro
ssDNA, jejiz molekulova hmotnost je 2krat nizsi nez dsDNA [15].

Chovani nukleovych kyselin bylo pfedevs§im sledovano na uhlikovych elektrodach,
v poslednich letech pfevazné na elektrodach z pyrolytického grafitu. Popularitu uhlikové
elektrody ziskaly ptfedevs§im svou nizkou cenou, Sirokym oknem pracovnich potencialli, dobrou

elektrickou vodivosti a diky relativné nizkym proudim pozadi [11].
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Obrazek 3 — Reakcni schéma elektrochemické oxidace guaninu, prevzato z [11]
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Obrazek 4 — Reakcni schéma elektrochemické oxidace adeninu, prevzato z [11]

2.3 Elektrochemické DNA senzory

Hlavni roli DNA v buiikach je udrzovat a spravné vyjadiovat genetickou informaci.
Poskozeni DNA v bunikdch po interakcich stadou chemickych a fyzikélnich cinidel
vyskytujicich se v zivotnim prostiedi Casto vede k mutacim, které mohou nasledné vést
k rozvoji napt. rakoviny. Z tohoto diivodu je zdsadni mit analytické metody schopné rychlé a
citlivé detekce poSkozeni DNA 1 latek poSkozujicich DNA. Vyvoj a zlepSeni téchto metod se
staly zdjmem mnoha védeckych skupin. Existuji zde dva zékladni pfistupy pii praci s DNA —
prvni zahrnuje uplnou hydrolyzu DNA, po niz nasleduje separace slozek DNA pomoci
chromatografickych technik a detekce poskozeni on-line rtiznymi zplsoby. Druhy pfistup
pouzivd DNA nehydrolyzovanou, kdy ji lze v takovéto formé snadno zaclenit do senzora
s rychlou odezvou [16].

Elektrochemie nabizi fadu pfistupti jak pii detekci poSkozeni DNA, tak pii analyze
¢inidel poskozujicich DNA, ptfi¢emz nejCastéji vyuzivd DNA nehydrolyzovanou. Mezi tyto
ptistupy fadime: 1) méfeni faradaickych DNA signdll na rtutovych nebo pevnych elektrodach
a 2) vyuziti signalii elektroaktivnich latek interagujicich s DNA kovalentné nebo nekovalentné.

Elektrochemické studie interakci s DNA vyuzivaji nejcastéji elektrody s povrchové
ukotvenou DNA (tzv. DNA biosenzory), jejichZ vyhoda plyne ze specifi¢nosti, jednoduchosti
provozu, rychlé odezvy, miniaturizace, nizké spotfeby energie a relativné nizké ceny.

V této praci se zabyvame druhou moznosti, tzv. biosensingem, kdy je interakce s DNA

provadéna v roztoku a nasledné detekovana elektrochemicky na pracovni elektrodé [17].
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Jednoduchy elektrochemicky senzor pro poskozeni DNA se sklada z elektrody a
imobilizované DNA na jejim povrchu. V takovémto zafizeni DNA predstavuje rozpozndvaci
vrstvu a je spojena s prevodnikem signalu. Piestoze ve srovnani s optickymi metodami (napf.
molekulovou fluorescenci) je aplikace elektrochemickych technik v oblasti biosenzorit DNA
podstatn¢é mladsi, predstavuje dynamicky se rozvijejici oblast. Hlavnim diivodem jsou relativné
nizké naklady a pozadavky na vykon, coz predstavuje rychly vyvoj jednoduchych zatizeni.
Ocekava se, Ze tyto senzory budou k dispozici pro rutinni 1ékafskou diagnostiku, analyzu

zivotniho prosttedi atd. [16].

2.4 DC voltametrie

DC voltametrie (DCV) (z anglického direct current) je technikou, pii které se sleduje
zavislost proudu, ktery prochdzi pracovni elektrodou, na potencialu vkladaném na tuto
elektrodu ze zdroje vnéjSiho. Pracovni elektroda je ponofena do analyzovaného roztoku.
Potencidl, ktery se vklada na pracovni elektrodu se s ¢asem linearné meéni. Tuto metodu lze
povazovat za staciondrni pii konstantnim potencialu, jelikoz rychlost zmény potencialu je mala

oproti rychlosti ustanovovani rovnovahy elektrody [18].

2.5 Diferen¢ni pulzni voltametrie

Diferencni pulzni voltametrie (DPV) je voltametrickd technika, podobna square-wave
voltametrii, se zvysenou rozliSovaci schopnosti faradaickych proudii (pienos elektront k a od
elektrody). Tato technika je srovnatelnd snormalni pulzni voltametrii (NPV) vtom, Ze
potencial je také superponovan sérii pulzi. Lisi se vSak od NPV, jelikoz kazdy potencidlovy
pulz je pevné dany, vyuzivd malé amplitudy (10-100 mV) a ptekryva pomalu se ménici
zakladni potencidl. Proud je méfen ve dvou bodech pro kazdy pulz, prvni bod tésné pred
aplikaci pulzu a druhy na konci pulzu. Tato vzorkovaci mista jsou vybrana tak, aby umoznovala
eliminaci nefaradaického (nabijeciho) proudu. Rozdil mezi méfenim proudu v téchto bodech
pro kazdy pulz je urcen a vynesen proti zakladnimu potencialu [19].

DPV na stacionarnich pevnych elektrodéach je charakterizovana tak, ze proud po vloZeni
potencialu je ovlivnén vSemi piedchozimi kroky od zacatku celé sekvence potencialu, zmény
plati pro jednu a tutéz elektrodu. Rovnice pro vinu DPV je odvozena a poc¢itana numericky pro
vratné, zcela nevratné a kvazi-reverzibilni piipady. Zaznamy v DPV jsou vyjadieny péti
parametry, z nichZ dva jsou parametry kinetickymi — konstantni rychlost elektrodové reakce a

koeficient pfenosu naboje. Dalsi tfi parametry se tykaji kiivky potenciadlu a ¢asu. Proud a
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potencial piku se ziskavaji pro rizné kombinace téchto parametrti. V dusledku toho jsou
popsana kritéria pro reverzibilni, kvazi-reverzibilni a zcela nevratné déje/voltametrické odezvy.
Pro usnadnéni kvantitativni analyzy DPV zaznami jsou jako funkce téchto parametra ziskany

ptiblizné rovnice pro proud a potencial piku [20].

2.6 Pevné kompozitni elektrody

Charakteristikou pevnych kompozitnich elektrod (pfedev§im pak téch na bazi uhliku)
je, ze jsou velmi stabilni, mechanicky odolné, Ize je lestit, elektrochemicky obnovovat jejich
povrch, maji dlouhou Zivotnost, 1ze je pouzivat ve velmi pozitivnich potencidlovych oblastech
a maji nizkou pofizovaci cenu. Absolutni velikosti Sumu a proudu pozadi byvaji stejné jako
u Cistého vodice, ale kompozitni elektroda ma pomér signal/Sum lepsi. To je zpisobeno tim, Ze
elektrody s vodivymi Césticemi vazanymi pojivem maji dobrou vodivost, pfestoze obsah
castecek vodivého materidlu v kompozitu je maly [21].

Jako vétSina elektrod 1 kompozitni materialy vykazuji hife reprodukovatelny a
obnovovatelny povrch nez elektrody rtutové. Definice ftik4, Ze jednou =z uvedenych
promisenych latek je vodi¢ a druhou izolator. Izolatorovou fazi je polymericky material
(polyakrylat, epoxid, polyvinylchlorid, teflon aj.). Vodi¢em muze byt kov (stfibro, zlato) nebo
jiny nekovovy vodivy material (uhlik, nejcastéji grafit, nebo jeho dalsi modifikace ¢i jejich
smesi) [21].

Vodivost kompozitniho materialu miizeme srovnat s vodivosti samotného kovového
vodice, 1 kdyz obsah vodivych ¢astecek je maly (v rozmezi 10-60 %) [21].

Pro tuto praci byla pouzita pracovni elektroda z ultracistého grafitu (UTGE) vyrobena
z polymeru PPEK (polyetherketon) o vnitinim priméru 2 mm. Tato elektroda je napIlnéna smési

ultraCistého grafitu a epoxidovou pryskyfici (obr. 5).
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Obrazek 5 — pracovni komporzitni elektroda z ultracistého grafitu (UTGE); prevzato z [22]
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3. Experimentalni ¢ast
3.1. Reagencie

Zasobni roztok DNA (Sigma) o koncentraci 10 mg/ml byl pfipraven tak, ze bylo
rozpusténo 100 mg nizkomolekularni DNA z lososich spermii v 10 ml acetatového pufru (pH
4,6). Acetatovy pufr o koncentraci 0,1 mol/l a pH 4,6 byl pfipraven rozpusténim 13,6 g
trihydratu octanu sodného (99 %, Lach-Ner, CR; ¢=0,1 mol/l), 5,7 ml kyseliny octové (99,8 %,
Penta, CR; p = 1,050 g/cm?) a doplnénim deionizovanou vodou na celkovy objem 1,0 1.

Nasledné byl pfipraven roztok DNA o koncentraci 10 mg/ml rozpusténim 100 mg
nizkomolekularni DNA z lososich spermii v 10 ml fosfatového pufru (pH 7,0). Fosfatovy pufr
o koncentraci 0,1 mol/l a pH 7,0 byl pfipraven rozpusténim 5,37 g monohydratu
dihydrogenfosfore¢nanu sodného (99 %, Lach-Ner, CR) a 21,86 g dodekahydratu
hydrogenfosfore¢nanu disodného (99 %, Lach-Ner, CR) v deionizované vodé na celkovy
objem 1,0 1.

Smés hexakyanoZelezitanu draselného (98 %, Lach-Ner, CR) a trihydratu
hexakyanoZzeleznatanu draselného (99,5 %, Lach-Ner, CR) o koncentraci 1-10 mol/l byla
piipravena ve 100ml odmérné baiice rozpusténim 0,04218 g Ka[Fe(CN)s] a 0,03276 g
K3[Fe(CN)s]-3 H20 ve fosfatovém pufru o pH 7,0. Tento roztok slouzil pro CV kontrolu kvality
olesténi povrchu pracovni elektrody v rozmezi potencidlit od 500 mV do -100 mV pii pouzité
rychlosti polarizace 50 mV/s (v préci neni dale diskutovano).

Nasledné byly roztoky DNA o koncentraci 10 mg/ml v acetatovém a fosfatovém pufru
fedény na koncentrace 1 mg/ml a 0,5 mg/ml. Zéaroven byly roztoky DNA skladovany
v mraznicce pi1 —20 °C a pied méfenim byly vzdy volné rozmrazovany za laboratorni teploty
alespon 10 minut.

Pro olesténi povrchu pracovni elektrody byla pouZivana alumina (p.a., Lach-Ner, CR;

velikost ¢astic 0,05 pum).

3.2 Aparatura

DC voltametrie a diferen¢ni pulzni voltametrie byly méfeny na pfistroji Eco-Tribo
Polarograf (Polaro-Sensors, Praha) pomoci programu Polar Pro, verze 5.1. Analyzator byl fizen
stolnim pocitaCem s operacnim systémem Microsoft Windows XP (Microsoft Corporation,
USA), intenzita michani byla nastavena na ,,Jow*. Prezentované grafy byly nasledn¢ vytvofeny
v programu Microsoft Excel pro Mac 2020, verze 16.43 (Microsoft Corporation, USA).

Vsechna méfeni probihala v tfielektrodovém zapojeni. Pracovni elektrodou byla
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kompozitni elektroda z ultracistého grafitu (UTGE), kterou tvofi elektrodové télo o vnéjSim
praméru 7 mm vyrobené z PEEKu a elektrodovy disk o vnitinim priméru 2 mm (obr. 5).
Elektrodové t€lo je naplnéno smési ultracistého grafitu a epoxidové pryskyfice (typ 6.1204.180,
Metrohm, Svycarsko). Referentni elektrodou byla elektroda argentchloridova (typ 10-20+, 3M
KCl, Elektrochemické detektory, Turnov) a jako pomocna elektroda byla pouzita platinova
dratkova elektroda (typ Pt 2+MV, Elektrochemické detektory, Turnov).

Rychlost polarizace u DCV byla zvolena 5, 10, 20, 50 a 100 mV/s. Pro kazdou rychlost
polarizace bylo méteni provedeno Skrat. U DPV bylo jiz kromé zminénych rychlosti provedeno
1 méfeni pi1 polarizacnich rychlostech 200, 500, 1000 a 2000 mV/s. TéZ bylo vSe méfeno Skrat.

Michani analyzovaného roztoku bylo automaticky spusténo pred aktivaci elektrody a
trvalo zpravidla 30 s. Pfed kazdym métfenim bylo tfeba ocistit povrch pracovni elektrody
aluminou od produktii vzniklych ptedchozi reakci. LeSténi elektrody probihalo mechanickym
brousenim povrchu uhlikové elektrody o malé krystalky oxidu hlinitého, tzv. aluminy. Dochézi
tak k mechanickému odstranéni necistot a produkt predchozich elektrodovych reakci. Takto
bylo provedeno méteni pro vSechny tii koncentrace DNA (10 mg/ml, 1 mg/ml a 0,5 mg/ml).

Poskozeni probihalo pomoci UVC zafeni o vinové délce 254 nm, které bylo

produkovano UV lampou (P-LAB, CR; vykon 15 W).
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Optimalizace podminek

Elektrochemické chovani dsSDNA na UTGE bylo vySetfovano pomoci obou uvedenych
voltametrickych technik (DPV a DCV) s cilem zaznamenat co nejvyssi a nejlépe vyvinuté
odezvy oxidovatelnych bazi dsDNA, které by nasledné mohly byt pouzity ke sledovani jejiho
poskozeni. Jelikoz se ve vodnych roztocich vyskytuje dsSDNA v nativni forme pouze v izkém
rozmezi hodnot pH (4-8), bylo jeji elektrochemické chovani sledovano ve dvou zvolenych
prostiedich o pH 4,6 a 7,0. Pro optimalizaci podminek pro DPV a DCV méteni bylo tieba zjistit
opakovatelnost méteni a dle byla sledovéana zavislost vysky anodickych pikt bazi pritomnych
ve struktufe dsDNA na rychlosti polarizace pracovni elektrody. Kazdé méfeni bylo proto
provedeno Skrat pro ob¢ techniky (DPV 1 DCV) a pro vSechny tii koncentrace, pti kterych bylo
elektrochemické chovani dsDNA studovéano (0,5 mg/ml; 1 mg/ml; 10 mg/ml). Zaroven bylo
vyuzito dvou prostiedi, a to 0,1mol/l fostatového pufru (pH 7,0) a 0,1mol/l acetatového pufru
(pH 4,6). Pted kazdym métfenim byla elektroda olesténa aluminou.

Rychlosti polarizace byly zvoleny pro DPV 5, 10, 20, 50 a 100 mV/s, coz je bézny
rozsah polarizacnich rychlosti, pfi kterych lze spolehlivé zaznamenavat voltametrické kiivky
pii udrzovani ostatnich parametra DPV techniky neménnych. Pro DCV krom¢ jiz zminénych
rychlosti byly pouzity i1 rychlosti 200, 500, 1000 a 2000 mV/s. Jak bylo uvedeno, pro kazdou
rychlost bylo métfeni provedeno Skrat (vzorové voltamogramy jsou ukazany pro ilustraci na
obr. 6 a 8 pro DCV a obr. 7 a 9 pro DPV) a z primérnych vysek piki v zavislosti na pouzité
rychlosti polarizace byly sestrojeny nasledujici grafy (obr. 10—19). V grafech jsou téz vyznaceny
chybové usecky, které predstavuji intervaly spolehlivosti.

Na uvedenych voltamogramech (obr. 6 a 7) jsou pomoci technik DCV a DPV
zaznamenany anodické piky guanosinu a adenosinu, které jsou piitomné ve struktuie dsDNA a
které odpovidaji elektrochemickym pfeméndm ukdzanym na obr. 3 a 4. Méfeni probihalo
pti nejvyssi koncentraci DNA (10 mg/ml) a jako prostiedi byl zvolen acetatovy pufr o pH 4,6.
Jak lze vidét z obr. 6, pik guanosinu dosahuje svého maxima (12,1 pA) pfi potencidlu ptiblizné
1050 mV a pik adenosinu (11,3 pA) pii potencidlu okolo 1455 mV. Pfi DPV (obr. 7) byly
pozorovany piky guanosinu o vySce 4,1 nA pfi potencidlu 912 mV a piky adenosinu o vysce
3,5 nA pfi potencialu 1243 mV. Méfeni bylo provedeno vZdy Skrat pro obé€ techniky, a to z toho
diivodu, aby byla zjisténa opakovatelnost méteni. U obou technik bylo zvoleno vyhodnoceni
signadlll odectem vysky piku od spojnice minim pted pikem a za pikem. Po kazdém meéteni

probihalo olesténi elektrody z diivodu popsaného v kapitole 3.2. Na obr. 6 probihalo méfeni pti
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rychlosti polarizace 200 mV/s a na obr. 7 pfi rychlosti polarizace 20 mV/s, které se z hlediska
opakovatelnosti jevi pro DCV a DPV jako optimdlni (bude déle diskutovano v kapitole 5).
Odchylku v opakovatelnosti 1ze pozorovat u DCV kiivky €. 5, kdy diivodem odlisnosti mohlo
byt nedostatecné olesténi elektrody od produkti predchoziho méfeni. To stejné lze pozorovat

na obr. 7 u DPV kiivky ¢. 4.
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Obrazek 6 — DC voltamogramy dsDNA o cm = 10 mg/ml (rychlost polarizace 200 mV/s, prostredi 0,1mol/l acetatového pufiu
o pH 4,6) zaznamenané na UTGE; DNA poskytuje 2 piky — oznacené G (pik guanosinu), A (pik adenosinu)
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Obrazek 7 — DP voltamogramy dsDNA o cw = 10 mg/ml (rychlost polarizace 20 mV/s, prostiedi 0,1mol/l acetatového pufiu
0 pH 4,6) zaznamenané na UTGE; DNA poskytuje 2 piky — oznacené G (pik guanosinu), A (pik adenosinu)

Nasledujici dva grafy (obr. 8 a 9) zndzoriiuji voltamogramy pro techniky DCV a DPV
v prostiedi 0,1mol/l fosfatového pufru o pH 7,0. Jak Ize vidét z obr. 8, pik guanosinu (8,9 pA)
dosahuje svého maxima pi1 potencialu 960 mV a pik adenosinu (12,1 pA) pii potencialu 1365
mV. Pfi porovnani DC voltamogramu (obr. 6 a 8) si Ize v§imnout, Ze v obou prostfedich piky
guanosinu a adenosinu dosahuji podobnych potenciala piku, tedy okolo 900-1100 mV pro
guanosin a 1300-1500 mV pro adenosin, pficemz posun potencidlu piki je dany pouze
hodnotou pH pouzitého zékladniho elektrolytu — pii vyssi hodnoté pH (7,0) jsou piky posunuty
k negativnéjSim potencialim, coz znaci, Zze baze dsDNA podléhaji snadnéjsi elektrochemické
oxidaci. Na obr. 9, ktery znazoriiuje pouziti techniky DPV v prostfedi fosfatového pufru,
pozorujeme pik guanosinu (2,8 pA) pii potencidlu 816 mV a pik adenosinu (2,5 pA) pii
potencidlu 1146 mV. To stejné plati pro maxima pikd u techniky DPV (obr. 7 a 9). Na obr. 9
technika DPV v prostiedi fosfatového pufru o pH 7,0 poskytuje signaly s pomérné velkymi
zaSkuby, které byly pravdépodobné zplsobeny piepindnim zesilovacich prvkil v pouZitém

elektrochemickém analyzatoru.
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Obrazek 8 — DC voltamogramy dsDNA o ¢cm = 10 mg/ml (rychlost polarizace 200 mV/s, prostiedi 0,1mol/l fosfatového pufiu
o pH 7,0) zaznamenané na UTGE; DNA poskytuje 2 piky — oznacené G (pik guanosinu), A (pik adenosinu)
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Obrazek 9 — DP voltamogramy dsDNA o c¢m = 10 mg/ml (rychlost polarizace 20 mV/s, prostredi 0, 1mol/l fosfatového pufru
o pH 7,0) zaznamenané na UTGE; DNA poskytuje 2 piky — oznacené G (pik guanosinu), A (pik adenosinu)
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Obr. 10 a 11 zobrazuji zavislosti vysky piku guaninovych a adeninovych zbytkii dsDNA
o stejné koncentraci (0,5 mg/ml, coz byla nejnizsi zkoumana koncentrace dsDNA) i méfeni
probihalo pomoci stejné techniky (DPV). Odlisnost je pouze v pouzitych prostiedich o pH 4,6
(obr. 10) a 7,0 (obr. 11). Pti rychlosti polarizace 5 mV/s v prostiedi acetatového pufru dosahuji
vysky adeninovych a guaninovych zbytkl okolo 0,2 pA, kdezto ve fosfatovém pufru vyska
adeninového zbytku ma hodnotu az 0,5 pA. Na obr. 10 jsou vysky piku guaninovych zbytki
vetsi nez vysky piku adeninovych zbytkll pro rychlosti polarizace 5 (zde piiblizné¢ shodné
velkeé), 10 a 20 mV/s. Na obr. 11 je tomu naopak. Pro rychlost polarizace 100 mV/s je vyska
piku guaninového zbytku v prostfedi fosfatového pufru az dvojndsobné vEtsi nez v prostiredi
acetatového pufru. Pik adeninového zbytku je trojnasobny v prostiedi fosfatového pufru.
Obecné lze tedy pozorovat, Ze nejvyssi DPV odezvy pro tuto koncentraci dsDNA byly ziskany
pro ob¢ baze ve fosfatovém pufru o pH 7,0 pii rychlosti polarizace 100 mV/s.
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Obrazek 10 — Zavislost vysky piku guaninovych a adeninovych zbytkit dsDNA (cm = 0,5 mg/ml) na rychlosti polarizace

zaznamenand pomoci DPV na UTGE v prostredi acetatového pufru (pH 4,6). V grafu jsou vyznaceny chybové usecky
predstavujici interval spolehlivosti (n = 5)
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Obrazek 11 — Zavislost vysky piku guaninovych a adeninovych zbytkit dsDNA (cm = 0,5 mg/ml) na rychlosti polarizace
zaznamenand pomoci DPV na UTGE v prostredi fosfatového pufru (pH 7,0). V grafu jsou vyznaceny chybové usecky
predstavujici interval spolehlivosti (n = 5)

Pti zvySeni koncentrace dsDNA z 0,5 mg/ml na 1 mg/ml (obr. 12 a 13) jsou pfi nizsich
rychlostech polarizace vysky pika adeninovych zbytkii v obou prostiedich vétsi nez vysky pika
guaninovych zbytkl. Pro rychlosti polarizace 50 mV/s a 100 mV/s dochazi k obméné tohoto
trendu — guaninové zbytky poskytuji vétsi hodnoty vysek pika nez zbytky adeninové. Vysky
pikl pro obé prostiedi jsou oproti koncentraci dsDNA 0,5 mg/ml srovnatelné. Pravdépodobné
je povrch UTGE pokryt podobnym mnoZzstvim dsDNA, ptestoZe je jeji koncentrace v roztoku
dvojnésobna (0,5 vs. 1 mg/ml), coz by znamenalo, Ze pti nizsi koncentraci dsDNA se uplatiiuje

vEtsi mira jeji adsorpce na elektrodovy povrch.

26



® GUANIN @ ADENIN

2 ]
2
\a 1'5 -
i) 8
b %]
<
® ®
1 -
°
®
o5 F ©®
O 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120

Rychlost polarizace [mV/s]

Obrazek 12 — Zavislost vysky piku guaninovych a adeninovych zbytkii dsDNA (cm = 1 mg/ml) na rychlosti polarizace
zaznamenand pomoci DPV na UTGE v prostiedi acetatového pufru (pH 4,6). V grafu jsou vyznaceny chybové usecky
predstavujici interval spolehlivosti (n = 5)
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Obrazek 13 — Zavislost vysky piku guaninovych a adeninovych zbytkii dsDNA (cm = 1 mg/ml) na rychlosti polarizace
zaznamenand pomoci DPV na UTGE v prostiedi fosfatového pufru (pH 7,0). V grafu jsou vyznaceny chybové usecky
predstavujici interval spolehlivosti (n = 5)
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Pro nejvyssi pouzitou koncentraci dsDNA (10 mg/ml) dosahuji guaninové zbytky
vyssich hodnot vysky DPV piki nez zbytky adeninové (obr. 14 a 15), tomu tak u ptedchozich
koncentraci v nizkych rychlostech polarizace nebylo. Pro rychlost polarizace 100 mV/s
dosahuje vyska piku guaninového zbytku v prostiedi acetatového pufru 5,5 pA a v prostiedi
fosfatového pufru 4,0 pA. U koncentrace dsDNA 0,5 mg/ml byly naméfeny vyssi hodnoty
proudu pikt v prostiedi fosfatového pufru, kdezto u koncentrace dsDNA 10 mg/ml nachazime
vys$s§i hodnoty proudu pikd v prostfedi pufru acetatového. Prestoze se jednd o koncentraci
10krat vyssi nez v pripadé¢ koncentrace 1 mg/ml, neni nartst vysky pikt ani zdaleka
desetinasobny (2,5 pA vs. 5,5 pA pii 100 mV/s pro guanosin v acetditovém pufru a 2,6 pA vs.
4,0 pA pii 100 mV/s pro guanosin ve fosfatovém pufru).
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Obrazek 14 — Zavislost vsky piku guaninovych a adeninovych zbytkiit dsDNA (cm = 10 mg/ml) na rychlosti polarizace
zaznamenand pomoci DPV na UTGE v prostiedi acetdatového pufru (pH 4,6). V grafu jsou vyznaceny chybové usecky
predstavujici interval spolehlivosti (n = 5)
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Obrazek 15 — Zavislost vysky piku guaninovych a adeninovych zbytkit dsDNA (cm = 10 mg/ml) na rychlosti polarizace
zaznamenand pomoci DPV na UTGE v prostredi fosfatového pufru (pH 7,0). V grafu jsou vyznaceny chybové usecky
predstavujici interval spolehlivosti (n = 5)

Az doposud byly na uvedenych grafech prezentovany vysledky pfi rychlostech
polarizace do 100 mV/s pouzitelnych pii DPV. U techniky DCV bylo mozné vySetfovat tyto
zavislosti v rozsifeném rozsahu rychlosti polarizace, tedy od 5 az do 2000 mV/s. Na obr. 17
byly zaznamenany hodnoty vysek DCV pikii pro adeninové zbytky pouze po rychlost 500
mV/s, ptfi vysSich rychlostech nebylo mozné piky vyhodnotit diky nekvalitnim signdltiim.
Zaroven ve vysSich rychlostech polarizace dosahovaly voltametrické signély relativné nizké
opakovatelnosti. Vysky piku adeninovych zbytku ziskavaji ve fosfatovém pufru pii koncentraci
dsDNA 0,5 mg/ml a rychlosti polarizace 500 mV/s az Sestindsobek hodnoty z acetidtového
pufru. Pro guaninové zbytky je za stejnych podminek nartst ptiblizn€ dvojnésobny.

Vyhodnocovéani méteni ve vysSich rychlostech polarizace (500, 1000 a 2000 mV/s)
kvalitu pro spravné vyhodnoceni (viz obr. 16).

Zavislosti vySky piku guaninovych a adeninovych zbytkii dsSDNA (cm = 1 mg/ml) na
rychlosti polarizace zaznamenana pomoci DCV na UTGE v prostiedi acetatového i fosfatového
pufru nejsou z divodu piehlednosti prezentace vysledkli v této praci ukdzany — ziskané

charakteristiky jsou obdobné jako na obr. 17 a 18.
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Obrazek 16 — DC voltamogramy dsDNA o c¢cm = 0,5 mg/ml (rychlost polarizace 1000 mV/s, prostredi 0,1mol/l acetatového
pufiru o pH 4,6) zaznamenané na UTGE; DNA poskytuje 2 piky — oznacené G (pik guanosinu), A (pik adenosinu)
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Obrazek 17 — Zavislost vysky piku guaninovych a adeninovych zbytkii dsDNA (cm = 0,5 mg/ml) na rychlosti polarizace

zaznamenand pomoci DCV na UTGE v prostiedi acetdtového pufru (pH 4,6). V grafu jsou vyznaceny chybové usecky
predstavujici interval spolehlivosti (n = 35)
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Obrazek 18 — Zavislost vysky piku guaninovych a adeninovych zbytkii dsDNA (cm = 0,5 mg/ml) na rychlosti polarizace
zaznamenana pomoci DCV na UTGE v prostiedi fosfatového pufru (pH 7,0). V grafu jsou vyznaceny chybové usecky
predstavujici interval spolehlivosti (n = 5)

I pfi pouziti techniky DCV byly zkoumdany zavislosti vysky piku studovanych bazi
dsDNA na zmén¢ rychlosti polarizace pii pouziti nejvyssi koncentrace dsDNA 10 mg/ml (obr.
19 a 20). Na obr. 19 je vidét velky pokles vysky piku adeninového zbytku pti rychlosti
polarizace vyssi nez 1000 mV/s. Zavislost na koncentraci je linearni do rychlosti polarizace
100 mV/s pro obé prostiedi, nasleduje prudky pokles vysek piku pro oba nukleotidové zbytky
(viz obr. 20). Ve vyssich rychlostech polarizace si 1ze vSimnou velkych chybovych usecek. Jak
jiz bylo zminéno, variabilita vysledkii byla pravdépodobné zpiisobena tim, Ze se signaly ve
vyssich rychlostech polarizace velmi $patné vyhodnocuyji.

Zavérem této kapitoly je mozné shrnout, Ze pro sledovani voltametrickych signalii na
UTGE je mozné uspéSné vyuzit jak techniku DPV, tak i techniku DCV, a to za riiznych
experimentalnich podminek. Z pohledu ziskanych tvari voltametrickych pikd guanosinu a
adenosinu a jejich vyslednych vysek se jako vhodné&jsi jevi pouziti techniky DPV, a to pfi
rychlosti polarizace 20 mV/s v prostiedi 0,1mol/l acetatového pufru o pH 4,6. Tyto podminky
byly dale vyuzity ke sledovani poSkozeni dsSDNA pomoci UVC zafeni. Aby bylo mozné citlivéji
sledovat zmény pii poskozeni struktury dsDNA, byla v dalSich experimentech pouZivana
koncentrace dsDNA 1 mg/ml, u niz se predpokladd, ze povrch UTGE nebude jest¢ zcela

zasycen navazanou dsDNA, tudiZ drobné zmeény ve struktute DNA budou lépe pozorovatelné.
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Obrazek 19 — Zavislost vysky piku guaninovych a adeninovych zbytkit dsDNA (cm = 10 mg/ml) na rychlosti polarizace
zaznamenana pomoci DCV na UTGE v prostredi acetatového pufru (pH 4,6). V grafu jsou vyznaceny chybové usecky
predstavujici interval spolehlivosti (n = 5)
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Obrazek 20 — Zavislost vysky piku guaninovych a adeninovych zbytkit dsDNA (cm = 10 mg/ml) na rychlosti polarizace
zaznamenanda pomoci DCV na UTGE v prostredi fosfatového pufiu (pH 7,0). V grafu jsou vyznaceny chybové usecky
predstavujici interval spolehlivosti (n = 5)
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4.2. Detekce poskozeni DNA pomoci UV zareni

Poskozeni DNA pomoci UVC zéfeni o vinové délce 254 nm ve vzdalenosti 1 cm od zdroje
zateni (roztok byl umistén na sklenéné misce obdélnikového tvaru o velikosti, ktera odpovidala
velikosti emisniho okna UV lampy) probihalo ve 30minutovych intervalech po dobu 2 hodin.
Byl zvolen roztok DNA o koncentraci 1 mg/ml v prostiedi 0,1mol/l acetatového pufru o pH 4,6.

Tento roztok byl pfed ozéafenim analyzovan ve voltametrické cele pomoci DPV na
UTGE pii rychlosti polarizace 20 mV/s, kdy lze pti srovnani hodnot vysek pikli guanosinu a
adenosinu ziskanych za stejnych podminek na obr. 12 zaznamenat pokles vysek pikli (oproti
vyskam piki guanosinu a adenosinu pii ¢ase ozafovani 0 minut na obr. 21). Tento rozdil je dan
predevsim tim, Ze méfeni probihala s odstupem ¢asu a povrch UTGE mohl byt odlisnou kvalitu.

Nasledné byl roztok navracen do sklenéné misky a ozaten UVC zafenim o vlnové délce
254 nm po dobu 30 min. Po uplynuti 30 minut doslo ve voltametrické cele k zaznamenani DP
voltamogrami za stejnych podminek jako pfed ozafenim. Po kazdém méfeni byla elektroda
olesténa o aluminu. Jak jiz bylo feceno, tento postup byl opakovan po dobu 2 hodin, kdy vzdy
po 30 minutach byl roztok vyjmut, proméien a nasledné znovu vlozen pod UV lampu. Pii celém
experimentu bylo kontrolovano, ze se objem studovaného roztoku DNA pti manipulaci a jeho

ozafovani vyznamné nemeéni.
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Obrazek 21 — Zavislost vysky piku guaninovych a adeninovych zbytkii dsDNA (cm = 1 mg/ml) na dobé ozarovani zaznamenand
pomoct DPV na UTGE v prostredi acetatového pufru (pH 4,6).
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Na obr. 20 si lze vSimnout postupného naristu vySek pikli guanosinu a adenosinu
s dobou ozafovani, to se vSak zafind ménit po 120 min, kdy dochdzi k mirnému poklesu.
Prvotni nartist s dobou ozatovani 30—90 min lze vysvétlit tim, Ze se dvousroubovice DNA mirné
poskozuje a rozevira. To je disledkem preruseni fosfodiesterovych vazeb v dsDNA vlivem
pusobeni UVC zéfeni, kviili ¢emuz nasledné dochazi k eliminaci vodikovych mistkd mezi
jednotlivymi pary bazi. To vSe ma za nasledek destabilizaci elektrostatické ptitazlivosti mezi
zaporné nabitou cukr-fosfatovou kostrou dsDNA a kladné nabitym povrchem elektrody, ktera
umoziuje pristup volné difundujici DNA pfistoupit k povrchu elektrody ¢i na néj byt
adsorbovana i prostfednictvim samotnych nukleobazi, diky cemuz mohou naristat vysky pikt
guanosinu a adenosinu. Po delSim ozatovani pokles vysek pikti indikuje celkovou chemickou
degradaci ¢asti Ci celych nukleobazi UV zatenim, coz vede ke snizeni koncentrace nukleobézi
detekovatelnych pomoci elektrochemickych metod [23].

Vyse uvedeny pilotni experiment byl proveden jako potvrzeni schopnosti DPV na
UTGE zaznamenat zmény ve voltametrickych odezvach guanosinu a adenosinu pii poskozeni
dsDNA pomoci UVC zafeni. V ramci navazujictho vyzkumu bude vénovdna pozornost
detailnéjSimu vyzkumu dalSich moznosti UTGE pii monitorovani poskozeni DNA vlivem

ruznych poskozujicich ¢inidel.

34



5. Zavér

Tato bakalatska prace méla za cil optimalizovat pouziti uhlikové kompozitni elektrody
(UTGE) pro stanoveni dvouvldknové DNA (dsDNA) a nasledné vyuziti pii detekci poskozeni
dsDNA ozafovanim UVC zatfenim.

Pti celkové optimalizaci voltametrického stanoveni guanosinu a adenosinu pro potieby
detekce poskozeni dsDNA byl duraz kladen na Ctyti zdkladni parametry — prostfedi zékladniho
elektrolytu (pouzity 0,1mol/l acetatovy pufr o pH 4,6 a 0,Imol/l fosfatovy pufr o pH 7,0),
koncentrace dsDNA (pouzity 0,5 mg/ml, 1 mg/ml a 10 mg/ml), rychlost polarizace UTGE a
voltametricka technika méfeni (pouzity DC voltametrie (DCV) a diferen¢ni pulzni voltametrie
(DPV)).

Jako optimalni prostiedi pro naslednou voltametrickou detekci poskozeni dsDNA bylo
zvoleno prostiedi 0,Imol/l acetatového pufru o pH 4,6 (dosahuje se zde vyssich hodnot vysky
piku nukleotidovych zbytkll), optimalni koncentraci dsDNA je 10 mg/ml (voltametrické
odezvy guanosinu a adenosinu jsou nejvyssi), optimdlni technikou je DPV (za stejnych
podminek ziskany oproti DCV vyssi, Iépe vyhodnotitelné a opakovatelnéjsi voltametrické piky
guanosinu a adenosinu), u niZ je optimalni rychlost polarizace 20 mV/s. Zaroven je tieba pied
kazdym méfenim pracovni elektrodu olestit o aluminu, abychom docilili opakovatelnych
vysledki.

Za optimalnich podminek byl proveden pokus o DP voltametrickou detekci poskozeni
dsDNA na UTGE. Poskozeni dsDNA bylo provedeno UVC zafenim o vinové délce 254 nm po
dobu 2 hodin. Na voltamogramy bylo mozné nejprve pozorovat narist vysek pikli guanosinu a
adenosinu (od 30. do 90. minuty ozatovani) v disledku mirného poSkozeni a rozevirani dsDNA
a nasledn¢ pak pokles vysek pika (od 90. do 120. minuty ozatfovani) v disledku celkové
chemické degradace nukleobazi UV zéafenim, coz vedlo ke snizeni koncentrace nukleobazi

detekovatelnych pomoci jejich elektrooxidace.
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