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Abstrakt

Predkladand diplomova prace je zaméfena na vyvoj, charakterizaci a vyuziti
jednoduchého a levného elektrochemického DNA biosenzoru pro detekci poSkozeni
DNA zpiisobeného oxida¢nim stresem.

Prvni ¢ast prace je vénovana piipravé a charakterizacivelkoplo$né uhlikové filmové
elektrody (Is-CFE) modifikované uhlikovymi nanotrubickami (CNT/Is-CFE). Uhlikové
nanotrubicky zlepSuji elektrochemické vlastnosti pfevodniku a zvySuji mnozstvi
naadsorbované DNA na povrchu elektrody. Testovani elektrodového povrchu
modifikovaného vicesténnymi uhlikovymi nanotrubickami (MWCNT) bylo provedeno
pomoci cyklické voltametrie (CV) a elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS)

s pouzitim redoxniho systému [Fe(CN)g]*"

a square wave voltametrie (SVW)
bez pouziti redoxniho indikatoru. Uhlikové nanotrubi¢ky se ukazaly jako nevhodny
materialpro na§ typ biosenzoru, ale je mozné je vyuZzit v analytické chemii
pro stanovovani elektroaktivnich latek.

Druhé cast prace se zabyva aplikaci DNA biosenzoru pii detekci poskozeni DNA
oxida¢nim stresem. Byl zvolen biosenzor na bazi Is-CFE, jehoz hlavni vyhody jsou
rychld ptiprava, jednoducha mechanicka obnova -elektrodového povrchu, dobra
reprodukovatelnost méfeni, absence probléma spojenych s ,historii elektrody*.
Oxidacni stres vyvolanygalvanostaticky generovanymi hydroxylovymi radikaly
zpusobujici poskozeni DNA byl zkouman za pouziti CV, EIS a SWV na DNA/Is-CFE.
Ziskané vysledky potvrdily, Ze oxidacni stres zpusobuje poskozeni DNA, dochazi

k oxidaci DNA bazi, vzniku jednoifetézcovych zlomim DNA dvousroubovice, které

odpadavaji z povrchu elektrody.



Abstract

Presented Diploma Thesis is focused on the development, characterization, and
utilization of simple and inexpensive electrochemical DNA biosensor for the detection
of DNA damage caused by oxidative stress.

The initial part of the work is devoted to preparation and characterization of a large-
surface carbon film electrode (Is-CFE) modified with carbon nanotubes (CNT/Is-CFE).
Carbon nanotubes improve electrochemical properties of the transducer and increase the
amountof adsorbed DNA on the electrode surface.Testing of the electrode surface
modified with multiwalled carbon nanotubes (MWCNT) was performed using cyclic
voltammetry (CV) andelectrochemical impedance spectroscopy (EIS) using a redox
system [Fe(CN)g]*” and using square wave voltammetry without any redox
indicator.Carbon nanotubes have proved to be unsuitable material for our type of
biosensor, but it can be used inanalytical chemistry for the determination of
electroactive substances.

The second part of this Thesis deals with the application of the prepared DNA
biosensor for the detection of DNA damage by oxidative stress. The biosensor based on
the Is-CFE was chosen for this purpose, having several advantages, such as its fast
preparation, a simple mechanical renewal of the electrode surface, a good
reproducibility of measurements, an absence of problems connected with “electrode
history”.Oxidative stress, induced by galvanostatically generated hydroxyl radicals,
causing DNA damage was investigated using CV, EIS, and SWV at the DNA/Is-CFE.
The obtained results confirmed that the oxidative stress causes DNA damage and leads
to the oxidation of DNA bases, formation of single strand breaks of the DNA

double-stranded structure, which falls off from the electrode surface.
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1 Uvod
1.1Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout jednoduchy biosenzor zaloZeny
na velkoplo$né uhlikové filmové elektrodé¢ modifikované uhlikovymi nanotrubickami
a nizkomolekularni DNAz lososich spermii (imobilizované na povrch elektrody
akumulaci za konstantniho potencidlu) umoziujici detekci poskozeni DNA pomoci
technik cyklické voltametrie (CV), elektrochemické impedanéni spektroskopie (EIS)
a square wave voltametrie (SWV).

Aplikaénim cilem prace bylo ovétit pouzitelnost takto pfipraveného DNA biosenzoru

pti detekci poskozeni DNA, které bylo zptisobeno oxida¢nim stresem.

1.2 Oxidaéni stres

Oxidacni stres je spojovany s patologickym mechanismem mnoha nemoci jako
aterosklerdza, neurodegenerativni onemocnéni (Alzheimerova a Parkinsonova choroba),
rakovina, diabetes mellitus, zanétliva onemocnéni, mutageneze, psychické onemocnéni
a starnuti [1-10].

Oxidacni stres je definovdn jako nerovnovaha mezi produkci volnych radikala
a reaktivnich metaboliti, nazyvanych oxidanty, a jejich odstraiujicim ochrannym
mechanismem nazyvanym antioxidacni systém. Tato nerovnovaha vede k poskozovani
dalezitych biomolekul a orgdnti s moznym dopadem na cely organismus.

Mezi piirozené zdroje oxidaCniho stresu patfi tzv. reaktivni formy kysliku:
superoxidovy anion (Oy), peroxid vodiku (H20) a hydroxylovy radikal (¢OH), které
mohou poskozovat proteiny, nukleové kyseliny a buné¢né membrany [11-13].

Reaktivni formy kyslikuvznikaji jako vedlejsi produkty kyslikového metabolismu,
v disledku y-zdfeni nebo v pfitomnosti nadbytku volnych piechodnych kovl
[14]a mohou reagovat s DNA [15-18].

Oxidaéni stres vyvolava vice nez 100 rtiznych oxidacnich zmén ve struktufe DNA
[19]. Oxida¢ni poskozeni patefe DNA muze vést k jednofetézcovym, dvouretézcovym

zlomim nebo ke zméné ve struktufe DNA. Existuje alespon pét tiid, kde generované

10



OH  radikdly  zplsobuji  oxida¢ni  poSkozeni v DNA  (oxidace  bazi,
apurinovéd/apyrimidinovd mista, DNA-DNA vnitrofetézcové mustky, zlomy DNA
apricnd vazba mezi DNA a proteinem) [20].K oxidaci bazi dochazi prevazné
na atomech uhliku, které tvoii elektrofilni centra [21,22].

Oxida¢ni reakci purini a pyrimidinG v DNA vznikaji rizné produkty [2].
Nejvyznamngj$imi produkty  oxidace  guanosinua  adenosinuv DNA  je
8-0x0-7,8-dihydroguanosin (8-oxoguanosin), ktery je mutagenni a muize blokovat
transkripci [18, 23, 24] a 8-oxo0-7,8-dihydroadenosin[25].

Hydroxylovy radikdl je nejreaktivnéj§i formou z reaktivnich forem kysliku
s vysokym pozitivnim redukénim potencidlem. Nejcastéji vznika Fentonovou reakci
mezi H,0; a iontem prechodného kovu v niz§im mocenstvi, nejast&ji Fe?*, Cu'[2, 3,
26].

Pti oxidaci vody, které je umoznéno vysokym prepétim tvorby kysliku na povrchu
borem dopované diamantové elektrody (BDDE), vznikéa velké mnoZstvi hydroxylovych
radikald (1.1), které jsou silnymi oxidanty a zajist'uji pfimou oxidaci organickych latek
[27, 28].

H,O - +OH+H" + ¢ (1.1)

Toho se vyuziva naptiklad pfi technologiich ¢isténi prumyslovych odpadnich vod
obsahujicich organické latky, které se elektrochemicky oxiduji. BDDE vykazuje vysokou
chemickou a elektrochemickou stabilitu. Jeji pouziti na oxidaci organickych latek vede
k apIné mineralizaci na CO, a to s vysokou tcinnosti [29-31].

Extrémné reaktivni OH radikaly zptsobuji oxidacni poskozeni dvouietézcové DNA
a je velmi dualezité vysvétlit a charakterizovat interakéni mechanismus mezi DNA a OH

radikaly[32].
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1.3 Uhlikové elektrody

Hlavni vliv na analytické parametry voltametrického stanoveni a elektrické vodivosti
ma material, ze kterého je pracovni elektroda vyrobena. Uhlikové elektrody jsou
oceniovany pro svou nizkou cenu, nizké proudové pozadi, Siroké potencidlové okno,
nizky Sum a nepodstatné mnozstvi odpadu. NejdilezitéjsSim faktorem je odolnost vici
pasivaci, protoze elektrochemické zanaSeni elektrodového povrchu tvoii problém
prakticky pfi vSech elektrochemickych analyzach. Chemickd regenerace pouzita
pfed kazdym méfenim ptispiva ke zlepSeni opakovatelnosti stanoveni.

Kompozitni pevné elektrody na bazi uhliku se GispéSné€ uplatiiuji v oblasti anodickeé
oxidace 1 katodické redukce. Skladaji se nejméné z jedné nevodivé Casti (parafin,
polyethylen, polystyren, teflon) a jedné vodivé Casti - uhlik, ktery se mize vyskytnout
v raznych strukturdch (grafitovy prasek, pyrolyticky grafit, skelny uhlik, uhlikové
nanocastice, uhlikova vlakna, saze) [33].

Povrch pevnych uhlikovych kompozitnich elektrod se nejcastéji vyuziva v leSténé
formé. Casto miize byt povrch také upraven rtutovym filmem, silikagelem, uhlikovymi
nanotrubickami [34, 35]nebo biopolymerem DNA [36, 37].

Bézné pouzivanymi typy uhlikovych pracovnich elektrod jsou pastova elektroda,
elektroda z pyrolytického grafitu nebo skelného uhliku nebo je alternativou uhlikova

filmova elektroda pouzita v této diplomové praci [38].

1.3.1 Uhlikova filmova elektroda

Jednim z druhti sloZzenych uhlikovych pevnych elektrod jsou uhlikové filmové
elektrody, kdy je film nanesen na pevnou elektrodu, se kterou je vodivé spojen.

Uhlikovy film na povrchu béZné pouzivané elektrody poskytuje n€kolik vyhod. Novy
film se aplikuje pro kazdé méfeni a jeho odstranéni je jednoduché a rychlé, kdy se
pouze film setfe o filtracni papir. Ke zlepSeni signdli mohou vést upravy sloZeni
uhlikového filmu (platinizovanym diamantem modifikovany uhlikovy film
[39],supertenky uhlikovy film, uhlikové filmy modifikované grafitovym praskem

a uhlikovymi nanotrubi¢kami)[40].
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Filmy slozené z vodivych uhlikovych mikrocastic a nevodivého polymeru se
uplatiiuji také k rozsiteni potencidlového okna pracovnich elektrod, na kterych neni
mozné realizovat stanoveni v oblasti kladnych potenciall, protoze dochdzi k vlastni
oxidaci elektrodového materialu (stiibrné amalgamové elektrody [41-44]).

Modifikované uhlikové filmy se pouzivaji ve vétSiné odvétvi analytické chemie:
v ampérometrii [45, 46], kapalinové chromatografii [47], NMR spektroskopii[45]

¢iv kombinaci elektrochemie s optickymi metodami [48].

1.3.2 Uhlikové nanotrubic¢ky

Uhlikové nanotrubicky (CNT) jsou oznaCovany jako jeden z nejdulezitéjsich
materialll budoucnosti diky svym pozoruhodnym vlastnostem a moZnostmi vyuziti
v Siroké Skale aplikaci (detektory, plynové senzory, biosenzory, elektronicka zatizeni,
Vv biomedicing, v Iékafstvi) [49].

Prvni zminka o existenci vicesténnych uhlikovych nanotrubicek (MWCNT) byla
uvetfejnéna v roce 1991 profesorem Sumio lijimou [50]. O dva roky pozdé&ji objevil
I jednosténné uhlikové nanotrubi¢ky (SWCNT) a velmi brzo bylo zjisténo, Ze tyto nové

struktury maji neobyc¢ejné vlastnosti, coz vedlo k dalsimu vyzkumu [51].

Single-walled CNT Multi-walled CNT

Obr. 1.1
Jednosténné (vlevo) a vicesténné (vpravo) uhlikové nanotrubicky [52].
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CNT mohou byt popsany jako jedna vrstva grafitu srolovana do hladkého vélce
(SWCNT) nebo jako soubor soustiednych SWCNT, kdy strukturu trubi¢ky tvofi vice
srolovanych vrstev grafitu s riznymi praméry (MWCNT), jejich vnéj$i primér se
pohybuje od 3 nm do 30 nm a mohou mit 5-20 vrstev. SWCNT jsou uzsi a jejich vné&jsi
prumér je v rozmezi 1-2 nm (obr. 1.1) [50, 51, 53-55].

Vysledky studii ukazuji, ze aplikace uhlikovych nanotrubi¢ek v materidlech vede
ke zvySeni pevnosti, pruznosti, maji nizkou hustotu, vysokou tepelnou vodivost
a vynikajici elektrickou vodivost[56].

CNT maji velky specificky povrch, tzn. velky pomér délka/primér, ktery ma
schopnost reagovat se svym okolim. Stény CNT nejsou reaktivni, ale lze je
funkcionalizovat navazanim funkénich skupin pomoci kovalentnich vazeb (-COOH,
-OH, -C=0), funk¢ni skupiny se vazi na oteviené konce nebo volna mista v uhlikové
siti pfimo na povrch uhlikovych nanotrubi¢ek [57-60].Je to atraktivni material se
zajimavymi chemickymi, mechanickymi, strukturnimi a elektronickymi vlastnostmi
[54, 55].

V analyze nukleovych kyselin se posledni dobou uplatiuji také uhlikové elektrody
modifikované uhlikovymi nanotrubickami, které zvétSuji pracovni povrch elektrody

a tim zvysuji citlivost stanoveni DNA [61].

1.3.3 Elektrochemické DNA biosenzory

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) patfi mezi nejzadkladnéj§i molekuly
v organismu, nositelka genetické informace. Vice nez 50 let bylo vynaklddano usili
k objasnéni llohy DNA v Siroké fad¢ systémd. S rostoucimi znalostmi o tom, jak jsou
DNA a geny koédovany, se stale zvySuje poptavka po jednoduchych a spolehlivych
metodach pro jejich analyzu [62].

DNA podstupuje tadu strukturalnich zmén jako je oxidace bazi DNA a cukerné
slozky nebo uvoliiovani bazi stejné¢ jako zlomy vlaken zplisobené reaktivnimi formami
kysliku, druhem reaktivniho dusiku nebo siry [63, 64],jinym druhem genotoxickych
latek [65].

Malé  molekuly  xenobiotickych  slouenin  jsou  zndmy  reverzibilni

interakcis dvoufetézcovou DNAprostiednictvim
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1) elektrostatické interakce s negativné nabitou cukr-fosfatovou kostrou,

2) interakce navazanim do zlabku DNA,

3) interkalace mezi naskladané pary bazi DNA [66-68].

Vrstvy nukleovych kyselin kombinované s elektrochemickymi pfevodniky pfinaseji
novy typ afinitniho biosenzoru schopného rychle rozeznat a sledovat DNA-vazajici
organické slouceniny [69].

Elektrochemické biosenzory se uspésné pouzivaji pro fadu pouziti véetné¢ sledovani
poskozeni DNA, studovani interakci DNA s genotoxickymi latkami (karcinogeny,
mutageny, toxiny, léCiva nebo drogy), také detekce specifickych mutaci v DNA
sekvencich [70].

Reaktivni formy kysliku se tvofi jak endogenné (béhem aerobni metabolismus,
pti patologickych podminkach) nebo exogenné (po vystaveni UV-zafeni, ionizaénimu
zateni, environmentalnim mutagenim nebo karcinogeniim). Za cely den se vyskytne
v bunice asi deset tisic milioni pfilezitosti k poskozeni DNA [65].Nahromadéni
oxida¢niho poSkozeni DNA je spojovano se starnutim a rlznymi nemocemi jako
rakovina a neurodegenerativni onemocnéni.

Zménéné chemické, fyzikalné-chemické a strukturalni vlastnosti poskozené DNA se
odréazeji v redoxnim chovani, které mize byt vyuzito v mnoha technikach pro detekci
poskozeni DNA [37]. Analytické metody musi rychle a citlivé detekovat jak poskozeni
DNA, tak 1 latky, které interaguji s DNA a zptsobuji poSkozeni. Interakce DNA
sriznymi typy latek byla studovana pomoci mnoha metod napi. gelovou
elektroforézou[71, 72], NMR, florescenci [73,74], UV-VIS spektroskopii a také
elektrochemii [75-80].

Elektrochemické DNA biosenzory nejsou vyuzivany jen k detekci, ale také
k vyvolani a ftizeni DNA poSkozeni na elektrodovém povrchu prostfednictvim
elektrochemického generovani poskozujicich latek (radikaly) [37].

Od roku 1960 byla zkoumana elektrochemie DNA na riznych elektrodovych
materidlech. Prace PaleCka se zaméfila na pouziti rtutovych elektrod, na kterych se
DNA snadno adsorbuje.Pouziti rtuti, i kdyz citlivé metody, je problematické z duvodu
toxicity. Z toho divodu byl hledan dalsi vhodny elektrodovy material. Uhlik je levny
a relativné chemicky nereaktivni, ¢ehoZ se vyuZzilo pro pouziti jednordzovych senzori.

Pro moderni elektrochemii je uhlik k dispozici v riznych formach (borem dopovana
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diamantova elektrody, pyrolyticky grafit, elektroda ze skelného uhliku). VSechny
predchozi materialy byly vyuzity pro elektrochemickou detekci DNA [82-84].

DNA biosenzory jsou propojend zatizeni bioreceptoru a chemického prevodniku,
které pouzivaji DNA jako biomolekuldrni rozpoznavaci prvek, pro méteni specifické
vazby DNA obvykle elektrickym, optickym nebo tepelnym pienosem signald [85].

Mezi elektrochemickymi ptevodniky uhlikové elektrody (elektrody ze skelného
uhliku, elektroda z pyrolytického grafitu, uhlikova pastova elektroda, uhlikova filmova
elektroda, tiSténa uhlikova elektroda, elektroda modifikovand uhlikovymi
nanotrubi¢kami) vykazuji nékolik unikatnich vlastnosti. Siroké potencialové okno
v kladnych hodnotach umoznuje citlivou elektrochemickou detekci oxidaéniho
poskozeni DNA sledovanim oxida¢nich pikit DNA bazi[86].

Nejjednodussi metodou imobilizace DNA na povrch elektrody je adsorpce. Hladky
povrch uhlikové elektrody je pfedupraven vlozenim pozitivniho potencialu po ur¢itou
dobu. Elektrochemicka aktivace uhlikového povrchu zvySuje jeho drsnost a hydrofilni
charakter [87, 88].Poté je elektrochemicka adsorpce provedena zroztoku DNA
za stalého michani a vloZzeného potencialu 0,5 Vpo urcitou dobu podle koncentrace
DNA. Vlozeny potencial zlepSuje stabilitu imobilizované DNA b&hem elektrostatické
pritazlivosti mezi pozitivné nabitym povrchem uhlikové elektrody a negativné nabitou
cukr-fosfatovou kostrou [37].

Povrch uhlikovych elektrod v biosenzorech se ¢asto modifikuje rtiznymi zpiisoby,
coz vede rychlejSimu elektrodovému déji nebo snadnéjSimu piistupu latky k povrchu
elektrody, ¢imz se zvysuje citlivost stanoveni.

Nanostrukturované¢ rozhrani mezi holou elektrodou a DNA tvofené riznymi
materidly jako zlaté nanocCastice a uhlikové nanomateridly (SWCNT, MWCNT,
uhlikové nanovlakna, grafen, nanodesticky oxidu grafenu) [90-99]piedstavuje jiny
pristup ke zlepSeni odezvy biosenzoru kvuli vlastni elektroaktivité, efektnimu

elektrodovému povrchu a dalsim [100, 101].
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1.4 Pouzité elektrochemické techniky
1.4.1 Cyklicka voltametrie (CV)

CV je pravdépodobné nejuniverzalnéjsi elektroanalytickou technikou pro studovani
elektroaktivnich latek. Je ¢asto prvni volbou pro elektrochemické vySettovani sloucenin,
biologického materialu na elektrodovém povrchu. Uéinnost voltametrickych vysledki je
v jejich schopnosti rychle pozorovat redoxni chovani v Sirokém rozsahu potencialii
[102]. Je malo pouzivana pro kvantitativni stanoveni, ale je S$iroce vyuzivana
pro studium redoxnich procesli, pro porozuméni vznikajicim meziproduktiim, pro
ziskani stability reakénich produkta.

U cyklické voltametrie je elektrodovy potencial linearné zavisly na ¢ase a nejcastéji
se vyuziva tiielektrodového zapojeni. Tato technika je zaloZena na vkladani a méfeni
potencialu mezi referentni a pracovni elektrodou, zatimco se sleduje velikost protékajici
ho proudu mezi pracovni a pomocnou elektrodou. Ziskana data se zaznamenavaji jako
zavislost elektrického proudu (l) na elektrickém potencialu (E).Proud roste, dokud
potencial nedosdhne redoxniho potencidlu analytu a poté klesd, protoze koncentrace
analytu je v okoli elektrody vycerpana.

Reverzibilni redoxni dé& je charakterizovan stejnym tvarem redukcéniho
(katodického) a oxida¢niho (anodického) piku a potencidlovy rozdil mezi piky
Vv dokonalém ptipadé¢ |Ea-Ex|] = 59/z, ale prakticky tato hodnota byva
pro jednoelektronovy redoxni systém 70-100 mV. Pomér idedlnich pikd proudu je
I/la=1. Vétsi potencidlovy rozdil a asymetrické piky znaci kvazireverzibilni nebo
ireverzibilni redoxni systém [103-105].

U DNA biosenzorai se CV vyuziva pro detekci zmény v potencidlovych
a proudovych signalech pifi rozpoznavani DNA, hodnoceni poskozeni DNA nebo
pti detekci hybridizace DNA. CV pfti poSkozeni DNA vyuziva bézn¢ pouzivany redoxni
indikator [Fe(CN)g]*™, ktery je zaporng nabity, stejné jako kostra DNA, coZ mezi nimi
zpusobuje elektrostatické repulze. Zména proudového signalu je Umérnd mnozstvi

naadsorbované DNA na elektrodé[106, 107].
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1.4.2 Elektrochemicka impedan¢ni spektroskopie (EIS)

EIS je v soucasné dobé jednou z nejjednodussich piimych experimentalnich technik,
kterd umoziuje efektivné a citlivé charakterizovat elektrodové povrchy, odrazi jejich
elektrické a strukturni vlastnosti. Metoda umoznuje zkoumdani kinetiky pienosu
elektronti a vodivosti elektroaktivni vrstvy na povrchu elektrody.

Zmény ve struktufe DNA ovliviiuji pfenos naboje a tim i jeho odporové vlastnosti.
Metoda se hlavné vyuziva pti studovani hybridizace DNA, imunotestech, afinitnich
vlastnostech latek a pfi studiu poskozeni DNA [108].

Vyhodou této techniky je poskytovani komplexnich informaci o elektrochemickém
chovani zkoumaného systému (kinetika nebo mechanismus elektrodového déje).

Na elektrodu je vkladano napéti a je méfena proudova odezva. MéEfi se odpor
systému podle Ohmova zikona, jelikoz je pouzito stfidavé napéti, odpor systému je
zavisly na frekvenci a nazyva se impedance. Impedance se vyjadiuje pomoci
komplexnich ¢isel a ma dvé slozky (redlnou a imaginarni), které jsou zavislé
na frekvenci [109].

Naméiena data se prezentuji jako zavislost Z" (imaginarni slozka impedance zavisla
na frekvenci) na Z' (realna slozka nezavisla na frekvenci). Graf této zavislosti se nazyva
Nyquistv graf a ma charakteristicky pualkruhovy tvar. Oblast vysokych frekvenci
pulkruhu naznacuje faradayicky transport elektronii a linedrni ¢ast ukazuje difuzi fizeny
proces iontt blizko elektrodového povrchu[110].

Existuji dva modely pro méteni EIS
1) nefaradayicky, bez pfitomnosti redoxniho indikatoru a
2) faradayicky, s pritomnosti redoxniho indikatoru ([Fe(CN)e]*™).

Mgéieni se provadi pii formalnim potencialu redoxniho paru[Fe(CN)g]*/[Fe(CN)s]*
ktery musi zajistit dosaZeni rovnovahy v systému.

Na pienos ndboje a na odporové vlastnosti maji vliv zmény ve struktufe DNA.
Ptitomnost DNA na elektrodé¢ se projevi zvétSenim pilkruhu, kvali elektrostatické

repulzi negativné nabitého [Fe(CN)6]3'/4'

a negativné nabité cukr-fosfatové kostie DNA.
Velka molekula DNA blokuje povrch elektrody a brani ptenosu iontt indikatoru
k elektrod¢, tim dochazi ke zvySovani odporu. Pii poskozeni DNA muze dojit

ke strukturalnim zménam (rozevieni dvousroubovice, vznik jednofetézcovych zlomu),
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které zpusobi odpaddavani DNA zelektrody a to se projevi poklesem pulkruhu
Nyquistova grafu [99,107, 111, 112].

1.4.3 Square wave voltametrie (SWV)

SWV je vykonna elektrochemicka technika vhodna pro analytickou aplikaci,
mechanické studovani elektrodovych procest S vysokou citlivosti, kterd je zptisobena
minimalizaci kapacitniho proudu, a elektrokinetickych méfeni. V soucasné dobé je
povazovana za jednu znejmoderngjSich voltametrickych technik, které sjednocuji
vyhody pulznich technik (zvySena citlivost), cyklické voltametrie (pohled
na elektrodovy mechanismus) a impedancnich technik (kinetickd informace o rychlosti
elektrodovych déji).

Metoda, pii které se na pracovni elektrodu vkladad potencial linedrné se meénici
s ¢asem. Tento potencidl se moduluje stiidavym napétim o malé amplitudé (kolem
10 mV a frekvenci okolo 100 Hz). Proudova odezva se méti pouze ke konci kazdého
vlozeného pravouhlého pulsu. SW voltamogram ma tvar piku [113-115].

SWV se casto pouziva pii zkoumani poskozeni DNA imobilizované na povrchu
elektrody, vyuziva se oxidac¢nich pikd guanosinu (lg) aadenosinu (la). Pokles odezvy
téchto pikti vypovida o degradaci DNA, kterda mtize byt zplsobena rozevienim
dvousroubovice DNA v disledku interkalace latky mezi vldkna DNA, coz ma

za nasledek vzniku jednoietézcovych zlomu [38].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Reagencie

Roztok DNA (Sigma-Aldrich, USA) o koncentraci 10 mg/ml byl pfipraven
rozpusténim 100 mg nizkomolekularni DNA z lososich spermii v 10 ml fosfatového
pufru o pH 6,8.

Uhlikové nanotrubicky (SWCNT, MWCNT, SWCNT-COOH, smés CNT)
0 koncentraci 5 mg/ml byly suspendovany v deionizované vodé a nasledné sonikovany
v ultrazvuku (PS 02000 Ultrasonic Compact Cleaner 1,25 I, PowerSonic, SR) po dobu
15 minut apfed kazdym pouzitim promichany pomoci tfepacky Vortex-Genie 2
(Scientific Industries, USA).

Fosfatovy pufr (PBS) o koncentraci 0,1 mol/l a pH 6,8 byl pfipraven rozpusténim
35,8 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu disodného (Gistota p.a., Lach-Ner, CR)
a 13,8 g monohydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného (&istota p.a., Lach-Ner, CR)
V deionizované vodé. Celkovy objem piipraveného roztoku byl 1,0 I.

Ekvimolarni smés hexakyanoZelezitanu draselného (istota p.a., Lach-Ner, CR)
a hyxakyanozeleznatanu draselné¢ho (Cistota p.a., Lach-Ner, CR)
o koncentracil-10° mol/I byl pfipraven v 500-mlodmérné baice rozpuiténim 0,1651 g
Ks[Fe(CN)e] a 0,2101 g K4[Fe(CN)s] ve fosfatovém pufru o pH 6,8.

Roztok hydrochinonu (p.a., Lachema, CR) o koncentraci 1-10° mol/l byl p¥ipraven
rozpusténim 0,011 g hydrochinonu v deionizované vod¢ (Milli-Q Plus, Millipore,
USA). Celkovy objem piipraveného roztoku byl 100 ml.

Dalsimi pouzitymi chemikéliemi byly: mikrokrystalicky grafit CR 2 (99,5 %, zrnitost
3,5-5,5 pum, Graphite Tyn, Tyn nad Vltavou, CR), obalovy pénovy polystyren,
1,2-dichlorethan (¢istota p.a., Merck, Némecko), methanol (Cistota p.a., Lach-
Ner,CR)vicesténné uhlikové nanotrubitky(Sigma-Aldrich,USA), jednosténné uhlikové
nanotrubicky(Sigma-Aldrich, USA), karboxylované jednosténné uhlikové nanotrubicky
(SWCNT-COOH), (Sigma-Aldrich, USA), smés fullerena, cylindrickych

a jednosténnych uhlikovych nanotrubicek (Alfa Aesar, Némecko).
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2.2 Aparatura

Cyklicka voltametrie (CV), elektrochemicka impedancni spektroskopie (EIS), square
wave voltametrie (SWV) a diferencni pulzni voltametrie (DPV) byly méfeny ptistrojem
Micro Autolab I11I/FRA 2 (Eco Chemie, Nizozemsko). Pro méfeni CV, SWV a DPV byl
pouzit software GPES (General Purpose Electrochemical System), verze 4.9,
a pro méteni EIS byl pouzit software FRA (Frequency Response Analysis), verze 4.9.
Micro Autolab III/FRA 2 byl fizen stolnim pocitacem s operacnim systémem Microsoft
Windows XP (Microsoft Corporation, USA). Vysledky byly zpracovany programem
Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA) a grafy byly vytvofeny
v programu Origin Pro verze 8.0 (OriginLab, USA). Vsechna méfeni probihala
Vv tiielektrodové zapojeni.

Pracovni elektrodou byla pevna platinova elektroda (typ6.1204.120, Metrohm,
Svycarsko) pokryta vrstvou uhlikového filmu, tim byla vytvotena velkoplo$na uhlikové
filmova elektroda (Is-CFE).Argentchloridova elektroda (typ RAE 113, 1 mol/l KCI,
Monokrystaly, CR) byla pouZita jako referentni elektroda a jako pomocna byla pouzita
platinova elektroda (typ PPE, Monokrystaly, CR).

Pro aktivaci elektrody a akumulaci DNA na povrch pracovni elektrody byla pouzita
sestava Eco-Tribo Polarograf (Polaro-Sensors, CR) se softwarem Polar Pro, verze 5.1.

Hydroxylové radikaly byly generovany galvanostaticky rozkladem vody na borem
dopované diamantové elektrodé¢ (BDDE) pii urcité proudové hustoté(j) pomoci piistroje

Micro Autolab III/FRA 2 za pouziti softwaru GPES.

2.3 Pracovnipostupy

2.3.1 Priprava velkoplo$Sné uhlikové elektrody modifikové uhlikovymi

nanotrubi¢kami

Jako pracovni elektroda byla pouzita pevna platinova elektroda, rozmér platinového
disku byl (2,0 £ 0,1) mm a pramér plastového téla vyrobeného z polyether ether ketonu
(PEEK)byl 7,0 mm (obr. 2.1). Povrch pracovni elektrody byl pokryt uhlikovym filmem
(Is-CFE) (obr. 2.2).
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Obr. 2.1
Podkladova pevna platinova elektroda, fotografii poskytuje vyrobce [116].

Uhlikovy inkoust byl vytvofen smichanim 0,09 g uhliku (mikrokrystalicky grafit
CR 2) a 0,01 g polystyrenu s 0,5 ml 1,2-dichlorethanu. Pfipraveny inkoust byl promichan
pomoci tiepacky Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, USA) po dobu 2 min, stejn€ jako
pied kazdym nanesenim filmu. Na povrch elektrody byla nanaSena vrstva inkoustu
0 objemul0 pl pomoci automatické pipety (Biohit, Finsko). Film se nechalzaschnout
piiblizné 2 min.Po vytékani rozpoustédla se na povrchu elektrody vytvotil kompaktni
film.

Modifikace elektrody byla provedena pokrytim povrchu Is-CFE. Jeji povrch byl
pied modifikaci elektrochemicky upraven. Po tpravé se na povrch pracovni elektrody
naneslasuspenze  uhlikovych  nanotrubicek(CNT, SWCNT, MWCNT)pomoci
automatické pipety a nechala se schnout asi 20 min. Poté bylo mozné velkoplo$nou
uhlikovou  filmovou elektrodu  modifikovanou uhlikovymi  nanotrubiC¢kami
(CNT/Is-CFE) pouzit k méfeni.

Po kazdém méfeni nebo pii mechanickém poskozeni byl uhlikovy film odstranén
setfenim o filtra¢ni papir, zbytky filmu byly odstranény methanolem a na elektrodu se

mohl nanést novy film.
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Obr. 2.2
Fotografie (A) Is-CFE a (B) povrchu podkladové elektrody pfed a po
naneseniuhlikového filmu; fotografovano pomoci Microscope Camera, Digitus, Taiwan.

2.3.2 Priprava DNA biosenzoru

Elektrochemicka aktivace 1s-CFE
Na elektrodu byl vlozen potencial 1,6 Vpo dobu 240 s(pro CV, EIS) a 1,5V po dobu
180s (pro SWV) vPBS za stalého michani, z davodu odstranéni zoxidovanych

a naadsorbovanych latek z povrchu uhlikového filmu.

Modifikace uhlikovymi nanotrubi¢kami

Po elektrochemické aktivaci bylo na uhlikovy povrch naneseno 5 ulCNT pomoci

automatické pipety a nechano uschnout.

Akumulace DNA na povrch CNT/Is-CFE

Ptiprava DNA biosenzoru byla realizovana akumulaci DNA z roztoku ptipraveného
rozpusténim 100 mg DNA v 10 ml PBSna povrch CNT/Is-CFE. Roztokem bylo béhem
akumulace michanoa pfi tom byl na elektrodu vkladan potencial 0,5 V po dobu
1 min.Timto zpGsobem byla ptipravena velkoplosna uhlikova filmova elektroda

modifikovana uhlikovymi nanotrubi¢kami a DNA (DNA/CNT/Is-CFE).
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2.3.3 Generovani hydroxylovych radikalua

Borem dopovand diamantova elektroda (BDDE) pro generovani hydroxylovych
radikdlt byla pfipravena chemickou depozici par za pouziti smési plynt
CHa4/H2/B2Hg obsahujicich 1 % uhliku s 10 ppm B;Hg pfidaného pro dopovani borem.
Tlak v systému byl 18,67 kPa a teplota kifemikového nosic¢e byla 800 °C. Primér BDD
byl 6 mm.

OH radikaly byly generovany galvanostaticky v 10 ml v 0,1 mol/l PBS (pH=6,8)
na BDDE pri proudové hustotgj = 10, 30 a 50 mA/cm? po dobu 1, 3, 5,10, 20 a 30 min
za stalého michani. Aktivovana DNA/Is-CFE byla ponofena pfi generovani radikali
do roztoku PBSpo urceny cas,vzdalenost mezi elektrodou a BDDE byla 5 mm. Poté
byla DNA/Is-CFE vyjmuta, oplachnuta deionizovanou vodou a byla provedena méfeni
podle podminek uvedenych v 2.3.4.

Na obr. 2.3 je znazornéno schéma uspoiadani BDDE pouzité pti generovani radikala

v této diplomové praci.
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Obr. 2.3

Detailni schéma sklenéné naddobky s ptichycenou BDD elektrodou, 1) sklenéna nadoba,
2) vitonové tésnéni, 3) BDD, 4) médény plisek, 5) izola¢ni podlozka, 6) svorka [117].
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2.3.4 Elektrochemicka méreni

Cyklicka voltametrie (CV)

CV byla meena v10 ml ekvimolarni smésic = 1:10° mol/)
Ks[Fe(CN)gs]/Ka[Fe(CN)g] pii laboratorni teploté. Rychlost polarizace byla 50 mV/s
s potencidlovym krokem 5 mV a potencidlovym rozsahem od 500 mV do -100 mV.
Zaznamenany byly tfi skeny a vyhodnocovan byl vzdy az tfeti sken, ktery pfepisoval

voltamogram skenu druhého. Ziskané vysledky prezentovaly ustaleny stav.

Elektrochemicka impedanéni spektroskopie (EIS)

EIS byla mé&ena v10 ml ekvimolarni smési (¢ = 1-10° moll)
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] pii laboratorni teplot¢ a pfi potencialu 225 mV
odpovidajicimu formalnimu redoxnimu potencialu tohoto indikatoru. Rozsah pouzitych
frekvenci byl 0,1 az 5000 Hz (méteno 51 boda), potencidlova amplituda byla 10
mV.Byl hodnocen nartst nebo pokles odporu prenosu naboje (Rct), vyhodnoceni bylo
provadéno pomoci funkce Fit a data byla korigovana na geometrickou plochu pracovni

elektrody 38,5 mm>.

Square wave voltametrie (SWV)

SWV byla méfena v10 ml 0,1 mol/l PBS (pH=6,8), pifi laboratorni teploté
s nasledujicimi parametry: potencialovy rozsah od 0 V do 1,7 V, frekvence 200 Hz,
potencidlovy krok 0,015 V, amplituda potencidlu 0,05V. Ziskany voltamogram

bylupravenna zakladni linii.

Diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV)

DPV byla namé&fena v10 ml roztoku hydrochinonu (c= 1-10" mol/l) v PBS
pfi potencidlovém rozsahu od 0,7 Vdo -0,25 V spotencialovym krokem 3 mV,

modulacni amplitudou 50 mV a modulac¢nim ¢asem 100 ms.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Priprava a charakterizace elektrochemického DNA

biosenzoru modifikovaného uhlikovymi nanotrubic¢kami

Z dtvodu zlepseni elektrochemickych vlastnosti prevodniku a zvySeni mnozstvi
naadsorbované DNAbyI povrch pracovni elektrody 1s-CFE modifikovan vicesténnymi
uhlikovymi nanotrubickami (MWCNT). Povrch elektrody byl zkoumdn cyklickou
voltametrii (CV), elektrochemickou impedanc¢ni spektroskopii (EIS) s pomoci redoxniho
indikatoru Fe"/Fe"'(c = 1-10mol/l)v PBS (c = 0,1 mol/l, pH 6,8) a squarewave voltametrii
bez pouziti redoxniho indikatoru. MWCNT byly na Is-CFE nanaseny o koncentraci
5 mg/ml a naneseny objem byl 5u1 (MWCNT/Is-CFE).

Na obr. 3.1 jsou pfedstaveny cyklické voltamogramy redoxniho indikatoru
Fe'/Fe"'pro MWCNT/Is-CFE aDNA/MWCNT/Is-CFE a na obr. 3.2 jsou cyklické
voltamogramy pro nemodifikovou Is-CFE a DNA/Is-CFE.Potencialovy rozsah byl
nastaven od 500 mV do -100 mV. Pro hodnoceni jednotlivych signali CV byl pouzit
potencidlovy rozdil mezi piky apomér pikli proudu.Vyhodnoceni voltamogramii je
uvedeno v tabulce 3.1.

Pii porovnani MWCNT/Is-CFE a Is-CFE bylo zaznamenano zmenSeni rozdilu
hodnot potenciali (AEp) z 130 mV pro nemodifikovanou Is-CFE na 73 mV
pro MWCNT/Is-CFE. Jednalo se o pokles o 57 mV, ktery indikoval zlepSeni
reverzibility systému [Fe(CN)e]*™.

Soucasné byla zména v maximalnich proudech pikli, kdy dochdzelo k naristu
katodického signalu [Fe(CN)g]*™ 251,92 pA pro nemodifikovanou Is-CFE
na 66,80 pA pro MWCNT/Is-CFE a u anodického signalu byl narist z 54,27 pA
pro Is-CFE na 69,21 uA pro MWCNT, coz znadilo zlepSeni vodivosti povrchu
MWCNT/Is-CFE.

314 na elektrodach

Dulezité bylo také vyhodnoceni signalti indikatoru [Fe(CN)g]
pted a po modifikaci DNA. Rozdil mezi maximem vysky piku proudu u aktivované
elektrody a maximem vySky piku proudu u elektrody s akumulovanou DNA, tedy
mnozstvi naakumulované DNA, je dualezit¢ pii méfeni poskozeni DNA, protoze

potfebujeme, co nejvetsi okno pro detekci poskozeni DNA. V piipadé holé elektrody
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Is-CFE byl rozdil AE, 66 mV arozdil proudi pro anodicky pik byl 15,21 pA,
pro katodicky pik byl 16,23 pA. Po modifikaci elektrody vicesténnymi uhlikovymi
nanotrubickami a nasledn¢ DNA byl rozdil AE, = 9 mV a rozdil anodickych pikt
6,82 nA a katodickych pikt 10,42 pA, tedy lepsi reverzibilita systému, ale mensi
proudové detekéni okno pro hodnoceni poskozeni DNA nez u nemodifikované

elektrody uhlikovymi nanotrubickami.
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Obr. 3.1

Cyklické voltamogramy redoxniho indikatoru Fe'/Fe"'(c = 1-10°mol/l) v PBS méfené
na MWCNT/Is-CFE (modra kiivka) a na DNA/MWCNT/Is-CFE (Cervena kiivka).
Meéieno pii potencialovém rozsahu od 500 do -100 mV. Zobrazen vzdy tieti sken.
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Obr. 3.2

Cyklické voltamogramy redoxniho indikatoru Fe'/Fe"'(c = 1-10°mol/l) v PBS méfené
na elektrochemicky aktivované Is-CFE (Cerna kiivka) a na DNA/IS-CFE (Cervena
kiivka). Méfeno pii potencidlovém rozsahu od 500 do -100 mV. Zobrazen vzdy tieti
sken.

$3gé)3dioceni elektrochemickych vlastnosti pro rtizné typy elektrod.

Typ elektrody M\éVFCE'\I Tlls DNISA_/ ('\:AFVEICNT/ Is-CFE IISD(N:';‘(E
Ik [nA] 66,80 56,38 51,92 35,69

|a [nA] 69,21 62,39 54,27 39,06

Ik/la 0,97 0,90 0,96 0,91

Ex [mV] 205 199 154 121

Ea [MmV] 278 281 284 317

Ea-Ex [MmV] 73 82 130 196
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Povrch elektrod byl dale charakterizovan pomoci elektrochemické impedanéni
spektroskopie(E1S) s indikatorem [Fe(CN)g]*™ Byl sledovan odpor pienosu naboje Rer.

Na obr. 3.3 jsou zobrazeny Nyquistovy grafy pro MWCNT/Is-CFE
a DNA/MWCNT/Is-CFE méfené pii frekvenciO,1 az 5000 Hz. Tvar ziskanych
Nyqistovych grafii neodpovida pulkruhovému tvaru, a proto nebyly odecteny hodnoty
Rcr. Obr 3.4 ukazuje Nyquistovy grafy, které byly zméfeny od nizsi frekvence (0,01 az
5000 Hz), tato proméfena frekvence nepiinesla lepsi vysledky. Na grafech lze vidét, ze
MWCNT/Is-CFE ma povrch vylepSeny uhlikovymi nanotrubickami natolik, ze
naakumulovana vrstva DNA jiz pomoci EIS nelze rozlisit. Pro srovnani na obr. 3.5 jsou
zobrazenyimpedanéni spektraméfena na Is-CFE a DNA/Is-CFE.Detekce poskozeni
DNA s pracovni elektrodou MWCNT/Is-CFE pomoci techniky EIS tedy neni mozna.
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Obr. 3.3

Nyquistovy grafy redoxniho indikatoru Fe'/Fe'(c= 1-10°mol/l) vPBS mdfené
na MWCNT/Is-CFE (modra kiivka) a na DNA/MWCNT/Is-CFE (Cervena kiivka).
Frekvence 0,1 az 5000 Hz, amplituda 10 mV.
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Obr. 3.4

Nyquistovy grafy redoxniho indikatoru Fe'/Fe"'(c= 1-10°mol/l) vPBS meiené
na MWCNT/Is-CFE (modra kiivka) a na DNA/MWCNT/Is-CFE (Cervena kiivka).
Frekvence 0,01 az 5000 Hz, amplituda 10 mV.
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Obr. 3.5

Nyquistovy grafy redoxniho indikatoru Fe'/Fe"'(c= 1-10°mol/l) v PBS meiené
na aktivované Is-CFE (Cerna kiivka) a na DNA/Is-CFE (Cervena kiivka). Frekvence
0,1 az 5000 Hz, amplituda 10 mV.
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Pro ovéfeni, zda je na DNA/MWCNT/Is-CFE naakumulovana vrstva DNA a jestli je
tato pracovni elektroda vhodna pro detekci poSkozeni DNA, byla vyuzita metoda
squarewave voltametrie. M¢teni probihalo v 10 ml 0,1 mol/l PBS (pH=6,8) pii
potencialovém rozsahu od 0 do 1,7 V.

Na obr. 3.6 jsou pfedstaveny squarewave voltamogramy pro MWCNT/Is-CFE
a DNA/MWCNT/Is-CFE a na obr. 3.7 jsou voltamogramy pro nemodifikovou elektrodu
uhlikovymi nanotrubickami Is-CFE a DNA/Is-CFE.

Pii porovnani MWCNT/Is-CFE a Is-CFE, MWCNT mély vyssi signal pozadi
v méfeném potencialovém rozsahu. VySka guanosinového piku (38,4 pA) méfena
na DNA/MWCNT/Is-CFEbyla nizsi nez 46,9 nA méfena na Is-CFE. Pro adenosinovy
pik tomu bylo naopak, hodnota 19,6 pnA na DNA/MWCNT/Is-CFEbyla vyssi nez
10,6 pA naméiené na 1s-CFE. Na DNA/MWCNT/Is-CFE doslo i k posunu signalt
smérem k vy$Sim potencialim a tvary pikii nebyly symetrické. Vhodnéjsi pracovni

elektrodou pro méteni SWV se jevila nemodifikovana 1s-CFE.

Obr. 3.6

Square wave voltamogramy méfené v PBS na MWCNT/Is-CFE (modra kiivka)
a na DNA/MWCNT/Is-CFE (Eervena kiivka) pfi potencialovém rozsahu od 0 do 1,7 V.
Voltamogramy jsou korigovany na zakladni linii.
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Obr. 3.7

Square wave voltamogramy métené v PBS na Is-CFE (Cerna kiivka) a na DNA/Is-CFE
(Cervena kiivka) pfiipotencidlovém rozsahu od 0 do 1,7 V. Voltamogramy jsou
korigovany na zakladni linii.

Pro modifikaci Is-CFE byly vyzkouSeny i jiné druhy uhlikovych nanotrubicek:
jednosténné uhlikové nanotrubicky (SWCNT), karboxylované jednosténné uhlikové
nanotrubicky (SWCNT-COOH) a smés uhlikovych nanotrubic¢ek (fullereny, cylindrické
a jednosténné uhlikové nanotrubicky). Byly testovany rtizné zpiisoby nandseni
(ponoteni, nakapnuti) i1 koncentrace uhlikovych nanotrubi¢ek. Nejlepsi vysledky
modifikace povrchu Is-CFE piinesly MWCNT, vysledky méfeni byly popsany vyse.
Pro detekci poskozeni DNA oxida¢nim stresem byla zvolena jako pracovni elektroda
Is-CFE.

Uhlikové nanotrubicky se ukézaly jako nevhodny material pro nas typ biosenzoru,
ale je mozné je vyuzit v analytické chemii pro stanovovani elektroaktivnich latek. Jako
ptiklad vyuziti MWCNT/Is-CFE byla zméfena CV (obr. 3.8) a diferenéni pulzni
voltametrie (DPV), (obr. 3.9) hydrochinonu (c= 1:10*mol/l) vPBS na pracovni
elektrod¢ MWCNT/Is-CFE a Is-CFE.

DPV byla naméfena v potencidlovém rozsahu od 0,7 V do -0,25 V s potencidlovym

krokem 3 mV, modula¢ni amplitudou 50 mV a modula¢nim ¢asem 100 ms.
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Po vyhodnoceni signali CV byly vySky pikit hydrochinonu méfené
na MWCNT/Is-CFE pétkrat vyssi, nez vySky piki naméfené na Is-CFE. Vyska
anodického (57 pA) a katodické piku (58 pA) méfené na MWCNT/Is-CFE a la
(11,4 pA), Ik (10,8 pA) na Is-CFE.

Po modifikovani Is-CFE MWCNT doslo pii méfeni metodou DPV k zesileni signalu
hydrochinonu osmkrat (-279 pA) oproti pouzité 1s-CFE (-35,5uA).
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Obr. 3.8

Cyklické voltamogramyroztoku hydrochinonu(c = 1-10“mol/l) v PBS mé&fené na Is-CFE
(Cernd kiivka) a na MWCNT/Is-CFE (Cervena kiivka). Méfeno pfi potencialovém
rozsahu od 500 do -100 mV. Zobrazen vzdy tieti sken.
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Obr. 3.9

DP voltamogramy roztoku hydrochinonu(c = 1:10*mol/l) v PBS méfené na Is-CFE
(¢erna kiivka) a na MWCNT/Is-CFE (Cervend kiivka). Méfeno pii potencidlovém
rozsahu od 700 do -250 mV.

3.20xidace hydrochinonu hydroxylovymi radikaly

Generovani hydroxylovych radikali na BDDE galvanostatickou elektrolyzou vody
bylo vyzkouSeno na oxidaci hydrochinonu. Hlavnim produktem oxidace hydrochinonu
je 1,4-benzochinon, ktery se dale oxiduje na kyselinu maleinovou, kyselinu $tavelovou
a kone¢nym produktem je CO, [118].

OH radikaly byly generovany galvanostaticky v 10 ml roztoku hydrochinonu
(c=1-10" molll) v 0,1 mol/l PBS (pH=6,8) na BDDE piiproudové hustotd
j =10 a 50 mA/cm? po dobu 10, 20 a 30 min. P¥ed prvnim voltametrickym méfenim byl
roztok hydrochinonu ve voltametrické nddobce probubldvan dusikem po dobu 5 min
a pred kazdym opakovanym méfenim byl znovu probublavan alespoit po dobu 30 s.
Oxidace hydrochinonu byla méfena metodou CV a DPV s pracovni elektrodou Is-CFE.

CV byla zméfena v10 ml roztoku hydrochinonu (¢ = 1:10* mol/l) vPBS
(c = 0,1mol/l, pH=6,8) pfi potencialovém rozsahu od 500 mV do -100 mV.

Diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV)patfi mezi popularni techniky, ktera ma

schopnost eliminovat nabijeci proud a tim snizit limity detekce analyti oproti béznym
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voltametrickym a polarografickym technikdm. V této praci byla pouzita pro meéteni
oxidace hydrochinonu OH radikaly pomoci Is-CFE. M¢teni bylo provedeno v 10 ml
roztoku hydrochinonu (¢ = 1-:10* molll) vPBS (c = 0,1 molll, pH=6,8)
pfi potencialovém rozsahu od 0,7 VV do -0,25 V.

Zavislost |y ema Casu generovani OH radikdld byla méfena v roztoku
hydrochinonu(c = 1-10* mol/) pomoci CV (obr. 3.10) a DPV (obr. 3.11). Ziskané
hodnoty byly porovnany s hodnotami naméfenymi v roztoku hydrochinonu v ¢ase t = 0
min na Is-CFE, pticemz tyto hodnoty byly brany jako 100 %.

Na obr. 3.10 a 3.11 je z klesajicich kiivek vidét, Ze s rostoucim Casem dochazi
k oxidaci vétstho mnozstvi hydrochinonu. U cyklickych voltamogrami pii proudové
hustoté 10 mA/cm? doslo po 30 min k poklesu anodického i katodického piku o 13%,
p¥i proudové hustoté 50 mA/cm?byl Iana 96 % a Ixna 88 %. Na DP voltamogramech Ize
také vidét, Ze vice OH radikald bylo produkovano pii proudové hustoté 10 mA/cm?, kdy
doslo po 30 min k poklesu I, 0 19% a uj=50 mA/cm? 0 16%. U vys§i proudové hustoty
50 mA/cm? je rychlost oxidace niz$i nez u proudové hustoty 10 mA/cm?, v disledku
zvySeni vedlejSich reakci (vyvoj kysliku) nebo rozkladem elektrolytu, coz se projevuje

na cyklickych voltamogramech vét§im rozdilem mezi anodickym a katodickym pikem
[119].
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Obr. 3.10

Zavislost |, groztoku hydrochinonu(c = 1-10*mol/l) v PBS na ¢asu generovani OH
radikal, m&feno na Is-CFE technikou CV. Cervené k¥ivky j=10 mA/cm?, Gerné k¥ivky
j=50 mA/cm?, &tverec - anodicky pik, kruh- katodicky pik.
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Obr. 3.11

Zavislost |y, raroztoku hydrochinonu(c = 1-10'4r[10I/I) v PBS na¢asu generovani OH
radikalt, méfeno na Is-CFE technikou DPV. Cervend kiivka -j=10 mA/cm?, &erna
k¥ivka -j=50 mA/cm?.
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3.3Hodnoceni poSkozeni DNA zpiisobeného oxida¢nim

stresem

Pro wvySetfeni poskozeni DNA oxida¢nim stresem, ktery byl zplsoben
hydroxylovymi radikdly (*OH) generovanymi galvanostaticky z borem dopované
diamantové elektrody v roztoku PBS, byly pouzity technikyCV, EIS a SWV.

Zékladni  méfeni byla  provedena  vroztoku redoxniho  indikatoru
Fe''/Fe"'(c = 1-10° mol/l) v 0,1 mol/l PBS (CV, EIS) a v roztoku 0,1 mol/l PBS (SWV).
Biosenzor byl nasledné pienesen do roztoku 0,1 mol/l PBS, kde po dobu 1, 3, 5, 10,20
a 30 min byly generovany hydroxylové radikdlyz BDDE. Po dokonc¢eni poskozovani
vrstvy DNA byl biosenzor prenesen do roztoku[Fe(CN)s]*™", kde byly ziskany zaznamy
CV, EIS a doroztoku PBS, kde byl ziskdn zdznam z SWV. Pro hodnoceni signali byly
pouzity hodnoty, pro CV vyska anodického |4 a katodického proudu Ik, pro EIS odpor

povrchu Rer redoxniho indikatoru [Fe(CN)e]*™*

a pro SWV signal guanosinul,g.
K méfeni byly pouzity pracovni elektrody 1s-CFE a DNA/Is-CFE.

Na obr. 3.12 byla zjistovana vhodnaproudova hustotapro poskozovani DNA. Byly
naméteny cyklické voltamogramy na DNA/Is-CFE, kdy hydroxylové radikaly byly
produkovany pii proudové hustot¢ 10, 30 a 50 mA/cmZpro Casy 1, 3, 5, al0
min.P¥i proudové hustoté 10 mA/cm?® doslo po 10 min k poklesu Ik 0 5 % oproti vyice
katodického piku nepoSkozené DNA a la pokles 013 %, zvySeni proudové hustoty
na 30 mA/cm? vedlo k dal§imu poklesu Ik na 84 % a lana 82 %. Nejvétsi snizeni Ik
(83%) ala (62%) bylo pii proudové hustoté 50 mA/cm? kterd byla zvolena jako

nejvhodnéjsipro generovani OH radikald, které vedou k poSkozeni DNA.
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gatizrlsl?;:tz relativni odezvy biosenzoru (vyhodnoceno ze zmény lk, la) na casu
generovani OH radikal pfi riznych proudovych hustotdch. Mé&feno na DNA/Is-CFE
technikou CV. Cerné kiivky -k, Servené kiivky -la, &tverec -j=10 mA/cm?, kruh-j=30
mA/cm?, trojuhelnik -j=50 mA/cm?.

Pti zvolené proudové hustoté 50 mA/cm? byly naméteny cyklické voltamogramy
(obr. 3.13), Nyquistovy grafy (obr. 3.14) a SWvoltamogramy (obr. 3.15), které
poskytuji zhodnoceni miry poskozeni DNA pro DNA/Is-CFE biosenzor.

Obr. 3.13 pfedstavuje cyklické voltamogramy poskozeni DNA v zavislosti na ¢asu
inkubace biosenzoru Vv roztoku PBS pii galvanostatickém generovani OH
radikali.Signaly Ik a la pfi dobé poskozovani 1, 3, 5, 10, 20 a 30 min mély rostouci
tendenci vzhledem Kk signalu neposkozené DNA naakumulované na Is-CFE. Mira
poskozeni DNA byla zavisla na dobé generovani OH radikala, které zptisobuji oxida¢ni
stres.

Obr. 3.14 zobrazuje Nyquistovy grafy, u kterych doslo k viditelnému sniZovani
hodnot Rcr srostoucim ¢asem poSkozovani DNA OH radikaly. Doslo k rozevieni

dvousroubovice DNA a nasledné¢ ke vzniku jednofetézcovych zlomim, které

odpadavaly z DNA/Is-CFE, coz vedlo ke snizovani signalu Rer.
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Obr. 3.13

Cyklické voltamogramy redoxniho indikatoru Fe'/Fe"'(c = 1-10°mol/l) v PBS méfené
na elektrochemicky aktivované Is-CFE (Cerna kiivka) a na DNA/Is-CFE (zelena kiivka).
Proudova hustota pouzita pifi generovani OH radikald na BDDEbyla 50 mA/cm?.
Meéieno pti potencialovém rozsahu od 500 do -100 mV. Zobrazen vzdy tieti sken.
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Obr. 3.14

Nyquistovy grafy redoxniho indikatoru Fe'/Fe"'(c= 1-10°mol/l) v PBS meiené
na elektrochemickyaktivované Is-CFE (Cerna kiivka) a na DNA/Is-CFE (zelena kiivka).
Frekvence 0,1 az 5000 Hz, amplituda 10 mV. Proudova hustota pouZita pii generovani
OH radikali na BDDE byla 50 mA/cm?.
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Na obr. 3.15 jsou namefené SW voltamogramy oxida¢niho poskozeni DNA.
Na nam&fenych kiivkach lze vidét, Ze pii proudové hustoté 50 mA/cm? doslo Kk velice
rychlému poskozeni DNA. V 10. min poskozovani jiz neslo vyhodnotit I,g, protoze
doslo ke vzniku dalsich oxida¢nich produkti, pravdépodobné
8-0x0-7,8-dihydroguanosinu a 8-oxo-7,8-dihydroadenosinu. SW voltamogramy byly
proto znovu zméfeny i pii mensi proudové hustotd (10 mA/cm?). Na obr. 3.16 doslo
ke zpomaleni oxidace DNA abylo mozno pozorovat postupné klesani l,g, teprve

ve 30. min doslo ke vzniku dalsich oxida¢nich produkta.
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Obr. 3.15

SW voltamogramy méfené v PBS na DNA/Is-CFE (zelena kiivka) pfi potencidlovém
rozsahu od 0 do 1,7 V. Proudova hustota pouzita pii generovani OH radikali na BDDE
byla 50 mA/cm?. Voltamogramy jsou korigovany na zékladni linii.
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Obr. 3.16

SW voltamogramy méfené v PBS na DNA/IS-CFE (zelena kiivka) pfi potencialovém
rozsahu od 0 do 1,7 V. Proudova hustota pouzita pii generovani OH radikali na BDDE
byla 10 mA/cm?. Voltamogramy jsou korigovany na zakladni linii.

Na obr. 3.17 jsou zjednoduSenékiivky zobrazujici prub&h miry poskozeni DNA
oxida¢nimstresem na DNA/Is-CFE(obr 3.13) pomoci Ik, lanaméfené CV. Ziskané
hodnoty byly porovnany s hodnotami naméfenymi na biosenzoru s neposkozenou DNA
v ¢ase 0 min, tyto hodnoty byly brany jako 100%. U kiivek lze pozorovat, ze s rostoucim
Casem pokleslylki Ia, po 10 min doslo k poklesu katodického piku o 54 % a anodického
piku o 47 %. Po dalSich 10 min byl Ik na 29 % a la na 53 % neposkozené DNA.
Ve 30. min uz dochazelo k mensimu poklesu 1«(23%) a 1a(52%) oproti vysce pikt ve 20.
min.

Relativni odezva DNA biosenzoru ziskana pomoci Rcr z méfeni EIS je zobrazena
na obr. 3.18. Po 30 min inkubace DNA/Is-CFE v PBS pii generovani hydroxylovych

radikaltzistalo zachovano 32 % neposkozené DNA.
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Obr. 3.17

Zavislost relativni odezvy biosenzoru (vyhodnoceno ze
generovani OH radikalii pfi proudové hustoté 50mA/cm?.
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Obr. 3.18
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Zavislost relativni odezvy biosenzoru (vyhodnoceno Rcrt) nacasu generovaniOH
radikaléipti proudové hustoté 50mA/cm?. Mé&feno na DNA/Is-CFE technikou EIS.
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Dalsi zpracovany zaznam poskozeni DNA méfeny technikou SWV na DNA/Is-CFE
je uveden na obr 3.19. Graf obsahuje procentudlni vyhodnoceni poklesu
lp,cpro poskozeni DNA porovnané se signaly nepoSkozené vrstvy DNA biosenzoru.
Z poklesu kiivek u proudové hustoty 50 i 10 mA/cm® lze vidst, Ze¢ po 3. min
poskozovani DNA OH radikadly doslo k mirngjsimu poklesul,c oproti dalSim
namétenym hodnotdm. Z pribéhu naméfenych dat mizeme usuzovat, ze doslo nejdiive
k oxidaci bazi, které jsou ptistupné OH radikalim v 1. min, a poté ve 3. min se
rozvinula dvousroubovice DNA, coz zpfistupnilo pro elektrochemickou oxidaci nové
mnozstvi dfive elektrochemicky intaktnich bazi. Hydroxylové radikdly mohly snadnéji
oxidovat dostupnéj$i baze, a tim doslo Vv dalsich minutachk vétsi mife poskozeni
a k prudsimu poklesu l,c. Tohoto jevu si lze vS§imnout i na obr. 3.17 a 3.18, kde
ve 3. min také doslo ke zmirnéni poklesu kiivek, ale neni to tak viditelné jako
pii naméfeni dattechnikou SWV.

V ¢ase 10 min pii proudové hustoté 10 mA/cmpokIeSIIp,G 0 90 % oproti hodnoté
lp,cbez poskozeni DNA. Pfi dalsim poskozovani DNA Kklesl signal guanosinu téméf

na nulu, u proudové hustoty 50 mA/cm? byla oxidace bazi DNA jest& rychlejsi.
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Obr. 3.19

Zavislost relativni odezvy biosenzoru(vyhodnoceno Ipc)na ¢asu generovani OH
radikalipti proudové hustoté 50mA/cm® (Servena kiivka) apii 10 mA/cm® (Serna
ktivka). Méteno na DNA/Is-CFE technikou SWV.
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Ptehled vyhodnocenych signalii z méteni poskozeni DNA, po ptiisobeni OH radikalt
na DNAV/IS-CFE,pomoci riznych elektrochemickych technik je uveden v tabulce
3.2.Proudové hustota pro generovani hydroxylovych radikali byla 50 mA/cm? pro
metody CV, EIS a SWV, pro kterou bylo zméfeno i poskozeni pii proudové hustoté 10
mA/cm?.

Porovnanim hodnot ze tfi rGznych elektrochemickych technik byl ziskan obraz
0 postupném poskozovani vrstvy DNAvlivem plsobeni hydroxylovych radikald, které

zpusobuji oxidacni stres.

$?1?163dr210ceni poskozeni DNA zpisobeného oxida¢nim stresem.
Cas Podil neposkozené DNA, %
poskozeni, min Alg Ala ARct Alyg Alyc*
0 100 100 100 100 100
1 86 91 78 49 52
3 75 80 65 44 51
5 58 72 52 17 14
10 46 63 43 0 10
20 29 53 37 0 4
30 23 52 32 0 2

* proudova hustota 10 mA/cm?
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4 Zavér

V piedlozené diplomové praci byla provedena optimalizace ptipravy a charakterizace
elektrochemického DNA biosenzoru modifikovaného uhlikovymi nanotrubickami.

Biosenzor byl zalozen na velkoplo$né uhlikové filmové elektrod¢ (Is-CFE), ktera
byla modifikovana  vicesténnymi  uhlikovymi  nanotrubickami  (MWCNT),
a nizkomolekularni DNA z lososich spermii imobilizované na povrch elektrody
akumulaci za konstantniho potencidlu. Uhlikovy film byl slozen ze smési 0,09 g
mikrokrystalického grafitu CR 2a 0,01 g polystyrenu v 0,5 ml 1,2-dichlorethanu.
Modifikace MWCNT probéhla nanesenim 5 pul smési o koncentraci 5 mg/ml na Is-CFE.
Velkoplosnd  uhlikovd  elektroda  modifikovand  vicesténnymi  uhlikovymi
nanotrubickami (MWCNT/Is-CFE) byla pouzZita pro pfipravu zminéného DNA
biosenzoru  (DNA/MWCNT/Is-CFE).  Pomoci  cyklické  voltametric  (CV),
elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS) a square wave voltametrie (SWV)
byla testovana vhodnost modifikace elektrody uhlikovymi nanotrubickami. Uhlikové
nanotrubicky se ukézaly jako nevhodny materidl pro nas typ biosenzoru, ale uplatnéni
MWCNT/Is-CFE je mozné v analytické chemii pro stanovovani elektroaktivnich latek.

Oxidac¢ni posSkozeni DNA zptsobuji reaktivni radikaly kysliku, které mohou zptsobit
zmény ve strukture DNA, coZ zpiisobuje fadu onemocnéni. Pro detekci poskozeni DNA
oxidacnim stresem(vytvofen pomoci galvanostaticky generovanych hydroxylovych
radikali na borem dopované diamantové elektrod¢€) byl pouzit nemodifikovany DNA
biosenzor (DNA/Is-CFE). Velikost poskozeni byla méfena pomoci CV a EIS s pouzitim
redoxniho indikatoru Fe'/Fe''v PBS a bez redoxniho indikatoru pomoci SWV.Ziskané
vysledky potvrdily, Ze interakce DNA s hydroxylovymi radikaly zptsobuje poSkozeni
DNA. Dochazi k oxidaci bazi DNA, vznikaji jednotetézcové zlomy, které odpadavaji
z povrchu elektrody.

V praci predstaveny DNA biosenzor tedy piedstavuje levny a jednoduchy zpisob,

jak detekovat poSkozeni DNA oxida¢nim stresem zptisobenym hydroxylovymi radikaly.
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