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Abstrakt

Predkladand bakalarskd prace je zaméfena na vyvoj a vyuziti jednoduchého
alevného elektrochemického DNA biosenzoru pro detekci poskozeni DNA
zpusobeného chemickymi karcinogeny. K jeho pfipravé byla pouzita velkoplo$na
uhlikova filmova elektroda (Is-CFE), jejiz hlavni vyhody jsou rychla pfiprava,
jednoduchd mechanicka obnova elektrodového povrchu, dobrd reprodukovatelnost
meéteni, absence problémil spojenych s ,historii elektrody” a jednoduchd chemicka
modifikace.

Prvni ¢ast prace je vénovana vyzkumu slozeni suspenze uhlikového inkoustu, které
bylo optimalizovano a testovano pomoci redoxniho systému [Fe(CN)s]*"” uzitim
cyklické voltametrie (CV), déale pak optimalizaci ptipravy DNA biosenzoru
(DNA/Is-CFE) a jeho charakterizaci, ktera byla provedena za pouziti dvou
elektrochemickych technik — CV a elektrochemické impedanc¢ni spektroskopie (EIS).

Druhd ¢ast prace se zabyva aplikaci nove pfipraveného DNA biosenzoru pii detekci
poskozeni DNA modelovymi chemickymi karcinogeny. Pfima interakce DNA s fluorenem
a 2-aminofluorenem (2-AF) byla zkoumana za pouziti CV aEIS na DNA/Is-CFE.
Ziskané vysledky potvrdily, Ze interakce DNA s fluorenem a 2-AF zpiisobuje poskozeni

DNA, coz vede ke vzniku zlomu vlaken, kterd odpadavaji z povrchu elektrody. Tim

byla také ovétena aplikovatelnost tohoto nového elektrochemického DNA biosenzoru.



Abstract

Presented Bachelor Thesis is focused on the development and utilization of a simple
and inexpensive electrochemical DNA biosensor for the detection of DNA damage
caused by chemical carcinogens. A large-surface carbon film electrode (Is-CFE), 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”, and simple chemical modification, was used for its
preparation.

The initial part of the work is devoted to the investigation of the composition
of a carbon ink suspension, which was optimized and tested using a [Fe(CN)s]*"* redox
system by cyclic voltammetry (CV), further to the optimization of the DNA biosensor
(DNA/Is-CFE) preparation and to its characterization, which was performed using two
electrochemical techniques — CV and electrochemical impedance spectroscopy (EIS).

The second part of this Thesis deals with the application of the newly prepared DNA
biosensor for the detection of DNA damage by model chemical carcinogens. The direct
interaction of DNA with fluorene and 2-aminofluorene (2-AF) was investigated using
CV and EIS at the DNA/Is-CFE. The obtained results confirmed that the interaction
of DNA with fluorene and 2-AF causes DNA damage, leading to the formation
of strand breaks, which falls off from the electrode surface. Thus, the applicability

of this novel electrochemical DNA biosensor was verified, too.
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1 Uvod
1.1 Cil prace

Cilem predkladané bakalatské prace bylo optimalizovat ptipravu a provést naslednou
charakterizaci nového elektrochemického DNA biosenzoru zalozené¢ho na velkoplosné
uhlikové filmové elektrodé (Is-CFE) a nizkomolekuldrni DNA (izolované z lososich
spermii a imobilizované na povrch elektrody akumulaci za konstantniho potencialu)
s pouzitim technik cyklické voltametrie (CV) a elektrochemické impedancéni
spektroskopie (EIS).

Aplikacnim cilem prace bylo ovéfit pouZzitelnost takto ptipraveného DNA biosenzoru
pii detekci poskozeni DNA, kterda byla zplsobena modelovymi chemickymi

karcinogeny — fluorenem a 2-aminofluorenem.

1.2 Uhlikové elektrody

Hlavnim faktorem ovliviiujicim analytické parametry voltametrického stanoveni
a elektrické vodivosti je druh materialu, ze kterého je elektroda vyrobena. Uhlikové
elektrody jsou oceflovany pro svoji nizkou cenu, nizky Sum, Siroké potencidlové okno,
zanedbatelné mnozstvi odpadu a predevSim pro svoji odolnost vii¢i pasivaci, coz je
povrchu piedstavuje piekazku prakticky pii vSech elektrochemickych analyzach.
Ke zlepseni opakovatelnosti stanoveni muze piispét chemickd regenerace aplikovana
pted kazdym méfenim.

Slozené¢ pevné elektrody (tzv. kompozitni elektrody) na bazi uhliku se Uspésné
pouzivaji v oblasti anodické oxidace 1 katodické redukce. Skladaji se alespon z jedné
vodivé a izolujici ¢asti (teflon, polyethylen, polystyren, parafin). Vodicem v téchto
pevnych kompozitnich elektrodach je uhlik vyskytujici se v riznych strukturnich typech
(grafitovy prasek, skelny uhlik, uhlikovd vldkna, pyrolyticky grafit, uhlikové
nanocastice) [1]. Mechanickéd odolnost kompozitu umoziuje jejich vyuziti v pritokovych
systémech [2]. Povrch slozenych pevnych uhlikovych elektrod se nejcastéji pouziva
v lesténé formé, ale mize byt také modifikovan filmem rtuti, silikagelu, uhlikovych

nanotrubicek [2, 3] nebo také filmem biopolymeru DNA [4, 5].



Jednim z druh@ pevnych uhlikovych kompozitnich elektrod jsou uhlikové filmové
elektrody. Uhlikovy film naneseny na bézné pouzivanych elektrodach nabizi nékolik
vyhod. Novy film je aplikovan pro kazdé méfeni a jeho likvidace je jednoducha
arychla, pouze se odstrani film otfenim o filtra¢éni papir. Upravy ve sloZeni filmu
mohou vést k ziskani lepSich signdlid. Filmy skladajici se z vodivych uhlikovych
mikrocastic a nevodivého polymeru se pouzivaji také k rozsifeni potencidlového okna
pracovnich elektrod, na kterych neni mozné provadét stanoveni v oblasti kladnych
potenciall z divodu oxidace vlastniho elektrodového materidlu (napi. sttibrnych

amalgadmovych elektrod [6]).
1.2.1 DNA biosenzory

Elektrochemické DNA biosenzory piedstavuji rychlejsi, citlivéjsi, levnéjsi a prostorove
mén¢ narocné nastroje [7] pro charakterizaci a kvantifikaci oxidativniho poskozeni bazi
DNA [9,10] oproti pfevladdajicim membranovym blotim [8] a imunochemickym
metodam, které se vétSinou pouzivaji spoleéné¢ s tradicnimi metodami jako
chromatografie ¢i hmotnostni spektrometrie. DNA biosenzory je mozné vyuzit
pii diagnostice lidskych onemocnéni na zaklad¢ genetické mutace ¢i pii detekei
bakteridlni kontaminace potravin a Zivotniho prostredi [11].

Aplikace elektrochemickych technik v oblasti technologii biosenzori DNA
predstavuji v souc¢asné dobé dynamicky se rozvijejici oblasti. Je to zplisobeno predevsim
pomérné nizkou cenou, malou spotiebou energie, prenosnosti elektroanalytickych ptistroji
a rychlym vyvojem jednoduchych biosenzorti. Hlavni procesy podilejici se na funkci
elektrochemického DNA biosenzoru jsou rozpoznani analytu, indikace a pienos signalu
(vétsinou ve formé elektrického proudu ¢i jiné elektrické veliCiny, napft. frekvence [12])
pies elektrochemické prevodniky, na kterych je imobilizovana DNA.

DNA ptedstavuje citlivou rozpoznavaci vrstvu spojenou s prevodnikem signalu
amalé zmény ve strukture DNA ovliviiuji elektrochemické reakce probihajici
na povrchu pievodniku (pracovni elektrody).

Mohou byt detekovany tii druhy téchto zmén:

1) zlomy vldken DNA (vznik mezer v cukr-fosfatové kostie),

2) zmény vlastnich redoxnich signalti bazi DNA v diisledku chemického poskozeni,

3) detekce interagujicich latek pomoci specifickych signalti aduktii DNA [13].
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Individualni imobiliza¢ni procesy (napf. afinita vazani dvojice avidin—biotin ¢i kovalentni
navéazani methandiiminu) ¢asto zavisi na vlastnostech pievodniku [4]. Upravou povrchu
je mozné ziskat vysoce specificky a citlivy detektor.

Jako vhodné prevodniky pro imobilizaci DNA se v minulosti osvéd¢ily napt. rtutové
elektrody [5] ¢i elektrody na bazi rtutovych amalgamu [6], tuzkové uhlikové elektrody
(PGE) [6, 14], kompozitni pevné elektrody (CSE), borem dopované diamantové filmové
elektrody (BDDFE) [15], uhlikové pastové elektrody (CPE) [16] nebo sitotiskové
uhlikové elektrody (SPCE). Cena sitotiskovych elektrod, které jsou vyrabény jen
pro jedno pouZiti, je relativné nizka, nemaji chemickou historii, ale je problematické
pfi jejich vyrobé zarucit neménnou kvalitu elektrodového povrchu jednotlivych kusi
elektrod. Navic je jejich likvidace v rozporu s konceptem ekologické analytické chemie
[17]. Jako jednou z moznych alternativ k t€émto elektrodam muze byt chéapana

i velkoplosna uhlikové filmova elektroda (Is-CFE) [18] pouzitd v této bakalarské praci.
1.2.2 Oxidacni a redukéni signaly DNA

Elektroaktivita nukleovych kyselin byla objevena asi pted 50 lety. Nukleové kyseliny
jsou obvykle silné adsorbovany na elektrodach, nejsnadnéji se adsorbuji nukleové
kyseliny na mistech obsahujicich guanosin. Nevratna adsorpce nukleovych kyselin byla
pozorovana napt. u rtutovych a uhlikovych elektrod. Imobilizovana DNA
na elektrochemickém ptevodniku poskytuje signdly pouze nevratné oxidace nebo
redukce bazi, které poskytuji informace o zménach ve struktufe a koncentraci DNA.
Tato vlastnost se vyuziva pii detekci poskozeni DNA [12].

Redukce bazi DNA, konkrétné cytidinu a adenosinu, byly pozorovany na rtutové
elektrod¢, jejiz potencidlové okno je obvykle mezi 0 Va -2 V, v neutrdlnim a slab¢
zasaditém prostiedi za podminek, kdy neprobihd redukce zahrnujici zakladni protonaci
molekuly DNA [19]. Naproti tomu potencidlové okno vétSiny pevnych elektrod je
posunuto piiblizné o 1V k pozitivnéj§im hodnotam. Pevné elektrody jsou tak lepsi
pro studium oxidace nukleovych bazi a rtutové elektrody zase vice vyhovuji
pro zkoumanti jejich redukce [20, 21].

Elektrochemick4 impedanéni studie byla pouzita ke zkoumani adsorpce a oxidace
guaninu a jeho odpovidajicich nukleotidi (guanosinu a adenosinu) na elektrodach

ze skelného uhliku (GCE) [22]. Studie zabyvajici se vlivem riznych koncentraci DNA
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ariznych pouzitych potencidli ukazuje, Ze vSechny tfi baze jsou adsorbovany
na elektrod¢ a blokuji jeji povrch [23].

Cukerna slozka kostry DNA je elektroaktivni na médéném povrchu a méfitelna
pomoci AC voltametrie [24]. Vicesytné alkoholy, vSechny aldehydy a sacharidy mohou
byt detekovany v alkalickém prostfedi pulzni ampérometrickou detekci (PAD)
s vyuzitim zlaté nebo platinové elektrody [25]. Z tohoto diivodu je mozné pomoci této

techniky detekovat nukleotidy obsahujici sacharidovou skupinu.

1.3 Elektrochemické techniky
1.3.1 Cyklicka voltametrie (CV)

Cyklickd voltametrie patfi mezi rozsifené elektrochemické techniky. Poskytuje
moznost pozorovat redoxni a oxidacni piky elektrochemicky aktivnich analyti, které
pomahaji pti zkoumani elektrodovych procest. U CV je elektrodovy potencial linearné
zavisly na case. U této techniky se vyuziva tiielektrodové zapojeni. Potencidl je
vklddany a méfeny mezi referentni a pracovni elektrodou a proud je méfeny
mezi pracovni a pomocnou elektrodou. Ziskand data jsou prezentovana jako zavislost
elektrického proudu (/) na elektrickém potencialu (£). Proud vzristd do té doby, nez
potencial dosdhne redoxniho potencialu analytu, poté klesa, protoze kolem elektrody je
koncentrace analytu vycerpana. Pokud je redoxni d¢j reverzibilni, je charakterizovan
stejnym tvarem reduk¢niho (katodického) a oxidacniho (anodického) piku. Potencidlovy
rozdil mezi piky je v idedlnim ptipadé |Ea— Ex| = 59/z, ale prakticky je tento rozdil
pro jednoelektronovy systém 70-100 mV. Pomér maximalnich prouda pikt je //lx = 1.
VEtsi rozdily |[Ea— Ex| a asymetrické piky znaci kvazireverzibilni nebo zcela ireverzibilni
redoxni systém [26].

CV je vyuzivana k detekci nebo charakterizaci redoxnich reakci velkého mnozstvi
elektroaktivnich sloucenin. V ptipadé DNA biosenzori jsou zmény v potencidlovych
a proudovych signalech vyuzivany pfi detekci DNA, hodnoceni poskozeni DNA nebo
pii detekci hybridizace [26]. Poskozeni DNA byva zkouméno CV pomoci bézné

4-/3-
17

pouzivaného redoxniho indikatoru [Fe(CN)g Na povrchu elektrody je

imobilizovana vrstva DNA, kterd je detekovatelnd prostfednictvim elektrostatickych

4-/3—

repulzi mezi redoxnim indikatorem [Fe(CN)¢]™ ", ktery je zaporné nabity, a kostrou
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DNA (fosfatové zbytky), kterd je také zaporné nabitd. Zména proudového signalu je

umérna mnozstvi DNA adsorbované na povrchu elektrody [26].
1.3.2 Elektrochemicka impedanéni spektroskopie (EIS)

V soucasnosti je jednou z nejjednodussich experimentalnich technik, ktera poskytuje
ucinnou a citlivou charakterizaci elektrodového povrchu, odrdzi jeho elektrické
a strukturni vlastnosti. Nej€astéji se pouziva pii studiu DNA hybridizace, imunotestt,
pfi studiu poskozeni DNA a afinity latek. EIS umoznuje studium kinetiky pfenosu
elektronti a vodivosti elektroaktivni vrstvy na povrchu elektrody [30].

Zmény ve struktuie DNA maji vliv na pfenos ndboje a na odporové vlastnosti.
Ziskana data jsou prezentovana jako zavislost Z" (imagindrni slozka zavisla
na frekvenci) na Z' (redlna slozka nezavisla na frekvenci). Grafickym vyjadienim této
zavislosti ziskame Nyquistliv graf, ktery ma pulkruhovy tvar, kde oblast vysokych
frekvenci ptlkruhu naznacuje faradayicky transport elektront a linedrni ¢ast popisuje
diftizi fizeny proces iontl v blizkosti elektrodového povrchu. Tvar pllkruhu je dulezity
pro interpretaci namétenych dat [28].

Byly zavedeny dva modely, nefaradayicky, bez piitomnosti redoxniho indikatoru,

a faradayicky, ktery obsahuje redoxni indikator ([Fe(CN)e]* ™

). M¢éfeni se uskutecituje
pii formalnim potencidlu redoxniho péru [Fe(CN)6]*/[Fe(CN)s]*, ktery zajistuje
dosazeni rovnovahy v systému. Pfitomnost DNA na elektrodé se projevi nardstem
pilkruhu, kvali elektrostatickému odpuzovani negativné nabitého [Fe(CN)s]>™*
a negativné nabité cukr-fosfatové kostry DNA. Velkd molekula DNA zabraiuje pfenosu
malych iontd indikéatoru k elektrod¢, a tim dochdzi ke zvySovani odporu. Velikost
pulkruhu popisuje celkovy ohmicky odpor vrstvy na povrchu pracovni elektrody [29].
Hybridizace nebo poskozeni DNA se projevi poklesem ptilkruhu. Pfi poskozeni DNA
muze dojit ke strukturdlnim zménam dvouSroubovice, muze nastat rozevieni
dvousroubovice a vznik jednofetézcovych zlomt, které odpadavaji z elektrody. Odpor
se sniZuje, protoze je umoznén pienos iontl indikatoru k elektrod¢ [27-30].

V dne$ni dobé je metoda EIS vyznamné citlivéjs$i nez ampérometrie, voltametrie

vvvvvv
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1.4 Fluoren

Pti laboratorni teploté je fluoren (viz obr. 1.1, ¢islo CAS 86-73-7) bily krystalicky
prasek steplotou tani 111-114 °C. Je nerozpustny ve vodé¢, ale dobfe rozpustny

v benzenu a diethyletheru [31].

Obr. 1.1
Strukturni vzorec fluorenu.

Fluoren patii do skupiny polyaromatickych uhlovodiki (PAHU), které jsou velkou
skupinou cizorodych polutanti rozsifenych v zivotnim prostiedi. Vyskytuji se
ve fosilnich palivech 1 jako produkty nedokonalého spalovani, v ptidach, sedimentech.
PAHy byly izolovany ze vzduchu, vody, fi¢nich a motskych sedimentl. Jsou silné
toxické, Casto maji karcinogenni, teratogenni a mutagenni vlastnosti [32-34].

Fluoren a jeho derivaty jsou hlavnim ekologickym problémem spojenym s ropou
a ropnymi skvrnami, spalovanim odpadu a primyslovymi odpadnimi vodami. Vyuziva
se v prumyslu jako zdkladni material pro barviva a pro opticky zjasiiujici prostiedky

[32-34].

1.4.1 Metabolismus

Chemicka struktura fluorenu, vcetné aromatickych a alicyklickych zbytktl, nabizi
mnoho moznosti pro biochemicky rozpad [35]. Mikroorganismy hraji dilezitou roli
pfi rozpadu aromatickych uhlovodikd v plidnich a vodnich ekosystémech. Mikrobialni
metabolismus nizkomolekularnich aromatickych uhlovodikd, jako je naftalen, je dobie
znamy[34]. Naproti tomu je relativni nedostatek informaci o bakterialnim metabolismu
latek, které obsahuji péticlenny kruh s aromatickymi kruhy, jako inden, fluoren,

acenaften a fluoranthen [34].
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Pti kometabolickém rozpadu fluorenu byly pozorovany nékteré jeho metabolity, byly
identifikovany jako fluoren-9-on, 9-hydroxyfluoren, indan-1-on. Metabolismus
9-hydroxyfluorenu, fluoren-9-onu a indan-1-onu byl dale zkouman. 9-Hydroxyfluoren
byl rozlozen v bakteriich Mycobacterium sp. kmen BB1 na fluoren-9-on. Indan-1-on
a fluoren-9-on nebyly dale metabolizovany. Vyskyt fluoren-9-onu, 9-hydroxyfluorenu,
indan-1-onu jako meziprodukti metabolismu fluorenu byl popsan i v jinych

mikroorganismech (Arthrobacter sp. kmen F101) [36-38].
1.5 2-Aminofluoren

Pii laboratorni teploté je 2-aminofluoren (2-AF, viz obr. 1.2, ¢islo CAS 153-78-6)
zluty krystalicky prasek s teplotou tani 124-128 °C. Je nerozpustny ve vod¢ a je citlivy

na delsi vystaveni na vzduchu.

NH,

Obr. 1.2
Strukturni vzorec 2-aminofluorenu.

2-AF patii do skupiny aromatickych aminti, které ptedstavuji dalezitou skupinu
silnych mutagenii [39]. Z tohoto divodu patii mezi hlavni latky spojené se zvySenou
mirou vyskytu rakoviny [40, 41]. Pivodné byl vyvinut jako pesticid, ale testy toxicity
odhalily jeho karcinogenni vlastnosti [42]. V soucasné dobé je 2-AF pouzivan jako
modelova latka z davodu jeji prokazané silné vazby na DNA. 2-AF, stejné jako vétSina
nukleofilnich sloucenin, nereaguje pfimo s bunéénymi strukturami. Proces aktivace
vyzaduje metabolickou pfeménu na velmi elektrofilni molekuly vyvolavajici Skodlivé

ucinky, naptiklad kovalentni interakce s proteiny nebo DNA [43].
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1.5.1 Metabolismus

Aromatické aminy jsou metabolity nitrovanych polycyklickych aromatickych
uhlovodikii (NPAHU), a v disledku toho mohou byt pouzity jako biomarkery expozice
téchto karcinogennich a mutagennich latek [44].

NPAHs vstupuji do téla pies klizi, zazivacim traktem nebo vdechnutim [40]. Typicky
zastupce NPAHU je 2-nitrofluoren (2-NF), ktery vyznamné piispivd k mutagenité
vyfukovych plynd, ve kterych se vyskytuje [45]. V savcich jatrech prochazi 2-NF
nitroredukei (cytochromem P4so na 2-AF v mikrosomalni frakci jater) nasledovanou
N-acetylaci arylaminu N-acetyltransferdzou a N-formylaci jaterni formamidéazou.
Stfevni bakterie maji prevazujici funkci v redukci 2-NF in vivo [46].

Bunéc¢na nitro redukce probihé podle nasledujiciho schématu [40]:

Ar-NO; 2 Ar-NO, = Ar—N=0 = Ar—NHOH - Ar-NH,

N-acetylace a N-formylace jsou procesy, které vedou k metabolické aktivaci
karcinogennich arylamint tvofich 2-acetaminofluoren a 2-formylaminofluoren [43, 47].
N-acetyl- a N-formylderivaty jsou vylucovany ve velmi malém mnoZstvi do moci

a stolice, coz naznacuje dalsi biotransformaci [48].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pristroje a zafizeni

Cyklicka voltametrie (CV) a elektrochemickd impedancni spektroskopie (EIS) byly
méfeny piistrojem Micro Autolab III/FRA 2 (Eco Chemie, Nizozemsko). Pro méfeni
CV byl pouzit software GPES (General Purpose Electrochemical System), verze 4.9,
a pro métfeni EIS byl pouzit software FRA (Frequency Response Analysis), verze 4.9.
Oba softwary pracovaly v opera¢nim systému Windows XP (Microsoft Corporation,
USA). Ziskané vysledky byly zpracovany v programu Microsoft Excel 2007 (Microsoft
Corporation, USA) a grafy byly vytvoieny v programu Origin Pro verze 8.0 (OriginLab,
USA). Pii vSech méfenich bylo pouzito tfielektrodové zapojeni. Jako referentni
elektroda byla pouzita argentchloridova elektroda (typ RAE 113, 1 mol/l KCI,
Monokrystaly, CR) a jako pomocna elektroda byla pouzita platinova elektroda (typ
PPE, Monokrystaly, CR). Pracovni elektrodou byla pevnid zlata elektroda (typ
6.1204.140, Metrohm, Svycarsko) pokryta vrstvou uhlikového filmu, tim byla
vytvoiena velkoplosna uhlikova filmova elektroda (1s-CFE).

Pro aktivaci elektrody a akumulaci DNA na povrch elektrody byla pouzita sestava

Eco-Tribo Polarograf (Polaro-Sensors, CR) se softwarem Polar Pro, verze 5.1.
2.2 Chemikalie a roztoky

K ptipravé vSech vodnych roztokd byla pouzita deionizovand voda produkovana
systémem Millipore Q-plus sytém, (Millipore, USA). Dalsi pouzité chemikalie byly:

o mikrokulicky skelného uhliku (typ 2, zrnitost 0,4-12 um, Alfa Aesar, USA)

e mikrokrystalicky grafit CR 2 (99,5%, zrnitost 3,5-5,5 um, Graphite Tyn, CR)

e [, 2-dichlorethan (Cistota p.a., Merck, Némecko)

e toluen (Cistota p.a., Lach-Ner, CR)

e obalovy pénovy polystyren

e fluoren (98%, Sigma-Aldrich, CR), koncentrace 1-10> mol/l

e 2-aminofluoren (98%, Sigma-Aldrich, CR), koncentrace 1-10~ mol/l

e ethanol (96%, Lach-Ner, CR)

e dodekahydrdt hydrogenfosforecnanu disodného (&istota p.a., Lach-Ner, CR)
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monohydrat dihydrogenfosforecnanu sodného (Eistota p.a., Sigma-Aldrich, CR)
fosfatovy pufr (PBS), koncentrace 0,1 mol/l, pH 6,7
o chkvimolarni smés Ky[Fe(CN)s] a K3[Fe(CN)s] v PBS, koncentrace 110~ mol/l

(oba ¢&istota p.a., Lachema, CR)
e roztok DNA v PBS, koncentrace 10 mg/ml, pfipraven z nizkomolekularni DNA
z lososich spermii (Sigma-Aldrich, CR)

2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Priprava velkoplosné uhlikové filmové elektrody

Jako pracovni elektroda byla pouzita pevna zlata elektroda, jejiz povrch byl pokryt
uhlikovym filmem (Is-CFE) (obr. 2.1 a 2.2). Rozmér zlat¢ho disku elektrody byl
(2,0 +£0,1) mm a priamér plastového téla vyrobené¢ho z polyether ether ketonu (PEEK)
byl 7,0 mm.

Uhlikovy inkoust byl pfipraven smichanim 0,09 g uhliku (mikrokulicky skelného
uhliku nebo mikrokrystalicky grafit CR 2) a 0,01 g polystyrenu s 0,5 ml 1,2-dichlorethanu
nebo toluenu. Toto slozZeni uhlikového filmu bylo piejato z prace [49] a déle testovano,
poté¢ bylo zvoleno nejvhodnéjsi slozeni uhlikového inkoustu. Inkoust byl promichan
pomoci tfepacky Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, USA) po dobu 2 min, stejné
jako pred kazdym nanesenim filmu. Na elektrodu byla naniSena vrstva inkoustu
o objemu 10 pl pomoci automatické pipety (Biohit, Finsko). Cas schnuti uhlikového
inkoustu se liSil podle typu rozpoustédla, pro 1,2-dichlorethan to byly 2 min
a pro toluen 3 min. Po vytékdni rozpoustédla se na povrchu elektrody vytvofil uhlikovy
film a elektrodu bylo mozné pouzit k méteni. Po kazdém meéteni nebo pfi mechanickém
poskozeni byl uhlikovy film peclivé odstranén otfenim o filtraéni papir, jeho zbytky

byly smyty ethanolem a na elektrodu byl nanesen novy film.
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Obr. 2.1
Podkladova pevna zlata elektroda; (A) fotografie elektrody poskytovana vyrobcem [50]
a (B) technicky néakres elektrody.

Obr. 2.2

Fotografie (A) Is-CFE a (B) povrchu podkladové elektrody pfed a po naneseni
uhlikového filmu slozeného z uhliku CR 2 a polystyrenu (1,2-dichlorethan jako rozpoustédlo);
fotografovano pomoci Microscope Camera, Digitus, Taiwan.
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2.3.2 Priprava DNA biosenzoru

Elektrochemicka aktivace Is-CFE
Byla provadéna z dGvodu odstranéni zoxidovanych a naadsorbovanych latek
z povrchu uhlikového filmu a to tak, Ze na elektrodu byl vlozen potencial 1,5 V po dobu

180 s v PBS za stalého michani.

Akumulace DNA na povrch Is-CFE
Piiprava DNA biosenzoru byla pro provedena akumulaci DNA zroztoku
piipraveného rozpusténim 100 mg DNA v 10 ml PBS na povrch elektrody. Roztok byl

béhem akumulace michan a pti tom byl na elektrodu vkladan potenciéal 0,5 V.

Inkubace DNA biosenzoru v roztocich latek

Byl pripraven roztok fluorenu a 2-aminofluorenu (2-AF) o koncentraci 10~ mol/l
v 96% ethanolu a zn& byla piipravena koncentrace roztoku 10~ mol/l v PBS,
do kterého byla elektroda modifikovanda DNA (DNA/Is-CFE) ponotena po dobu 10 min.
Slepé pokusy byly provadény stejnym postupem, pouze inkubace biosenzoru byla

provedena v 1% roztoku ethanolu v PBS.
2.3.3 Elektrochemicka méreni

Cyklicka voltametrie (CV)

Byla méfena v 10 ml ekvimolarni smési (¢ = 1-10~ mol/l) Ks[Fe(CN)s)/K4[Fe(CN)4]
pii laboratorni teploté. Méfeni byla provedena v potencialovém rozsahu od 500 mV
do—-100 mV piipolarizacni rychlosti 50 mV/s s potencidlovym krokem 5 mV,
zaznamenany byly tfi skeny. Vyhodnocovan byl vzdy az tieti sken, ktery piesné

prepisoval voltamogram skenu druhého, tudiz byl vyhodnocovan jiz ustaleny zaznam.

Elektrochemicka impedancni spektroskopie (EIS)

Byla méfena v 10 ml ekvimolarni smési (¢ = 1-10~° mol/l) K3[Fe(CN)e)/K4[Fe(CN)4]
pfi laboratorni teploté a pfi potencidlu 225 mV, ktery odpovida formalnimu redoxnimu
potencialu pouzitého indikatoru. Potencidlova amplituda byla 10 mV a rozsah pouzitych

frekvenci byl 0,1 az 5000 Hz (méfeno 51 bodu).
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2.3.4 Vyhodnocovani vysledkii

Pro zhodnoceni poSkozeni DNA byla pouzZita cyklicka voltametrie (CV)
a elektrochemicka impedancéni spektroskopie (EIS). Pfi vyhodnocovéani cyklického
voltamogramu byl zkouman pokles proudu anodického piku (/4) a katodického piku
(Ik), rozdil mezi potencidlem anodického piku (E4) a potencialem katodického piku
(Ex) (obr. 2.3). Pii mé&feni EIS byl hodnocen nartst nebo pokles odporu pienosu naboje
(Rct), vyhodnoceni bylo provadéno pomoci funkce Fit a data byla korigovéna

na geometrickou plochu pracovni elektrody 38,5 mm? (obr. 2.4).
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-90

-100 0 100 200 300 400 500
E, mV

Obr. 2.3

Grafické znazornéni vyhodnocovani CV; I, — vyska anodického piku, Ix — vyska
katodického piku, E4 — potencial anodického piku, Ex — potencial katodického piku.
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Obr. 2.4
Grafické znazornéni vyhodnocovani EIS; c¢erné body — impedancni spektrum

(Nyquisttv graf), cervena kiivka — fit spektra.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Elektrochemicka charakterizace a optimalizace

pripravy velkoplosné uhlikové filmové elektrody

Velkoplosna uhlikova elektroda (Is-CFE) byla pfipravena a testovana na kombinaci
vice druh@i uhlikii a organickych rozpoustédel. Vlastnosti uhlikového filmu byly
zkoumany cyklickou voltametrii pomoci redoxniho indikatoru Fe"/Fe™ (¢ = 1-10~° mol/l)
v PBS (¢ = 0,1 mol/l, pH 6,7). Uhlikovy film byl piipraven rozpusténim mikrokrystalického
grafitu (CR2) nebo skelné¢ho uhliku (GC) v 500 pul toluenu nebo 1,2-dichlorethanu
s polystyrenem. Z ptipravené smési bylo pouzito 10 pul pro naneseni na elektrodu.

Ziskané cyklické voltamogramy jsou zobrazeny na obr. 3.1. Kazdy graf obsahuje tii
cyklické voltamogramy (tfeti sken), které byly naméfeny vzdy na nové piipraveném
uhlikovém filmu. Potencidlovy rozsah byl nastaven od 500 mV do —100 mV.
Vyhodnoceni voltamogramt je uvedeno v tabulce 3.1.

Slozeni uhlikového filmu vyznamné ovliviiuje voltametrické vlastnosti povrchu
elektrody, vysledné signaly a jejich reprodukovatelnost. Idealni stav povrchu elektrody
je charakterizovan hodnotou poméru /4/Ix = 1 a rozdilem hodnot |Ex — Ex| = 59 mV,
které znaé&i idealni reverzibilitu redoxniho systému Fe"/Fe'".

Nejvyssi oxidacni a redukéni proudy byly ziskany pti pouziti uhlikového filmu B
(obr. 3.1), jeho pomér Ix/Ix = 0,83, ale opakovatelnost byla hors$i nez u filmu A.
Uhlikovy film typu B m¢él také nejmensi rozdil potencidlii mezi oxidaci a redukei.
Kritérii pro vybér filmu byly hodnota poméru /4/Ix a rozdil hodnot potencidlii |Ea — Ex|,
ale také opakovatelnost ptipravy filmu. Podle téchto parametrti byl zvolen uhlikovy film

typu B se sloZzenim smési: CR2 a toluen.
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Cyklické voltamogramy redoxniho indikatoru Fe'/Fe™ (¢ = 1-10° mol/l) v PBS
nals-CFE: A — CR2 a 1,2-dichlorethan; B — CR2 a toluen; C — GC a 1,2-dichlorethan; D — GC
a toluen. Vzdy zobrazen tieti sken CV naméteny na tfech novych uhlikovych filmech.

Tab. 3.1

Statistické vyhodnoceni elektrochemickych vlastnosti pro tfi opakované piipravené uhlikové filmy.

Typ filmu A B C D
Ix [nA] 36,01 43,83 4,77 17,07
s [%o] 0,89 1,80 2,14 2,21
In [pA] 46,89 52,61 13,17 27,33
s [%o] 0,29 1,53 3,16 1,32
Ix/Ia 0,77 0,83 0,36 0,62
Ex [mV] 96 113 24 56
st [%] 4,04 6,24 19,35 14,18
Ex[mV] 346 329 444 394
st [%] 3,61 0,96 8,33 5,64
Exr-Ex [mV] 250 216 468 338
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Pro uhlikovy film typu B byly zmétfeny cyklické voltamogramy po elektrochemické
aktivaci a akumulaci DNA na elektrodu a stejné cyklické voltamogramy byly
zaznamenany i pro druhy nejlepsi uhlikovy film typu A (obr. 3.2). Rozdil mezi maximem
vysky piku proudu u aktivované elektrody a maximem vysky piku proudu u elektrody
s akumulovanou DNA pro uhlikovy film typu B byl mensi nez pro uhlikovy film
typu A. Tento rozdil, tedy mira mnozstvi naakumulované DNA, je dilezity pfi méfeni
poskozeni DNA, protoze potiebujeme co nejveétsi okno pro detekci poskozeni DNA.
Pro vSechna dal$i méteni byl tedy na zdklad¢ tohoto pokusu zvolen uhlikovy film typu

A se slozenim: CR2 a 1,2-dichlorethan.
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Obr. 3.2

Cyklické voltamogramy redoxniho indikatoru Fe'/Fe™ (c= 1-10° mol/l) vPBS
po elektrochemické aktivaci (plna ¢ara) a po akumulaci DNA (Carkovana ¢ara) méfené
na elektrodé s uhlikovym filmem typu B (Cervena kiivka) a s uhlikovym filmem typu A
(Cernd kiivka). Méteno pii potencidlovém rozsahu od 500 do —100 mV.

Pro ptipravu biosenzoru byly vyzkouSeny rizné Casy a potencialy elektrochemické
aktivace Is-CFE. Nejvhodnéjsi variantou bylo vlozeni potencialu 1,5 V po dobu 180
sekund na Is-CFE v PBS za stalého michéani. Delsi ¢as aktivace uz neptinasel dalsi
zlepsSeni a u kratSich ¢asii byla horsi opakovatelnost méteni.

Pro elektrochemickou charakterizaci elektrodového povrchu byla pouzita technika

CV na Is-CFE. Pomoci ni je mozZné ziskat informace o elektrochemickém dé&ji
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probihajicim na elektrod€. Nastavitelnymi veli€¢inami CV jsou pocate¢ni a koncovy
potencial a rychlost polarizace. Elektrodovy d& muze byt reverzibilni, kvazi-
reverzibilni nebo ireverzibilni. Pro zjisténi, zda na elektrod¢ probiha d¢j fizeny difuzi,
se vynasi zavislost hodnoty proudu piku (/,) na odmocnin€ rychlosti polarizace (vl/ )
Pokud je tato zavislost linearni, jednd se o elektrochemicky dé& fizeny difuzi.
Z vynesené zavislosti log|/,| na log v se d4 ze ziskané hodnoty smérnice usuzovat, zda
se jedna o d¢j kontrolovany difuzi, teoreticka hodnota této smérnice je 0,5 [51].

V roztoku PBS obsahujicim redoxni indikator Fe'/Fe™ (c= 110 mol/l) byly
prométeny cyklické voltamogramy pro rtizné rychlosti polarizace: 10, 20, 50, 100, 200,
500 a 1000 mV/s. Vzdy byly prométeny tfi skeny. Na obr. 3.3 jsou zobrazeny cyklické
voltamogramy méfené na 1s-CFE a na obr. 3.4 jsou znazornény cyklické voltamogramy

meéiené na elektrochemicky aktivované Is-CFE pii rostoucich rychlostech polarizace

T TN - 12 1y T
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E mV PERVICING
Obr. 3.3

(A) Cyklické voltamogramy redoxniho indikatoru Fe'/Fe™ (c= 1107 mol/l) v PBS
meiené na 1s-CFE pfi potencidlovém rozsahu od 800 do —400 mV. Rychlost polarizace:
10 (1), 20 (2), 50 (3), 100 (4), 200 (5), 500 (6), 1000 (7) mV/s. Zobrazen vzdy tfeti
sken. (B) Zavislost /, na 2 pro redoxni indikator Fe'/Fe" (¢= 110~ mol/l) v PBS
ziskand na Is-CFE pro katodickou (Cerné body) a anodickou (Cervené body) oblast
potencialového okna.
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Obr. 34

(A) Cyklické voltamogramy redoxniho indikatoru Fe"/Fe™ (¢= 1-10" mol/l) v PBS
méfené na elektrochemicky aktivované Is-CFE, pifi potencidlovém rozsahu od 800
do —400 mV. Rychlost polarizace: 10 (1), 20 (2), 50 (3), 100 (4), 200 (5), 500 (6), 1000
(7) mV/s. Zobrazen vzdy tfeti sken. (B) Zavislost /, na v~ pro redoxni indikétor
Fe'/Fe™ (¢= 1107 mol/l) vPBS ziskana na elektrochemicky aktivované 1s-CFE
pro katodickou (¢erné body) a anodickou (¢ervené body) oblast potencialového okna.

Zavislost I, na v'? redoxniho indikatoru Fe'/Fe" neni linearni pro Is-CFE ani
pro elektrochemicky aktivovanou Is-CFE, jejich smérnice se neblizi ocekavané hodnoté
0,5. To ukazuje, ze elektrochemicky d¢j na povrchu elektrody Is-CFE a aktivované
Is-CFE je pravdépodobné ¢astecné fizen prenosem hmoty a ¢astecné kinetikou prenosu
naboje.

Pii piipravé DNA modifikované velkoplosné uhlikové filmové elektrody (DNA/Is-CFE)
byly pro akumulaci DNA nejdfive vyzkousSeny rizné hmotnostni koncentrace (c,) DNA
roztokt: 0,1; 1 a 10 mg/ml, které byly pfipraveny rozpusténim nizkomolekularni DNA
v PBS (0,1 mol/l, pH 6,7). Akumulace DNA na Is-CFE byla provadéna pfi vlozeném
potencidlu 500 mV po dobu 5 minut. Zavislost Rcr el (Obr. 3.5) a Ip e (0br. 3.6)
na hmotnostni koncentraci DNA byla méfena v roztoku redoxniho indikatoru Fe"/Fe™
(c= 110" mol/l) pomoci EIS a CV. Pro obé& techniky bylo mé&feni opakovano tiikrat
a v grafech byly uvedeny priméry jejich hodnot. Smérodatna odchylka pro tato méteni
byla do 5 %. Ziskané¢ hodnoty byly porovnany s hodnotami namétenymi na holé Is-CFE,
pficemz tyto hodnoty byly brany jako 100 %.
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Obr. 3.5

Zavislost Rcrt, el redoxniho indikatoru Fe'/Fe'! (c= 1-1073 mol/l) v PBS na koncentraci
DNA, méteno na DNA/Is-CFE technikou EIS. Akumulace DNA byla provadéna
pii potencialu 500 mV po dobu 5 minut za stalého michani.
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Obr. 3.6

Zavislost Ip o redoxniho indikéatoru Fe'/Fe!! (c= 1-107 mol/l) v PBS na koncentraci
DNA, méteno na DNA/Is-CFE technikou CV. Akumulace DNA byla provadéna
pfi potencialu 500 mV po dobu 5 minut za stalého michani. Cervené body — anodicky
pik, ¢erné body — katodicky pik.
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Vrstva naakumulované nizkomolekuldrni DNA na elektrod¢ zabranuje pfenosu
malych iontii redoxniho indikatoru Fe'/Fe', v duisledku ¢ehoz dochéazi pii méfeni CV
k poklesu vysky pikii Fe'/Fe a u EIS dochazi ke zvySovani odporu, a tim k naristu
ptlkruhu kiivky oproti Is-CFE.

Nejvetsi nartst Rer,rel @ nejvetsi pokles Ip 1 redoxniho indikatoru Fe'/Fe!! byl
zaznamenan u hmotnostni koncentrace 10 mg/ml, ktera byla zvolena za optimalni
koncentraci DNA pro akumulaci na 1s-CFE.

Pti této koncentraci DNA byl déle pozorovan vliv doby akumulace DNA na Is-CFE,
zvolené Casy byly: 5sal, 2, 3,4,5 a 10 minut, méfeni byla provadéna technikami EIS

(obr. 3.7) a CV (obr. 3.8) v PBS pomoci redoxniho indikatoru Fe'/Fe' (¢ = 1-107° mol/l).
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Obr. 3.7

Zavislost Rcr, e redoxniho indikétoru Fe'/Fe" (c= 1-107° mol/l) v PBS na ¢asu
akumulace DNA, méfeno na DNA/Is-CFE technikou EIS. Akumulace DNA byla
provadéna pii potencidlu 500 mV zroztoku DNA pfipravené¢ho rozpusténim 100 mg
DNA v 10 ml PBS (¢ = 0,1 mol/l, pH 6,7).
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g:)vﬁsift Ip, e redoxniho indikéatoru Fe"/Fe (¢ = 1-107 mol/l) v PBS na &asu akumulace
DNA, méteno na DNA/Is-CFE technikou CV. Akumulace DNA byla provadéna
pii potencialu 500 mV z roztoku DNA piipraveného rozpusténim 100 mg DNA v 10 ml
PBS (c = 0,1 mol/l, pH 6,7).

Pro méteni EIS a CV se 1 minuta akumulace jevila jako optimalni ¢as. Hodnota
R, rel vZrostla na 248 %, Ia o klesla na 63 % a Ix e klesla na 64 %. Prodlouzenim
casu akumulace na 10 minut byly ziskdny hodnoty Rct.rel = 273 %, Ia.re = 61 %
a I 1 = 61 %, toto zlepSeni hodnot se liSilo docela nevyznamné a bylo zanedbatelné
z ¢asového hlediska piipravy biosenzoru. Doba akumulace DNA byla tedy zvolena
na 1 minutu.

Pro zvolené optimalni podminky elektrochemické aktivace (potencial 1500 mV
po dobu 180 sekund za stadlého michani), koncentrace DNA (¢, = 10 mg/ml) a casu
akumulace DNA (60 sekund) pii vlozeném potencidlu 500 mV na Is-CFE byly
provedeny méfeni CV (obr. 3.9) a EIS (obr. 3.10). M¢éteni byla provedena pomoci
redoxniho indikatoru Fe'/Fe™ (¢ = 1:10~ mol/l) v PBS (¢ = 0,1 mol/l, pH 6,7). Vzdy
byly proméfeny 3 skeny.
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Obr. 3.9

Cyklické voltamogramy redoxniho indikatoru Fe'/Fe' (¢ = 1:10~° mol/l) v PBS méfené
na elektrochemicky neaktivované Is-CFE (Cernd kiivka), elektrochemicky aktivované
Is-CFE (Cervena kitivka) vlozenym potencidlem 1,5 Vpo dobu 180 sekund
ana DNA/Is-CFE (modrd kiivka) v roztoku DNA (c¢m = 10 mg/ml) pfi vloZzeném
potencidlu 500 mV po dobu 60 sekund. Méfeno pti potencialovém rozsahu od 500 do
—100 mV. Zobrazen vzdy tfeti sken.
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Obr. 3.10

Nyquistovy grafy redoxniho indikatoru Fe'/Fe" (c= 1107 mol/l) v PBS méiené
na elektrochemicky neaktivované Is-CFE (Cernd ktivka), elektrochemicky aktivované
Is-CFE (Cervena kiivka) vloZzenym potencidlem 1,5 V po dobu 180 sekund
ana DNA/Is-CFE (modra ktivka) v roztoku DNA (¢, = 10 mg/ml) pfi vlozeném
potencialu 500 mV po dobu 60 sekund.
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Za ucelem zjisténi, jak vrstva naakumulované DNA ovlivni elektrochemické chovéani
redoxniho systému Fe'/Fe', tedy pro porovnani se ziznamy zobrazenymi na obr. 3.3
a 3.4, byl stejny experiment proveden i na DNA/Is-CFE. V roztoku PBS obsahujicim
redoxni indikator Fe"/Fe (¢ = 1:10 mol/l) byly promé&feny cyklické voltamogramy
pro rizné rychlosti polarizace: 10, 20, 50, 100, 200, 500 a 1000 mV/s. Cyklické
voltamogramy (obr. 3.11) byly méfeny na DNA/Is-CFE pfi rostoucich rychlostech
polarizace, akumulace byla provedena zroztoku DNA (¢, =10 mg/ml). Vzdy byly

prométeny tti skeny.

600

300

I, WA

=300 |-

s ]
—2
—3
—
—5
—6
—7

dopfedny sken

zpétny sken

1, HA

p

300

200

100 |

-100 |-

-200 |

—

600 1 L 1 1 300 L L I 1 L
500 -300 0 300 600 900 0,0 02 04 06 08 1.0 12

E. mV VLQ‘ V|'2/S|t2

Obr. 3.11

(A) Cyklické voltamogramy redoxniho indikatoru Fe"/Fe™ (¢= 110" mol/l) v PBS
métené na DNA/Is-CFE, pfi potencidlovém rozsahu od 800 do —400 mV. Rychlost
polarizace: 10 (1), 20 (2), 50 (3), 100 (4), 200 (5), 500 (6), 1000 (7) mV/s. Zobrazen
vzdy tieti sken. (B) Zavislost I, na v~ pro redoxni indikétor Fe'/Fe™ (¢ = 1-107° mol/l)
v PBS ziskana na DNA/Is-CFE pro katodickou (¢erné body) a anodickou (¢ervené body)
oblast potencidlového okna.

Zavislost I, na v'” redoxniho indikatoru Fe"/Fe™ je linearni pro DNA/Is-CFE, jeji
smernice se vice blizi ocekdvané hodnoté 0,5, coz znaci, ze se d¢j na povrchu
DNA/Is-CFE stava fizenym difuzi. Tato zména v chovani oproti méfenim na holé
Is-CFE vypovida o tom, Ze v pfitomnosti vrstvy DNA na povrchu elektrody dochazi
ke zpomaleni difuze, jejiz rychlost se tak stdva nejpomalejSim clenem v celém
elektrochemickém procesu. V tabulce 3.2 je uvedeno vyhodnoceni velicin CV
pro rychlost polarizace 50 mV/s pro pouzité¢ elektrody (data se vztahuji k obr. 3.3, 3.4
a3.ll).
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Tab. 3.2
Vyhodnoceni veli¢in CV pro rychlost polarizace 50 mV/s na rtiznych elektrodach

Elektroda I/Is [MA]  Ex—Ex [mV] 1o:2e:sl.ﬁ1c:g ) logs;llelfsl.lilcoeg )
Is-CFE 0,98 347 0,32 0,32
Elektrochemicky 1,04 127 0.38 0.35

aktivovana 1s-CFE

DNA/Is-CFE 1,10 108 0,43 0,38

Square wave voltametrie je citliva elektrochemicka technika pouzivana mimo jiné
ike kvantitativnimu stanoveni elektrochemicky aktivnich latek imobilizovanych
na povrchu elektrody. Zde v praci byla pouzita jako dikaz naakumulovani DNA
na DNA/Is-CFE prostfednictvim detekce nukleovych bazi. Square wave voltamogram
(obr. 3.12) byl naméten v PBS (¢ = 0,1 mol/l, pH 6,7) na DNA/Is-CFE, akumulace DNA
byla zroztoku DNA (¢ = 10 mg/ml) v PBS. Nejprve byla Is-CFE elektrochemicky
aktivovana vlozenym potencidlem 1,5 V podobu 180 s. Méfeni bylo provedeno
v potencidlovém rozsahu od 0 do 1,7 V s frekvenci 200 Hz a pii potencidlovém kroku
0,015V, amplituda potencialu byla 0,05 V. Ziskany voltamogram byl zkorigovan
na zdkladni linii. Pik nachazejici se kolem 0,9 V je oxida¢nim pikem guanosinu a pik

kolem 1,4 V je oxidacnim pikem adenosinu [18].
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Obr. 3.12

Square wave voltamogram méieny v PBS na DNA/Is-CFE pfi potencialovém rozsahu
od 0 do 1,7 V: 1 — pik guanosinu, 2 — pik adenosinu. Voltamogram je korigovan
na zékladni linii.

Pro zvolené optimalni podminky:
o clektrochemickd aktivace — potencial 1,5 V po dobu 180 sekund za stalého michani,
¢ koncentrace DNA — ¢, = 10 mg/ml v PBS,
e cas akumulace DNA — potencial 500 mV po dobu 60 sekund za stdlého michani,
byla technikou EIS zméfena opakovatelnost ptipravy DNA/Is-CFE pro deset méfeni.
Naobr. 3.13 jsou znazornény Nyquistovy grafy deseti méfeni redoxniho indikéatoru
Fe'/Fe™ (¢=1-10" mol/l) v PBS. Vyhodnocené hodnoty Rcr byly zaneseny
do regulacniho diagramu (obr. 3.14), ziskana primérnd hodnota Rcr byla (0,601 = 0,019) Q

(sr = 3,08 %, n = 10). VSechny namétené hodnoty leZi mezi varovnymi mezemi.
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Obr. 3.13
Nyquistovy grafy redoxniho indikatoru Fe"/Fe' (¢ = 1-10 mol/l) v PBS pii méfeni
opakovatelnosti ptipravy DNA/Is-FCE (n = 10).
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Obr. 3.14

Zavislost hodnoty Rcr na poradovém cisle mefeni, méieno technikou EIS na DNA/Is-CFE
v prostfedi redoxniho indikatoru Fe'/Fe (¢ = 110 mol/l) v PBS. Vyhodnoceni bylo
provedeno na hladiné vyznamnosti a = 0,05; hladina hodnot A(Rcr) reprezentuje
aritmeticky primér hodnot Rcr (n = 10), hladina hodnot A(Rct) £ 20 reprezentuje
varovné meze a A(Rct) = 30 meze regulacni.
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3.2 Detekce poskozeni DNA chemickymi karcinogeny

Fluoren neobsahuje zadnou funkéni skupinu schopnou elektrochemické oxidace nebo
redukce. Bylo provedeno stanoveni miry poskozeni DNA vlivem piimé interakce
fluorenu s DNA. Jeho zasobni roztok byl pfipraven o koncentraci 1-10° mol/I v 96%
ethanolu a z n&j byla pfipravena koncentrace roztoku 10~ mol/l v PBS, ve kterém byla
DNA/Is-CFE inkubovéna.

2-AF obsahuje aminoskupinu, kterd je schopnd podléhat elektrochemické oxidaci.
Jeho zasobni roztok byl pfipraven stejnym zpisobem jako pro fluoren.

Pro pozorovani vlivu ¢asu inkubace DNA/Is-CFE na poSkozeni DNA v roztoku
fluorenu byla méteni provedena technikou EIS (obr. 3.15). Hodnoty Rcr redoxniho
indikatoru Fe"/Fe" (¢=1:10" mol/l) v PBS byly ziskany po inkubaci DNA/Is-CFE
v roztoku fluorenu pro zvolené Casy: 0, 10, 20, 30 a 40 minut. Pfi procesu inkubace
DNA/Is-CFE v roztoku fluorenu nebylo pfi jednom méfeni roztokem michano
a pfi dalSim michéno bylo. Stejné méfeni bylo provedeno i pro DNA/Is-CFE, ktera byla
inkubovana v 1% roztoku ethanolu v PBS také bez michani a s michanim roztoku.
Vsechna naméiena data byla piepocitdna na hodnotu blanku Rcrt, ktera byla zmétfena
po elektrochemické aktivaci 1s-CFE, akumulaci v PBS bez pfitomné DNA
a inkubaci v 1% roztoku ethanolu v PBS.

U obou métfeni bylo pozorovano poskozeni DNA, které se scCasem menilo
zanedbatelné u méfeni bez michéani, u méteni s michanim doslo k nejvétsimu poskozeni
po 10 minutach inkubace v roztoku fluorenu a se zvySujicim se Casem se mira
poskozeni DNA zmenSovala. Doba inkubace DNA/Is-CFE v roztoku fluorenu byla tedy
pro dalsi méfeni zvolena 10 minut, vSechna métfeni byla provadéna bez michani
1 s michanim poskozujiciho roztoku.

U méfeni bez michani roztoku fluorenu dochazelo k postupnému odpadavani DNA
z elektrody, u méfeni s michanim roztoku fluorenu dochézelo také k odpadavani DNA,
ale Slo o vétsi poklesy nez u méteni bez michani, coz mohlo byt zptisobeno virem
z michani, ktery mohl DNA strhavat z elektrody.

Odpadavani DNA zelektrody by se hypoteticky dalo zabranit napt. pouzitim
vysokomolekularni DNA, vyuzitim membrany z nafionu nebo chitosanu pro prekryti

vrstvy DNA [52] nebo naakumulovanou DNA na Is-CFE nechat zaschnout a poté
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inkubovat v roztoku poskozujici latky. Zabranénim odpadavani DNA by se v budoucnu

méla zabyvat ma diplomova prace.
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50

Zavislost Rer redoxniho indikatoru Fe'/Fe™ (¢ = 1-10 mol/l) v PBS na ¢asu inkubace
DNA/Is-CFE v roztoku fluorenu (¢ = 10~ mol/l), mé&feno technikou EIS. Fialové body —
inkubace v PBS bez michani, ¢ervené body — inkubace v roztoku fluorenu bez michani,
modré body — inkubace v PBS s michanim, zelené body — inkubace v roztoku fluorenu

s michanim.

Za ucelem prokazani aplikovatelnosti nové ptipraveného DNA biosenzoru bylo

provedeno méfeni EIS (obr. 3.16) redoxniho indikatoru Fe"/Fe (c=1-10" mol/l)

v PBS:

1. na holé elektrodé, ktera byla elektrochemicky aktivovana a poté nechana

akumulovat v PBS bez pfitomné DNA a 10 minut byla inkubovéna v 1% roztoku
ethanolu v PBS (obr. 3.16, zelena kiivka),
2. na DNA/Is-CFE, ktera byla 10 minut inkubovéana v 1% roztoku ethanolu v PBS

(obr. 3.16, cervend kiivka) a

3. na DNA/Is-CFE, ktera byla 10 minut inkubovéna v roztoku fluorenu o koncentraci

1:10° mol/l v PBS (obr. 3.16, modra kfivka).

Stejné méteni EIS bylo provedeno také pro roztok 2-AF o koncentraci 110> mol/l

v PBS (obr. 3.17). Pii vSech vyse uvedenych inkubacich nebylo provadéno michani

inkubacéniho roztoku.
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Obr. 3.16

Nyquistovy grafy redoxniho indikatoru Fe'/Fe"' (¢= 1-10° mol/l) v PBS méfené
na elektrochemicky aktivované 1s-CFE ponechané akumulovat v PBS bez pfitomné
DNA a 10 minut inkubované v 1% roztoku ethanolu v PBS (zelen4 kiivka), na DNA/Is-CFE,
ktera byla 10 minut inkubovana v PBS (Cervena kiivka) a na DNA/Is-CFE, ktera byla
10 minut inkubovana v roztoku fluorenu (¢ = 1:10° mol/l) v PBS (modra kiivka).
Vsechny inkubace byly provedeny bez michani.
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Obr. 3.17

Nyquistovy grafy redoxniho indikatoru Fe'/Fe"' (¢= 1-10° mol/l) v PBS méfené
na elektrochemicky aktivované 1s-CFE ponechané akumulovat v PBS bez pfitomné
DNA a 10 minut inkubované v 1% roztoku ethanolu v PBS (zelena kiivka), na DNA/Is-CFE,
ktera byla 10 minut inkubovana v PBS (Cervend kiivka) a na DNA/Is-CFE, ktera byla
10 minut inkubovéna v roztoku 2-AF (¢ = 1-10~° mol/l) v PBS (modra kfivka). Viechny
inkubace byly provedeny bez michani.

Pti méfeni EIS doslo k viditelnému snizeni hodnoty Rct na DNA/Is-CFE inkubované
v roztoku fluorenu (obr. 3.18), coz svédcilo o poSkozeni DNA. Lze usuzovat, Ze
nasledkem interkalace fluorenu do struktury DNA dochazi ke tvorbé jednotetézcovych
zlomi, které odpadavaji z elektrody a tim se zmensuje podil odpudivych interakci mezi
zéporn& nabitou kostrou DNA a anionty redoxniho indikatoru Fe"/Fe", ¢imZ dochazi
k poklesu Rcr. U méfeni v roztoku 2-AF (obr. 3.18) doslo k podobnému poklesu
hodnot Rct na DNA/Is-CFE jako u fluorenu. Doslo také pravdépodobné ke vmezeteni
2-AF mezi vlakna DNA a ke vzniku jednotetézcovych zlomt jako u fluorenu.

Stejné méteni, které bylo popsano vyse, bylo zopakovano s michanim inkubaéniho
roztoku, bylo provedeno pro roztok fluorenu i 2-AF. Ziskané vysledky jsou také
zobrazeny na obr. 3.18 (vSechna méfeni ukazana na tomto obrazku byla opakovana

tiikrat, v grafu jsou uvedeny praméry ziskanych hodnot se zobrazenymi intervaly

spolehlivosti ve formée chybovych usecek).

39



00 |- - oo DL L
= I
§ 80 | .
N
<
(0]
%]
9 60} -
O
g
N
L 4w} .
o
s
T 20} 4
I
x F 2-AF
0

Obr. 3.18

Relativni odezva biosenzoru (vyhodnocena ze zmény Rct) Vv zavislosti na poSkozeni
DNA zptsobeném inkubaci v roztoku fluorenu (¢ =1-10"> mol/l) (Serveny sloupec —
bez michani, zeleny sloupec — s michanim inkubovaného roztoku) a v roztoku 2-AF
(c=1-10" mol/l) (modry sloupec — bez michani, svétle modry sloupec — s michanim
inkubovaného roztoku). Carkovana erna ¢ara — 100% hodnota neposkozené DNA
a ¢ervené prerusované ¢ary piedstavuji jeji interval spolehlivosti.

Meéteni EIS pro poskozeni DNA v roztoku fluorenu bez michani ukazalo pokles Rcr
0 8,5 % a s michanim o 6 % proti hodnoté Rct bez poSkozeni DNA. Vysledkem méteni
EIS u poskozeni DNA v roztoku 2-AF bez michéani byl pokles Rcr 0 8 % a s michanim
0 2,8 % proti hodnoté Rcr bez posSkozeni DNA. K vétsSimu poSkozeni DNA u obou latek
dochazelo pii méteni, kdy nebylo inkubovanym roztokem michano. Kdyz bylo
inkubaénimi roztoky michano, dochéazelo vlivem vét§iho odpaddvani DNA z povrchu
elektrody ke zkresleni vysledkd, a celkové poskozeni se tak jevi menSim.

Odezvy DNA biosenzoru na posSkozeni DNA ziskané pomoci techniky EIS byly také
porovnany s vysledky zméfenymi za stejnych podminek technikou CV (hodnoceno
na zéklad¢ veli¢in Ik, In a AE = |Es — Ex|) a bylo prokazano, Ze jsou ve vzdjemném
souladu (vysledky nebyly z divodu omezeného rozsahu bakalafské prace do prace
detailné zaclenény).

Dalsi technikou pouzitou k potvrzeni poSkozeni DNA vlivem interakce s 2-AF byla

CV voblasti kladnych potenciali. Pomoci ni byly zméfeny nejprve cyklické
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voltamogramy v PBS na Is-CFE a DNA/Is-CFE pfi potencidlovém rozsahu od 0 do 1,2 V.
Na obr. 3.19 je zobrazen cyklicky voltamogram pro holou Is-CFE po elektrochemické
aktivaci (¢erna ktivka) a pro DNA/Is-CFE (Cervena kfivka), kde na prvnim skenu bylo
mozné pozorovat anodické piky odpovidajici nezoxidovanym bazim guanosinu

a adenosinu, které byly také pozorovany pii méfeni pomoci square-wave voltametrie

(viz obr. 3.12, str. 32).
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Obr. 3.19

Cyklické voltamogramy zméiené v PBS (¢ = 0,1 mol/l, pH 6,7) na Is-CFE (Cerna
kiivka) a na DNA/Is-CFE (Cervena kiivka) pfi potencidlovém rozsahu od 0 do 1,2 V.
Zobrazeny prvni skeny.

Nepiimé vySetteni poskozeni DNA interakci s 2-AF pak bylo provedeno v prostredi
PBS technikou CV na Is-CFE a DNA/Is-CFE pfi potencidlovém rozsahu od 0 do 1,2 V
(obr. 3.20). Prvni cyklicky voltamogram (Cerna kiivka) byl zméten na holé Is-CFE,
dalsi (zelend ktivka) byl zméten na DNA/Is-CFE (u které byly nejprve zoxidovany baze
DNA zmétenim cyklického voltamogramu po akumulaci DNA) inkubované 10 minut
vroztoku 2-AF smichdnim; na voltamogramu je mozné pozorovat pik
naakumulovaného 2-AF, ktery nebyl z povrchu DNA/Is-CFE vymyt ani po dikladném
oplachnuti — jedna se tedy o prokazani vzniku aduktu interkalativniho nebo kovalentiho
typu, protoze bylo pfedchozim pokusem zjist€no, ze na holou Is-CFE se 2-AF

samovoln¢ neadsorbuje [49]. Tieti cyklicky voltamogram (modré kiivka) byl zméten
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na DNA/Is-CFE po 10 minach inkubace v 1% roztoku ethanolu v PBS s michanim; zde
bylo mozné pozorovat piky bazi DNA (guanosin a adenosin). Posledni cyklicky
voltamogram (Cervena kiivka) byl zméfen na DNA/Is-CFE, ktera byla inkubovana 10
minut v roztoku 2-AF (¢ = 1-10° mol/l), a Ize na ndm pozorovat tii piky. Prvni pik patii
naakumulovanému 2-AF, druhy guanosinu a tieti adenosinu, které byly poSkozeny
interakci s 2-AF. Méfeni poskozeni DNA interakci s 2-AF pomoci CV ukazalo pokles
piku guanosinu o 32 % oproti nepoSkozené DNA na Is-CFE.
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Obr. 3.20

Cyklické voltamogramy zmétené v PBS (¢ = 0,1 mol/l, pH 6,7) na holé 1s-CFE (¢erna
kiivka), na DNA/Is-CFE, kter4 byla inkubovéana 10 minut v roztoku 2-AF (¢ = 1-10~ mol/])
a baze DNA byly pfedem zoxidovany (zelena kiivka), na DNA/Is-CFE, ktera byla
inkubovana 10 minut v 1% roztoku ethanolu v PBS (modra kiivka) a na DNA/Is-CFE,
ktera byla inkubovana 10 minut v roztoku 2-AF (¢ = 1:10~ mol/l), pfi potencialovém
rozsahu od 0 do 1,2 V. Inkubace byly provedeny s michanim inkubaéniho roztoku.
Zobrazeny prvni skeny.
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4 Zaver

V predlozené bakalatské praci byla provedena optimalizace ptipravy a charakterizace
nového elektrochemického DNA biosenzoru a bylo ukazdno jeho mozné vyuziti
pii detekci poskozeni DNA chemickymi karcinogeny znecistujicimi Zivotni prostiedi —
polyaromatickym uhlovodikem fluorenem a jeho aminoderivatem 2-aminofluorenem
(2-AF).

Biosenzor byl zalozen na velkoplo$né uhlikové filmové elektrodé (Is-CFE)
a nizkomolekularni DNA zlososich spermii imobilizované na povrch elektrody
akumulaci za konstantniho potencidlu. Slozeni uhlikového filmu bylo optimalizovano
a testovano pomoci cyklické voltametrie (CV), pfi niz byl vyuzit redoxni indikator
[Fe(CN)s]**  (Fe'/Fe'™). Velkoplosna uhlikova filmova elektroda pfipravena
z uhlikového inkoustu o optimalizovaném slozeni (smés 0,09 g mikrokrystalického
grafitu CR 2 a 0,01 g polystyrenu v 0,5 ml 1,2-dichlorethanu) byla pouzita pro piipravu
zminéného DNA biosenzoru — velkoplosné uhlikové filmové elektrody modifikované
DNA (DNA/Is-CFE). Pomoci CV a elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS)
byla testovana optimalni koncentrace DNA a doba jeji akumulace na Is-CFE.
Hmotnostni koncentrace DNA 10 mg/ml byla zvolena jako optimalni pro akumulaci
na elektrodu pii vlozeném potencialu 0,5 V po dobu 1 minuty.

Takto pripravend DNA/Is-CFE byla nasledné¢ pouZita k detekci poskozeni DNA
chemickymi karcinogeny vyskytujicimi se v zivotnim prostredi (fluoren, 2-AF). Velikost
poskozeni byla métena pomoci EIS (CV byla pouzita pouze jako srovnavaci metoda)
s pouzitim redoxniho indikatoru Fe'/Fe''. Ziskané vysledky potvrdily, Ze ptima
interakce DNA s fluorenem a 2-AF zptsobuje poSkozeni DNA. Dochézi k interkalaci
poskozujicich latek do dvouSroubovice DNA, a ty tim zplsobuji vznik jednotetézcovych
zlom, které odpadavaji z elektrody.

DNA biosenzor vyvinuty v ramci této bakalaiské prace predstavuje levny a snadny
zpusob pro detekci poskozeni DNA chemickymi karcinogeny. V budoucnu by méla byt
vénovana pozornost dal$i optimalizaci a jeho podrobngjsi charakterizaci, predevSim

pro zlepSeni citlivosti méteni.
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