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Abstrakt

Tato bakalafska prace je zaméfena na optimalizaci podminek pro pouziti
jednoduchého voltametrického DNA biosenzoru, zaloZzeného na velkoplosné uhlikové
filmové elektrodé (Is-CFE), pii detekci poskozeni DNA onkologickymi 1é¢ivy. Is-CFE
byla pouzita pro svoje vyhodné vlastnosti, mezi které patii jeji rychla piiprava,
jednoducha mechanicka obnova elektrodového povrchu, dobra reprodukovatelnost
vysledki, jednoducha chemicka modifikace a v neposledni fad€ nizké vyrobni naklady.

Hlavnim optimaliza¢nim parametrem v této praci byl obsah ethanolu v roztoku, ve
kterém byl biosenzor inkubovan spolu s poskozujici latkou. Byly testovany obsahy
ethanolu v rozmezi 0 az 50 % (V/V) ethanolu v 0,1 mol/l fosfatovém pufru o pH 7,15
(PBS). M¢fteni po inkubaci biosenzoru byla provadéna pomoci cyklické voltametrie
(CV) za piitomnosti redoxniho indikatoru [Fe(CN)e]*™ v prostiedi PBS. Jako optimalni
obsah ethanolu bylo zvoleno 5 %.

Nasledn¢ byl DNA biosenzor, jehoz priprava byla jiz dfive optimalizovana
v predeslé bakalaiské praci, vyuzit pii detekci poskozeni DNA modelovym
cytostatikem — Elipticinem (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol). Pomoci techniky
CV a redoxniho indikatoru [Fe(CN)s]*”* byla proméfena odezva biosenzoru na
poskozeni DNA piimou interakci s Elipticinem v zavislosti na ¢ase inkubace
a koncentraci Elipticinu v inkuba¢nim roztoku. Ziskané vysledky potvrdily, ze pti
interakci s DNA se Elipticin zaclefiuje do jeji struktury, a zpusobuje tak jeji poskozeni,
zéavislé na obou sledovanych proménnych, ve formé zloma vlaken jeji dvouSroubovicové

struktury.



Abstract

This Bachelor Thesis is focused on the optimization of conditions for the use of
a simple voltammetric DNA biosensor, based on a large-surface carbon film electrode
(Is-CFE), for the detection of the DNA damage caused by oncological drugs. Is-CFE
was used for its advantageous properties, such as its fast preparation, a simple
mechanical renewal of the electrode surface, a good reproducibility of results, a simple
chemical modification, and, last but not least, low preparation costs.

A content of ethanol in the solution, in which the biosensor was incubated together
with the damaging agent, was the main optimization parameter investigated in this
Thesis. The contents of ethanol in the range from 0 to 50 % (v/v) of ethanol in 0.1 mol/l
phosphate buffer of pH 7.15 (PBS) were tested. After the incubation of the biosensor,
the measurements were performed using cyclic voltammetry (CV) in the presence of the
redox indicator [Fe(CN)g]* " in PBS. The optimum content of ethanol was found as 5 %.

Afterwards, the DNA biosensor, which preparation was optimized in a previous
Bachelor Thesis, was used for the detection of the DNA damage caused by model
cytostatic agent — Ellipticine (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazol). Using the CV
technique and the redox indicator [Fe(CN)s]* ™", the response of the biosensor to the
DNA damage caused by the direct interaction with Ellipticine was measured in the
dependence on an incubation time and a concentration of Ellipticine in the incubation
solution. The obtained results confirmed that at the interaction of Ellipticine with DNA,
Ellipticine is incorporated into the DNA structure, which induces its damage (dependent
on both monitored variables) in the form of strand breaks of the DNA double-stranded

structure.
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1. Teoreticka cast

1.1 Cil prace

Cilem této bakalafské prace bylo charakterizovat -elektrochemické chovani
velkoplosné uhlikové filmové elektrody (Is-CFE) v ethanolickych roztocich o rtzné
koncentraci s vyuzitim metody cyklické voltametrie a nasledné vyuziti DNA biosenzoru
zalozeného na |Is-CFE a nizkomolekularni DNA (ziskané =z lososich spermii
a imobilizované na povrch elektrody akumulaci za konstantniho potencialu) pro
voltametrickou detekci poskozeni DNA cytostatickym 1é¢ivem Elipticin, ktery slouzi

jako modelové cytostatikum.

1.2 Uhlikové elektrody

Principem voltametrického stanoveni je méfeni proudu, ktery prochdzi pracovni
elektrodou v zavislosti na potencialu, ktery je na tuto elektrodu vlozen. Je proto velmi
dalezité, jakou mé pracovni elektroda vodivost. Hlavnim faktorem, ktery ovliviiuje
vodivost elektrody je material, ze které¢ho je slozena. V soucasné dob¢ jsou velmi
dobrym elektrochemickym vlastnostem, mezi které patii Siroké potencidlové okno,
nizky Sum pozadi, velky povrch elektrody, snadné obnoveni povrchu a nizka cena. Asi
nejdilezitéjsi vlastnosti uhlikovych elektrod je jejich odolnost vuci pasivaci, ktera
predstavuje komplikaci pfti jakékoli elektrochemické analyze [1-3].

Pevné (tzv. kompozitni) elektrody jsou sloZeny z vodivé a nevodivé (izola¢ni) Casti.
NejcastejSimi elektrodovymi materidly kompozitnich elektrod jsou zlato, platina nebo
uhlik. Jako vodivy material pro pevné uhlikové elektrody se pouzivaji nejriznéjsi formy
uhliku (skelny uhlik, uhlikova vlakna, pyrolyticky grafit, uhlikové nanocastice, uhlikové
pasty a uhlikové filmy) [1,3-5]. Jako izolacni vrstva se nejcastéji pouzivaji polymerni
materidly, napf. Teflon, PVC, polystyren, polyetylen. Kompozitni elektrody se
vyuzivaji pti analyzach, které probihaji v oblasti anodické oxidace i katodické redukce
[1,3]. Povrch kompozitnich elektrod mize byt modifikovan filmem rtuti, silikagelem,

uhlikovymi nanotrubic¢kami, zlatymi nanovlakny ¢i filmem biopolymeru DNA [1,3].



Jednou z modifikaci pevnych uhlikovych elektrod jsou uhlikové filmové elektrody.
Modifikace spociva v tom, Ze na povrch pracovni elektrody se nanese film z uhlikového
inkoustu, ktery vylepsi elektrochemické vlastnosti elektrody. VylepSeni se tyka hlavné
reprodukovatelnosti vysledkl, rozsifeni potencidlového rozsahu meétfeni a snadného
odstranéni a obnoveni filmu na povrchu elektrody [1]. Rozsifeni potencialového
rozsahu méfeni se tyka elektrod, které nemohou vyuzivat reakce probihajici v oblasti

katodické redukce z divodu nizkého prepéti vodiku (napft. zlata elektroda) [1,5].

1.2.1 DNA biosenzory

Elektrochemické biosenzory jsou senzory, které ve své struktufe obsahuji
biologickou slozku (napt. DNA, enzym, tkan, vrstva bun¢k). Biosenzor je vétSinou

slozen ze tfi zakladnich ¢asti:

a) 1z casti citlivé na konkrétni analyt, ktera obsahuje biologicky material,
b) pievodniku mezi vrstvou biologického materialu a detektorem,

c) detektoru, ktery vyhodnoti signal z biologické Casti.

V piipadé DNA biosenzoru se jedna o senzory, které maji ve své strukture zabudovanou
DNA [10,11]. DNA muize byt na povrch elektrody vazana riznymi mechanismy. Mezi
nejjednodussi mechanismy patii prosta fyzikalni adsorpce. Dalsi moznosti je vyuZiti
chemisorpce, kdy se oligonukleotidové konce DNA s —SH skupinami vazi na povrch
elektrody a vytvari organizovanou monovrstvu. Mezi alternativy upevnéni DNA na
povrchu elektrody patti také modifikace samotného povrchu elektrody, ktery mize byt
modifikovan nano- nebo mikroc¢asticemi, hydrofilnim ¢i hydrofobnim polymerem nebo
membranou [7,8,12]. Samostatnou skupinu tvoii DNA biosenzory, kde je DNA
zabudovana ptimo do elektrodového materialu (napf. modifikovana uhlikova pasta)
[12]. DNA biosenzory maji velmi Siroky rozsah pouziti, nachazeji uplatnéni pti méteni
interakce DNA s nejriiznéj$imi 1é¢ivy, té¢Zkymi kovy, polutanty Zivotniho prostiedi nebo
pii detekci pfitomnosti specificky usekt lidské, zvifeci, bakteridlni ¢i virové DNA
[10,11]. DNA biosenzory piedstavuji moderni smér vyvoje analytické chemie a jsou
rychlou, levnou, dobie reprodukovatelnou, energeticky nenaro¢nou a jednodussi
alternativou oproti klasicky pouzivanym metodam, jako je gelova elektroforéza ¢i

membranové bloty [9,10].
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DNA je sama o sob¢ elektrochemicky aktivni latka. Zmeéné jeji struktury v disledku
zlomu vlakna, oxidativni zméné bazi ¢i zaclenéni latky do jejiho fetézce odpovida
zména v poskytovaném signalu [28]. Klinické vyuziti DNA biosenzorid je hlavné
v oblasti detekce poskozeni DNA cytostatiky. Jedna se o cytostatika, ktera se zaclenu;ji
do struktury DNA, se kterou tvofi adukty, které jsou nasledn¢ detekovany. Nejvice je
tato oblast prostudovana pro cytostatika s obsahem platiny (cisplatina, karboplatina
a oxaliplatina) [12]. Kde platina tvoti komplexy, které se zacleni do struktury DNA
a nasledn¢ blokuji jeji transkripci, coz vede k apoptoze nadorovych bunék [6,7]. Mezi
nejpouzivanéjsi elektrody pro detekci poSkozeni DNA cytostatiky patii rtutové
a uhlikové elektrody [12,14]. Ukazuje se, ze uhlikové elektrody maji mnohem vétsi
efektivitu pii méfeni, a proto se oblast vyzkumu zamétuje pravé na konstrukci novych
typt uhlikovych elektrod, mezi které patii pravé velkoplosnd uhlikova filmova

elektroda (Is-CFE) [13], ktera byla pouzivana pii méfeni v této bakalaiské praci.

1.3 Elektrochemické techniky
1.3.1 Cyklicka voltametrie (CV)

Cyklicka voltametrie je metoda odvozena od polarografie. Jedna se o jednoduchou,
levhou a Siroce vyzivanou metodu, ktera poskytuje informace o elektrodovych
procesech. U cyklické voltamterie je elektrodovy potencial linearné zavisly na case,
jedna se tedy o nestacionarni techniku. NejCastéji se pouziva tiielektrodové uspotradani,
kdy proud prochazi jen mezi pracovni a pomocnou elektrodou a hodnoty vkladaného
potencialu se méfi mezi referentni a pracovni elektrodou za bezproudového stavu. CV je
metoda, pii které se na pracovni elektrodu vklada potencidl, ktery mé trojihelnikovy
pribéh.[4.5.29] Vysledkem zavislosti prochazejiciho elektrického proudu (I, A) na
elektrodovém potencialu (E, V) je polariza¢ni kiivka, ktera ma vétSinou tvar piku.
Vznikly voltamogram muize rozdélit na dopiedny a zpétny sken.[29,30] Systémem bude
prochéazet proud jen Vv ptipadé€, Ze v blizkosti pracovni elektrody bude ptitomna latka,
ktera je schopna se oxidovat ¢i redukovat. Proud tedy poroste az do okamziku, kdy
v blizkosti elektrody nebude ptfitomna Zadna latka, kterda by byla schopna redoxni

reakce. CV vyuziva toho, ze diftize je pomérn¢ pomaly proces a pii dostatecné vysoké
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rychlosti polarizace mizeme pii zpétném skenu detekovat produkty elektrodové reakce.
Mizeme tak charakterizovat déje reverzibilni, ireverzibilni ¢i kvazireverzibilni.[4.5]

Pti reakci reverzibilniho redoxniho systému maji redukéni (katodické) a oxidacni
(anodické) piky stejny tvar. Pokud jsou piky asymetrické, jednd se o systém
ireverzibilni ¢i kvazireverzibilni. V idedlnim ptipadé by mél byt potencidlovy rozdil
mezi katodickym a anodickym potencialem |Ea — Ex| = 0,59/z, a pomér maximalniho
anodického a maximalniho katodického proudu by mél byt roven jedné. Prakticky je
potencialovy rozdil pro jednoelektronovy systém roven hodnotam 70-100 mV.[5, 29]

CV je také hojn¢ vyuzivana pii méteni s vyuzitim DNA biosenzort, které detekuji
pritomnost DNA, jeji poSkozeni ¢i hybridizaci. PoSkozeni DNA métené pomoci CV

413~ 7ména velkosti

byva meéfeno za piitomnosti redoxniho indikatoru [Fe(CN)g]
proudu prochazejiciho systémem je imérnd mnozstvi adsorbované DNA na povrchu

elektrody [28].

1.4 Elipticin

Elipticin, chemickym nazvem 5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol (obr. 1.1)
[31], patii mezi piirodni alkaloidy, které se vyskytuji v rostlinach z ¢eledi
Apocyanaceae - tojestovité. Poprvé byl izolovan vroce 1959 z listd stalezeleného
stromu Ochrosia elliptica, ktery roste v severozapadni Australii [15,16,20,27]. Spolu
s Elipticinem byly izolovany také jeho derivaty 9-hydroxyelipticin (obr. 1.1),
9-hydroxy-2N-methyl-elipticin a dalsi, které jsou lépe rozpustné ve vodném prostiedi

nez samotny elipticin. [23,24,25].

Obr. 1.1 Strukturni vzorec Elipticinu a 9-hydroxyelipticinu

~12 ~



Elipticin a jeho derivaty maji cytotoxicky a mutagenni potencial. Diky cytotoxickym
ucinkim je Elipticin pouzivan jako 1ék pii 1é¢bé mnoha druhti rakoviny, napf.
neuroblastomu, leukémie ¢i rakoviny jater a plic [19,21,23]. Vyhodou Elipticinu je, ze
ma malé vedlej$i ucinky a nepatrny vliv na krvetvorbu [18,23,25]. V nékterych
ptipadech je také pouzivan pii 1é€bé HIV ¢i malarie [15,17,23]. Ma dva hlavni
mechanismy ucinku na burku, a to zaclenéni do DNA a inhibice Topoisomerasy Il
[17,18,21,26,27]. Dalsim mechanismem ucinku je vznik kovalentni vazby mezi
Elipticinem a DNA, ale az po enzymatické aktivaci cytochromem P450 nebo
peroxidasou [19,22,27]. Planarni aromatické struktury se zaclenuji do struktury DNA
a vedou ke stabilizaci, prodlouzeni a konformacnim zménam fetézce. VSechny tyto
zmény maji vliv na fadu enzymatickych procesti a vedou k ireverzibilnim zménam na
DNA, které zptisobi apoptdzu rakovinovych bunék. Elipticin a 9-hydroxyelipticin dale
pusobi selektivni inhibici fosforylace proteinu p53 a dale narusi oxidativni fosforylaci

Vv burikach, ¢imz jim také navodi apoptozu [20,23,24].

1.4.1 Metabolismus

Elipticin je v lidském téle metabolizovan ptedev§im pomoci cytochromu a peroxidas
(viz obr. 1.2). Cytochromy oxiduji Elipticin a zbudovavaji do jeho struktury atom
kysliku  [23,25]. Takto vznikaji hlavni  metabolity  13-hydroxyelipticin,
12-hydroxyelipticin, N2-oxid elipticin, 7-hydroxyelipticin a 9-hydroxyelipticin [24,25].
Hlavnim metabolitem pii reakci Elipticinu s peroxidasou je dimer Elipticinu
a vV mensi mife vznika N2-oxid, ktery neni totozny s produktem cytochromu [25].
Protonizované formy 13-hydroxy- a 12-hydroxyelipticinu reaguji s nukleofilnim

centrem deoxyguanosinu, a tak se zaclenuji do struktury DNA [24,25].

~13 ~
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Pristroje a zarizeni

Veskera méteni provadéna v ramci této bakalarské prace, jako byly CV, aktivace
elektrody a akumulace DNA na povrch pracovni elektrody, byly provadény se sestavou
Eco-Tribo Polarograf (Polaro-Sensors, CR) s vyuzitim softwaru Polar, verze 5.1 PRO.
K méfeni bylo vyuzito tiielektrodového uspofadani. Jako referentni elektroda byla
pouzita elektroda argentchloridova (typ RAE 113, 1 mol/l KCI, Monokrystaly, CR).
Pracovni elektroda byla zlata elektroda (typ 6.1204.140, Metrohm, Svycarsko), ktera
byla pokryta uhlikovym filmem, a tim byla vytvotena velkoplosna uhlikové elektroda
(Is-CFE). Pomocnou elektrodou byla elektroda platinova (typ PPE, Monokrystaly, CR).
Absorp¢ni spektra byla méfena na spektrofotometru Agilent 8453 s vyuzitim softwaru
UV-Visible CHemStation verze 9,01. Ziskana data a nasledné grafy byly zpracovany
v programu Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA).

2.2 Chemikalie a roztoky

e  mikrokrystalicky grafit CR-2 (99,5%, zrnitost 3,5-5,5 pum, Graphite Tyn, CR)
e 1.2-dichlorethan (Cistota p.a., Merck, Némecko)

e pénovy obalovy polystyren

e Elipticin (5 mg, Sigma-Aldrich, CR)

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

e nizkomolekularni DNA z lososich spermii (Sigma-Aldrich, CR)

e dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného (&istota p.a., Lach-Ner, CR)

e monohydrat dihydrogenfosforeénanu sodného (istota p.a., Sigma-Aldrich, CR)
e fosfatovy pufr (PBS), koncentrace 0,1 mol/l, pH 7,15

e ckvimolarni smés K4[Fe(CN)s] a Ks[Fe(CN)s] v PBS, koncentrace 110 mol/l
e roztok DNA v PBS, koncentrace 10 mg/ml

e deionizovana voda, pfipravena systémem Millipore Q-plus (Millipore, USA)
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2.3 Pracovni postupy
2.3.1 Priprava velkoplosné uhlikové filmové elektrody

Pracovni elektrodou byla zvolena pevna zlatd elektroda, ktera byla tvofena zlatym
diskem o rozmérech 2,0 £ 0,1 mm a plastovym télem, jehoz primér byl 0,7 mm.
(obr. 2.1). Télo elektrody bylo tvoieno polyether ether ketonem (PEEK). Na povrch

pracovni elektrody byl nanesen uhlikovy film.

M3 B

52,5 mm

D7 mm

Obr. 2.1 Pevna zlata elektroda; (A) fotografii poskytuje vyrobee [32], technicky nakres
elektrody (B)

Uhlikovy film tvofil uhlikovy inkoust, ktery byl pfipraven smichanim 0,01 g
polystyrenu, 0,09 g uhliku (mikrokrystalicky grafit CR-2) a 0,5 ml 1,2-dichlorethanu.
Takto vznikly inkoust se michal 2 min na laboratorni michacce Vortex-Genie 2
(Scientific Industries, USA) a na povrch elektrody bylo naneseno 10 ul inkoustu pomoci
automatické pipety. Film se nechal schnout ptiblizné 2 min.

Po zaschnuti se na povrchu elektrody utvoiil kompaktni film (obr. 2.2) a elektrodu
bylo mozné pouzit k méteni. Mechanicky poskozené ¢i jiz pouzité filmy byly z povrchu
elektrody jednoduSe odstranény setfenim o filtrani papir. Pokud na povrchu elektrody
zustaly jeSté néjaké necistoty, byly odstranény filtracnim papirem navlhéenym

ethanolem. Pfed nanesenim nového filmu se inkoust znova asi 2 min promichal.
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Obr. 2.2 Povrch elektrody po naneseni uhlikového filmu [28]

2.3.2 Priprava DNA biosenzoru

Pfed aplikaci DNA na povrch uhlikové filmové elektrody (Is-CFE) byl jeji povrch
aktivovan z divodu odstranéni naadsorbovanych a zoxidovanych latek. Elektroda byla
aktivovana pfi vlozeném potencidlu 1500 mV po dobu 180 sza stilého michani
v roztoku PBS.

Na takto aktivovanou elektrodu byla akumulovdna DNA, ¢imz byla piipravena DNA
modifikovana elektroda (DNA/Is-CFE). Zaktivovana elektroda byla ponofena do
roztoku DNA, ktery byl pfipraven rozpusténim 100 mg DNA v 10 ml PBS, a za stalé¢ho

michani na ni byl vlozen potencial 500 mV po dobu 1 min.

2.3.3 Elektrochemické méreni cyklické voltametrie

Mg¢feni byla provadéna v ekvimolarni smési Ks[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] 0 koncentraci
¢ = 1-10°® mol/l za laboratorni teploty. Rychlost polarizace byla 50 mV/s a potencialovy
rozsah méfeni byl od 500 mV do -100 mV. Vzdy byly provedeny 3 skeny. Vyhodnocen
byl az tfeti voltamogram, ktery pfesné piepisoval voltamogram druhy. Ziskané vysledky

tedy reprezentovaly jiz ustaleny stav.
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2.3.4 Vyhodnocovani vysledki

Pti vyhodnocovani voltamogramii ziskanych CV byly zjistovany dva parametry

(obr. 2.3) ato:

e velikost redukéniho (katodického) proudu (Ix) a oxidac¢niho (anodického)
proudu (la)

e rozdil mezi potencialem katodického piku (Ek) a anodického piku (Ea)

90 T T T T T T T

60 -

30

I, uA

30 |

dopredny sken

-60 - zpétny sken E
K A
-90 ! ! 1 L R 1 1
-100 0 100 200 300 400 500
E, mV

Obr. 2.3

Grafické znazornéni vyhodnoceni voltamogramii CV; lan — vysSka anodického piku,
Ik — vyska katodického piku, Ean — potencidl anodického piku, Ex — potencial
katodického piku.
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Charakterizace elektrochemického chovani
velkoplosné uhlikové elektrody (Is-CFE)

Velkoplosna uhlikova elektroda (Is-CFE) byla pfipravena nanesenim uhlikového
filmu na povrch pracovni elektrody. Uhlikovy film tvofil uhlikovy inkoust pfipraveny
20,01 g polystyrenu, 0,09 g uhliku (mikrokrystalicky uhlik CR2) a 500 pl
1,2-dichlorethanu. Chovani uhlikového filmu bylo sledovano pomoci indikatorového
systému Fe'/Fe"' (¢ = 1:10° mol/l) v PBS (c = 1:10°° mol/l, pH = 7,15). Jako metoda
méteni byla pouzita cyklicka voltametrie (CV) s potencidlovym rozsahem -100 az 500
mV. Vzdy byly provedeny tii skeny s tim, Ze k vyhodnoceni byl pouzit az tieti ustaleny

sken.

V prvni fazi méfeni bylo sledovano chovani elektrodového povrchu v zavislosti na
mnozstvi etanolu v reakénim prostiedi. K méfeni se pouzila aktivovand a ustalena
elektroda. Elektroda se nechala vzdy za stalého michani 5 minut inkubovat v daném
roztoku a nasledné bylo provedeno méfeni. Pfed inkubaci v koncentrovangj$im roztoku
byl povrch elektrody ocistén pomoci filtraéniho papiru ¢i ethanolem navlh¢eného
filtra¢niho papiru a nasledné byl nanesen novy inkoustovy film. Bylo provedeno méfeni
pro procentualni obsah etanolu od 1 do 50 % (1, 3, 5, 10, 20, 30 a 50% ethanolu v PBS).
Jak je vidét na obr. 3.1 povrch elektrody se v rozsahu 1 az 5 % etanolu v PBS chova

naprosto stejné a nedochazi na ném k zadnym funkénim ani mechanickym zménam.
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Obr. 3.1 E(mV)

Cyklicky voltamogram pro redoxni systém Fe'/Fe'"' (¢ = 1-10° mol/l) v PBS
(c = 0,1 mol/l, pH = 7,15) po inkubaci v 1%, 3% a 5% roztoku ethanolu v PBS pfi

rychlosti polarizace 50 mV/s. Inkubace trvala vzdy 5 minut za stalého michani.
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Obr. 3.2

Cyklicky voltamogram pro redoxni systém Fe'/Fe'"' (¢ = 1-10° mol/l) v PBS
(c =0,12 mol/l, pH = 7,15) po 5 minutové inkubaci v 5% ethanolickém roztoku (Cervena

¢ara) a 10% ethanolickém roztoku (modra cara).

Pii proméfteni zavislosti pro 10% ethanolicky roztok v PBS se ukazalo, Ze jiz dochazi
ke zmén¢ povrchu pracovni elektrody (obr. 3.2). Tato zména byla reprezentovana
zménou hodnoty poméru katodického (lk) a anodického proudu (In), viz tab. 3.1.
Stejnym zpusobem byla prométfena zavislost pro 20%, 30% a 50% ethanolicky roztok.

Jak je vidét na obr. 3.3, chovani elektrody ve vice koncentrovanéjsim roztoku ethanolu
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je znatné odlisné ve srovnani s chovanim elektrody zobr. 3.1. Vlivem vysoké
koncentrace ethanolu dochazi k chemickému narusovani povrchu elektrody, coz vede ke

zvétSeni reakeni plochy a nasledné ke zvySené odezvée elektrody.

400
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100 2

100 ___\/”
-200

-300
-400

I (nA)
_

-200 0 200 400 600
Obr. 3.3 E (mV)

Cyklicky voltamogram pro redoxni systém Fe'/Fe"" (c = 1:10° mol/l) v (c = 0,1 mol/l,
pH=7,15) po 5 minutové inkubaci v20% ethanolickém roztoku (zelend c¢ara),

30% ethanolickém roztoku (Cervena ¢ara) a 50% ethanolickém roztoku (oranzova ¢ara).

Nejvyssi oxidacni a redukéni proudy piki byly ziskany pro 5% a 10% ethanolicky
roztok, jejich pomér se nejvice blizil idedlnimu chovani reverzibilniho systému.
Koncentrovanéjsi roztoky jiz vykazovaly zna¢ny odklon od idealniho chovani, kdy se
pomér jejich katodickych a anodickych proudt pika pohyboval kolem hodnoty 0,6
(viz tab. 3.1), ale rozdil jejich katodickych a anodickych potencialt pikd se pohyboval
kolem hodnoty 48 mV. Jako idedlni roztok pro praci s elektrochemicky aktivovanou
Is-CFE byl zvolen roztok o obsahu 5% etanolu v PBS, kdy povrch elektrody jevil

nejmensi odklon od idedlniho chovéani.

Tab. 3.1 Vyhodnoceni vysledkti CV pro rtizné koncentrace etanolu v PBS

roztok ethanolu pomér I/l |[Ea— Ex| (MmV)
5% 0,92 130
10% 0,88 129
20% 0,63 48
30% 0,62 49
50% 0,63 48
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Nasledné¢ byly proméfeny cyklické voltamogramy redoxniho systému Fe''Fe'"
(c = 1-10° mol/l) v PBS (c = 0,1 mol/l, pH = 7,15) pii riiznych rychlostech polarizace
(obr.3.5 A). Vzdy byly naméteny tfi skeny. Rychlost polarizace byla postupné
snizovana, byly proméfeny rychlosti 1000, 500, 200, 100, 50, 20 a 10 mV/s. Na obr. 3.5

jsou znazornény cyklické voltamogramy pro Cerstvé piipravenou neaktivovanou Is-CFE

pii riznych rychlostech a zavislost I na v2 (obr.3.5 B).
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Obr. 34

(A) Cyklické voltamogramy méfené na Cerstve piipravené Is-CFE s vyuzitim redoxniho
indikatoru Fe'/Fe" (¢ = 1-10°° mol/l) v PBS (c = 0,1 mol/l, pH = 7,15) pro rychlost
polarizace 1000 (1), 500 (2), 200 (3), 100 (4), 50 (5), 20 (6) a 10 (7) mV/s. Zobrazen
byl vzdy treti sken. (B) Zavislost I, na V2 pro redoxni systém Fe'/Fe""
(c = 1-10° mol/l) v PBS na &erstvé piipravené Is-CFE pro katodicky proud (modra

kiivka) a anodicky proud (Cervena kiivka).

Zavislost velikosti voltametrického piku Iy na odmocniné rychlosti polarizace v je

dualezitd pii ur€ovani d&jii probihajicich na elektrodovém povrchu. Konkrétné se z této
zavislosti urcuje, probihaji-li na elektrodé déje fizené diftzi. Diftzi je d&j fizen pouze
Vv piipadé, Ze je tato zavislost linearni. Déle je mozné vyuzit zavislosti log |ly| na log v.
Z hodnoty smérnice této zavislosti miZzeme opét usuzovat, je-li d¢j tizen difazi ¢i nikoli.

Hodnoty smérnice pro idealni systém je 0,5.
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Stejnym zpisobem byly proméfeny rizné rychlosti polarizace pro aktivovanou
Is-CFE (obr. 3.5) a pro Is-CFE inkubovanou 5 min za stalého michani v 50%
ethanolickém roztoku (obr. 3.6). Vzdy byly provedeny tii skeny. Is-CFE byla

aktivovana 3 min za stdlého michéni pfi vlozeném konstantnim potencialu 1500 mV.
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Obr. 3.5

Cyklické voltamogramy méfené na elektrochemicky aktivované Is-CFE s vyuzitim
redoxniho indikatoru Fe'"/Fe""' (¢ = 1:10° mol/l) v PBS (c = 0,1 mol/l, pH = 7,15) pro
rychlost polarizace 1000 (1), 500 (2), 200 (3), 100 (4), 50 (5), 20 (6) a 10 (7) mV/s.
Elektroda byla aktivovadna 3 min pii vloZeném potencidlu 1500 mV. Zavislost I, na V2
pro redoxni systém Fe'/Fe'"' (c = 1:10° mol/l) v PBS na elektrochemicky aktivované

Is-CFE pro katodicky proud (modra kiivka) a anodicky proud (Cervena kiivka).
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Obr. 3.6

Cyklické voltamogramy métené na elektrochemicky aktivované Is-CFE a inkubované
5 min v50% ethanolickém roztoku s vyuZitim redoxniho indikatoru Fe'/ Fe'
(c=1-10° mol/l) vPBS (c =0,1mol/l,pH = 7,15) pro rychlost polarizace 500 (1),
200 (2), 100 (3), 50 (4), 20 (5) a 10 (6) mV/s. Zavislost I, na V2 pro redoxni systém
Fe'/ Fe"" (c =1-10® M) v PBS na elektrochemicky aktivované (Is-CFE) a inkubované
5 min v 50% ethanolickém roztoku pro katodicky proud (modra kiivka) a anodicky

proud (Cervena kiivka).

Pro elektrochemicky aktivovanou Is-CFE inkubovanou v 50% ethanolickém
roztoku bylo provedeno také meéteni rychlosti polarizace 1000 mV/s, ale vysledny
cyklicky voltamogram leZzel mimo zobrazitelné meze, a proto nebyl do prezentace
vysledk zafazen. Pro Cerstvé piipravenou Is-CFE, elektrochemicky aktivovanou
Is-CFE a elektrochemicky aktivovanou Is-CFE inkubovanou 5 min v 50% roztoku
ethanolu v PBS byla urcena také smérnice zavislosti log |lp| na log v (tab. 3.2). Ani
jedna ze smérnic nedosdhla teoretické hodnoty 0,5, je tedy pravdépodobné, Ze dé&je
probihajici na povrchu elektrody nejsou ftizeny difizi, ale spiSe Castecné ovlivnény

kinetikou pfenosu ndboje a ¢aste¢né fizeny pfenosem hmoty.
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Tab. 3.2 Vyhodnoceni veli¢in ziskanych CV pfi rychlosti polarizace 50 mV/s

smérnice smérnice
typ elektrody I/la  Ea-Ex (mV) log |l vslogv log |la| vslogv

Cerstvé pfipravena

Is-CFE 0,9 88 0,40 0,38

Aktivovana Is-CFE 0,9 96 0,37 0,34
Aktivovana Is-CFE
inkubovana v 50%

ethanolu v PBS 0,7 56 0,66 0,69

Na elektrochemicky aktivovanou Is-CFE byla naakumulovana nizkomolekularni
DNA ziskana z lososich spermii. Akumulace probihala 1 min pii vlozenim potencialu
500 mV. Timto zpGsobem vznikl DNA biosenzor, ktery je zalozeny na Is-CFE
(DNA/Is-CFE). Pro tento biosenzor bylo provedeno méteni CV (obr. 3.7). CV byla
méfena za pritomnosti redoxniho indikatoru Fe'/Fe™ (¢ = 1:10° mol/l) v PBS.
Prométeny byly vzdy tii skeny. Jak je vidét na obr. 3.7, pii naakumulovani DNA
dochazi ke zmén¢ tvaru kiivky a je jednozna¢né mozno urcit, jestli na elektrod¢ DNA

ptitomna je ¢i nikoli.
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Obr. 3.7 E (mV)
Cyklické voltamogramy redoxniho indikatoru Fe"/Fe"' (c = 1-107 mol/l) v PBS méfené

I (nA)

na elektrochemicky neaktivované Is-CFE (modra kiivka), elektrochemicky aktivované
Is-CFE (zelena kiivka) vlozenym potencidlem 1500 mV po dobu 180 sekund
a na DNA/Is-CFE (Cervena kiivka) pfipravené Vv roztoku DNA (cn = 10 mg/ml) pii
vloZzeném potencialu 500 mV po dobu 60 sekund. Méteno pii potencidlovém rozsahu od

500 do -100 mV. Zobrazen vzdy tieti sken.
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3.2 Detekce poskozeni DNA cytostatikem

Jako modelové cytostatikum byl vybran Elipticin, chemickym nazvem
5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol. Byl pfipraven jeho zasobni roztok
o koncentraci ¢ = 1-10™* mol/l v 96% ethanolu. Mira poskozeni DNA Elipticinem byla
stanovovana na zakladé pifimé interakce Elipticinu se strukturou DNA.

Pred zacatkem méfeni vlastniho poSkozeni bylo potieba urcit koncentraci, pfi které
se Elipticin nesrazi z vodné-ethanolického roztoku. Z pocate¢niho zasobniho roztoku
o koncentraci ¢ = 1-10™ mol/l v 96% etanolu byly pfipraveny roztoky o koncentraci
c=510° mol/l VPBS a ¢ = 1-10° mol/l vPBS. U roztoku o koncentraci
¢ = 1-10° mol/l vPBS bylo promé&feno absorpéni spektrum pomoci UV/VIS
spektrofotometru (obr. 3.8). Méfeni bylo provedeno v 1cm kiemenné kyveté v rozsahu
vlnovych délek 190-1000 nm. Nasledné bylo proméieno pii stejnych podminkéach
méfeni spektrum roztoku o koncentraci ¢ = 5-:10” mol/l v PBS a bylo sledovéno, jak
JSOu oba roztoky stabilni (obr. 3.9). Ukazalo se, ze ob¢ koncentrace jsou relativng stale a
minimalni doba, po kterou se latka v roztoku udrzi, v pfijatelném mnozstvi, je 10 min.

Pro nasledna méfeni byla vybrana koncentrace ¢ = 5-10™ mol/l v PBS.
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Obr. 3.8
Absorpéni spektrum roztoku Elipticinu o koncentraci ¢ = 5-:10° mol/l v PBS mé&fené

v jednomilimetrové kiemenné kyveté v UV/VIS oblasti v rozsahu 190-1000 nm
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Obr. 3.9
Porovnani &asové stalosti pro roztoky Elipticinu o koncentraci ¢ = 1-10° mol/l v PBS

(zelend) méfeno v1 cm kyvetd a ¢ = 5-10° mol/l vPBS (modrd) méfeno

v jednomilimetrové kyveté v UV/VIS oblasti v rozsahu 190-1000 nm

Se zvolenou koncentraci Elipticinu byla prométena ¢asova zavislost poskozeni DNA.
DNA modifikovana Is-CFE (DNA/Is-CFE) byla inkubovana vzdy 1 min v roztoku PBS
(c= 0,1 mol/l) za stdlého michani a nésledné¢ bylo provedeno métfeni pomoci CV
v piitomnosti redoxniho indikatoru Fe'/Fe"' (c = 1:10™ mol/l) v PBS. Casova zavislost
byla métena az do celkového Casu t = 15 min. Ukazalo se, ze po inkubaci DNA/Is-CFE
v roztoku PBS (bez pfitomného Elipticinu) nedochazi ke zméné CV signalu po celou
dobu méfeni. Hodnoty pro Ik a Ia byly dale zpracovany a pievedeny na zavislost
odezvy biosenzoru na ¢ase. Hodnoty pro ¢asovou zavislost po inkubaci v PBS byly
zvoleny jako 100% odezva biosenzoru.

Nasledné byla DNA modifikovana Is-CFE (DNA/Is-CFE) inkubovana vzdy 1 min
v roztoku Elipticinu o ¢ = 5-10° mol/l v PBS za stalého michani. Byly prom&fovany
Casové zavislosti az do celkového ¢asu 15 min, ale ukazalo se, ze po uplynuti 5 min
dochazi k vytvofeni rovnovazného stavu. Z tohoto divodu byl jako idealni ¢as pro

sledovani zavislosti poskozeni DNA Elipticinem zvolen ¢as 5 min.
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Nasledn¢ byla mira poSkozeni zmeéfena pomoci CV v pfitomnosti redoxniho
indikatorového systému, ktery obsahuje indikator Fe'/Fe"' (¢ = 1-10° mol/l) v PBS
a byly vyhodnoceny hodnoty pro Ik a la. Ziskané hodnoty byly dale zpracovany
a prevedeny na zavislost odezvy biosenzoru na Case inkubace (obr. 3.10). Ze ziskané
zavislosti je jasné vidét, Ze k nejvétSimu poskozeni DNA, a tim padem k niz$i odezvée
biosenzoru, dochazi bezprosttedné po styku DNA s Elipticinem. S rostoucim ¢asem
inkubace jiz k tak velkym zméndm nedochdzi a v soustavé se utvoii rovnovaha, kterd je
pravdépodobné dana zaplnénim vSech vazebnych mist na DNA a dal§i molekuly

Elipticinu se jiz nemaji kam zaclenit.
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Obr. 3.10
Zavislost relativni odezvy biosenzoru v procentech na case inkubace v roztoku

Elipticinu o koncentraci ¢ = 5-:10” mol/l v PBS po katodickou oblast (modré sloupce)

a pro anodickou oblast (¢ervené sloupce).
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Dale byla sledovana koncentracni zavislost poskozeni DNA razné koncentrovanymi
roztoky Elipticinu. Ze zésobniho roztoku o ¢ = 1-10™ mol/l v 96% ethanolu byly
piipraveny roztoky o koncentraci 1, 2, 3, 4 a 5-10™ mol/l v PBS. M&teni bylo provadéno
vzdy na novém biosenzoru.

DNAV/Is-CFE byla inkubovana 5 min za stalého michani a nasledné bylo provedeno
méfeni metodou CV V piitomnosti redoxniho indikatoru Fe'/Fe (¢ = 1-10° mol/l)
v PBS. Ziskané¢ hodnoty pro lk, la a pro potencidlovy rozdil (Ea-Ek) byly dale
zpracovany a vyhodnoceny jako relativni odezva biosenzoru v % (obr. 3.11). Jak se

ukézalo, nejvice DNA poskozuje roztok Elipticinu o koncentraci ¢ = 5-10” mol/l v PBS.

100

Odezva biosenzoru (%)

koncentrace Elipticinu (mol-105/1)

Obr. 3.11

Zavislost relativni odezvy biosenzoru v procentech na rtiznych koncentracich roztoku

Elipticinu po katodickou oblast (modré sloupce) a pro anodickou oblast (Cervené

sloupce)
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4 Zaver

V predlozené bakaléaiské praci bylo charakterizovano elektrochemické chovani
velkoplo$né uhlikové filmové elektrody (Is-CFE) v rizné koncentrovaném roztoku
ethanolu. Dals§i c¢ast této prace se zaobirala moznosti vyuziti DNA biosenzoru
zalozeného na velkoplo$né uhlikové elektrodé a nizkomolekularni DNA pro komplexni
detekci poSkozeni DNA cytostickymi 1é¢ivy a moznosti vyuziti cyklické voltamterie
(CV) jako detek¢ni metody poskozeni.

Is-CFE byla ptipravena nanesenim 10 pl uhlikového inkoustu, sloZzeného z 0,01 g
polystyrenu, 0,09 g uhliku (mikrokrystalicky uhlik CR-2) a 500 ul 1,2-dichlorethanu, na
povrch pracovni zlaté elektrody. Is-CFE byla elektrochemicky aktivovana 3 min pfi
vloZzeném potencialu 1500 mV.

Takto pripravena velkoplosna uhlikova filmova elektroda (Is-CFE) byla testovana
Vv riznych koncentracich ethanolu v PBS a byl sledovan vliv ethanolu na jeji povrch. Za
optimalni podminky méteni byla zvolena koncentrace 5% roztoku ethanolu, protoze pii
této koncentraci nedochazelo k mechanickym ani chemickym zméndm povrchu
elektrody. Pii koncentraci vyssi jak 10% etanolu jiz dochazelo k chemickym zménam
povrchu elektrody. Moznost vyuZiti takto pozménéného povrchu pro pifipravu DNA
biosenzoru by mohla byt dalsi alternativou pfi pfipravé biosenzord.

Na velkoplosné uhlikové elektrodé byla naakumulovana nizkomolekularni DNA,
ziskand z lososich spermii, pfi vloZeném potencidlu 500 mV po dobu 1 min. Timto
zpusobem byla pfipraven DNA biosenzor, ktery se nasledné pouzil pro méteni
poskozeni DNA.

Jako modelova latka byl zvolen Elipticin. BEhem méteni se ukazalo, Ze Elipticin se
zaCleniuje do struktury DNA, a vytvaii tak zlomy vlaken jeji dvoufetézcové struktury.
Cilem této prace bylo prokazat, jestli je CV dostate¢né citlivd metoda, ktera by mohla
byt vyuzita pro detekci poSkozeni DNA cytostatiky. Jak ukézalo méteni, CV se jevi
jako jednoducha, levnd a rychld metoda vhodnd k prokazani posSkozeni DNA
modelovym cytostickym 1é¢ivem. ZlepSeni podminek pro vazbu DNA na povrch

elektrody a zlepSeni citlivosti méteni jsou podméty pro dalsi praci do budoucna.
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