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Abstrakt

Ultrafialové (UV) zéafeni je béznym Ccinidlem poskozujicim DNA. Hlavni 1éze DNA, jako jsou
cyklobutanové pyrimidinové dimery (CPD) a pyrimidin-(6-4)-pyrimidonové ((6-4)PP) fotoprodukty, jsou
karcinogenni a mutagenni. Poskozeni DNA zplsobené¢ UV zafenim bylo sledované pomoci jednoduchého
elektrochemického DNA biosenzoru na bazi elektrody z ultracistého grafitu (UTGE) a nizkomolekularni
dvouvlédknové DNA (dsDNA) z lososich spermii. Biosenzor byl pfipraven adsorpci dsDNA na povrch UTGE
a nasledné pouzit pro detekci poskozeni dsDNA zplsoben¢ho UV zafenim. Zkoumani vlivu UV zafeni na
dsDNA bylo provedeno pomoci kombinace n€kolika elektrochemickych technik: square-wave voltametrie pro
ptimé sledovani oxidace DNA bazi a cyklické voltametrie (CV) a elektrochemické impedancni spektroskopie
(EIS), jako nepiimych elektrochemickych metod, s pouzitim redoxniho indikatoru [Fe(CN)e]+"3.
Optimalizace piipravy dsDNA/UTGE biosenzoru probihala metodami CV a EIS, které umoziiuji
charakterizovat povrch elektrody. Pfipraveny dsDNA/UTGE biosenzor byl vystaven UV zéfeni, jez bylo
generovano pomoci UV lampy se dvéma nestanovitelnymi vlnovymi délkami: UVC pti 254 nm a UVA pii
365 nm. UVC zéteni bylo pouZito pro poSkozeni DNA. Pokles signélu o 50 % byl zaznamenan po 20 minutach
expozice UVC zafeni. UVA zafeni bylo pouZzito pro porovnani vlivu riznych druhi UV zéfeni. Ziskané

vysledky potvrdily, Ze UV zéfeni zplisobuje strukturni zmény, poSkozeni a degradaci DNA.



Abstract

Ultraviolet (UV) radiation is a common DNA damaging agent. Major DNA lesions, such as
cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) and pyrimidine-(6-4)-pyrimidone (6-4PPs) photoproducts, are
carcinogenic and mutagenic. UV induced DNA damage was investigated using a simple electrochemical DNA
biosensor based on an ultra-trace graphite electrode (UTGE) and low molecular weight doble-stranded DNA
(dsDNA) from salmon sperm. Biosensor was prepared using adsorption of dsDNA on a surface of the UTGE
and then used to detect UV-induced DNA damage. Effects of UV radiation were investigated using a
combination of several electrochemical technics: square-wave voltammetry (SWV) for direct monitoring of
DNA base oxidation and cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS), as
non-direct methods, using redox-active indicator [Fe(CN)e]*/3~. CV and EIS, which allow characterization of
electrode surface, were used to optimize preparation of the dSSDNA/UTGE biosensor. Prepared dsDNA/UTGE
biosensor was exposed to UV radiation using UV lamp with two set wavelengths: UVC of 254 nm and UVA
of 365 nm. UVC radiation was used to damage DNA. Relative signal decrease was 50% after 20 minutes of
exposure to UVC radiation. UVA radiation was used to compare effects of different types of UV radiation.

Obtained results confirm that UV radiation causes structural changes, damage and degradation of DNA.
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1 Uvod
1.1 Cil prace

Cilem diplomového projektu je zkoumani vyuziti elektrody z ultracistého grafitu (UTGE) pro pfipravu
jednoduchého elektrochemického biosenzoru pro detekci poSkozeni dvouvldknové DNA (dsDNA)
zpusobené¢ho UV zarenim.

Byla optimalizovana piiprava dsDNA/UTGE biosenzoru. Optimalizace byla provedena pomoci
cyklické voltametrie (CV), s pouzitim redoxniho indikatoru v podobé ekvimolarni smési (¢ = 1-1073 mol I'!)
K;[Fe(CN)s] a Ky[Fe(CN)y], a elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS) s vyuzitim stejného
indikatoru. Pfi optimalizaci byly sledovany vlivy riznych koncentraci dsDNA a rGznych ¢asti akumulace pfi
adsorpci dsDNA na povrch elektrody.

Vytvoteny biosenzor byl pouzit pii detekci poSkozeni DNA zplisobeného UV zéfenim a pii porovnani
ucinku UVA a UVC zéfeni na dsDNA. Jako detek¢ni techniky byly pouzité square-wave voltametrie (SWV),
CV aEIS.

1.2 UV zareni
1.2.1 U¢inky UV zafeni

Kazdy je po celou dobu svého Zivota vystaven UV zafeni ze slunce a z mnoha umélych zdrojt.
Ultrafialové (UV) zatfeni ma kratsi vinové délky nez viditelné svétlo, ale delsi nez rentgenové zatreni. Slunce
emituje celé spektrum UV zafeni, které lze rozdélit na tii kategorie UVA (315 — 400 nm), UVB (280 — 315
nm) a UVC (100 — 280 nm). Intenzita UVB zéfeni je nepfimo imérnad zemépisné Sifce a pfimo imérna
nadmoiské vySce, zména mnozstvi UVA zafeni s geografickou polohou je minimdlni. Atmosféra (vcetné
ozonové vrstvy) absorbuje celé UVC zéteni a témet 95 % UVB zafeni, takze vétSina UV zareni dopadajiciho
na povrch Zemé se sklada vétSinou z UVA zéaieni a malého mnozstvi UVB zéaieni.!”’

UVC zafeni nedopadé na povrch Zemé, ale vytvari se pro rizné aplikace komeréné vyrabénymi UVC
lampami. Nizkotlaké rtutové lampy se pouzivaji pfi malych a stfednich pratocich vody pii desinfekénich
anebo oxidacnich procesech v tpravnach vod; takové aplikace zahrnuji Siroké spektrum typt vod (pitné vody,
podzemni vody, primyslové a odpadni vody, ultraistd voda ¢i voda ve vefejnych bazénech). Lampy
z m&kkych skel se vétSinou pouzivaji pro dezinfekci pitné vody a pro oSetfovani domacich vodnich systému
(akvaria, rybniky, soukromé bazény atd.), v transiluminatorech a sterilizaénich zafizenich. Ci§téni vzduchu,
které zahrnuje dezinfekéni a oxidacni procesy vyvolané UV zafenim, je zaddouci v systémech klimatizaci,
sterilnich mistnostech nemocnic, laboratofich a zalidnénych vetfejnych mistech. Oxidace vzduchu se pouziva
pro odstranéni zapachu (Cisticky odpadnich vod, vetejné toalety, hotely, restaurace, provozy zpracovavajici
potraviny atd.). Germicidni UVC zafeni se pouziva pro zneSkodnéni bakterii na obalovych materidlech v
potravinafském pramyslu.®
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Bézné poledni hodnoty UV indexu v Ceské republice se v 1ét& pohybuji kolem 7, coZ se povazuje jiz
za vysokou hodnotu. Tato hodnota odpovida po ptepocitani na denni ddvku UV zateni poSkozujiciho DNA
pfiblizné hodnoté 0,2 J cm2 a po prepoditani na erytemalni denni davku UV zafeni poskozujiciho DNA
pfiblizné hodnoté 0,4 J m2.%1% Prepocet UV indexu na erytemalni denni davku UV zéafeni je odvozen
z akéniho spektra pro citlivost kavkazské ktize k uZzehu pod vlivem UV zéfeni. Standardni erytemalni davka
(standard erythemal dose — SED) a minimalni erytemalni ddvka (minimal erythemal dose — MED) byly pfijaty
a standardizovany Mezinarodni komisi pro osvétlovani. MED se pouZiva pro pozorovaci studie u lidi a zvifat.
SED je standardizovana hodnota: 1 SED je ekvivalentni 100 J m erytemalné u¢inného zéaieni.'”

Malé mnozstvi UV zéfeni je uzitecné pro €loveka a esencidlni pro produkei vitaminu D. UV zafeni je
mozné pouzit pii [é€bé nékterych nemoct, jako jsou kiivice, lupus vulgaris, psoridza, vitiligo. Ale dlouhodoba
expozice UV zafeni méa negativni akutni a chronické zdravotni Gi¢inky na kiizi, o&i a imunitni systém. Uzeh a
opalovani jsou nejvice zndmé akutni i€¢inky nadmérné expozice UV zafeni. Chronické ucinky zahrnuji starnuti
ktze a rakovinu. Z&ervenéni pokoZky po vystaveni UV zafeni je zpiisobeno piedevsim UVB zafenim.>!? Mezi
nejproblematictéjsi onemocnéni, ktera souviseji s nadmérnou expozici slunecnimu svétlu, se fadi rakovina
kize a Sedy zéakal (kataraktum).’

Rakovina kiiZe je nejb&zngjsi typ rakoviny u €loveka. Dva hlavni typy nemelanomalni rakoviny kize
jsou bazalni bunécny karcinom (BCC) a karcinom dlazdicovych bunék (SCC). 80 % ptipadii nemelanomalni
rakoviny kiize pfipadd na BCC. Epidemiologické studie rakoviny kize uvadeji, Ze se toto onemocnéni
objevuje castéji u lidi pracujicich venku nez u téch pracujicich v krytych mistnostech. Melanom je nador
pigmentové buniky (melanocytu) ktize. Na rozdil od nemelanomalnich rakovin kiize, které se lec¢i chirurgicky,
maji melanomy tendence metastazovat.'>!> Mezi 2 az 3 miliony ptipadii nemelanomalni rakoviny kiize na
svEte je rocné priblizné 132 tisic melanomalnich rakovin kiize.

Jinym vaZznym problémem, ktery souvisi s u¢inky nadmérné expozice UV zafeni, je Sedy zékal. Podle
odhadi Svétové zdravotnické organizace je az 20 % ptipadl slepoty vyvolano nebo zhorSeno expozici
slune¢nimu zéafeni, zejména pak v Indii, Pakistanu a v jinych statech blizko rovniku.’

Dal8im druhem rakoviny, ktery vyvolava UV zafeni, je perordlni rakovina. Ro¢né€ je celosvétove
diagnostikovano pfiblizng 40 tisic pfipadl peroralni rakoviny. Buniky Ustni dutiny maji vyssi riziko vyvinuti
rakoviny nez tkdné kiize pfi stejné davce. Schopnost tkan€ ustni dutiny opravovat cyklobutanové pyrimidinové
dimery (CPD) je zna¢né niZ8i neZ tato schopnost bun€k pokozky. Buniky kliZze odstraiiuji cca 42 % CPD po 24
hodinach, buniky désni cca 50 % a buriky dutiny Gstni cca 17 %. Ale sniZeni schopnosti opravovat CPD nemusi
byt diivodem zvySeni karcinogenniho rizika, protoze takové buiiky jsou vétSinou odstranény apoptdzou.
Pti¢inou zvyseni karcinogenniho rizika je pravdépodobné neschopnost bun¢k dasni a bunck ustni dutiny
odstrafovat pyrimidin-(6-4)-pyrimidonové dimery [(6-4)PP].!16:17

Schopnost UVA vyvolat SCC je péttisickrat az desettisickrat niz$i nez u UVB.!3 UVB je vétSinou

absorbovano buiikami horni vrstvy pokozky, zatimco UVA prochazi hloubéji do koZznich keratinocytd,
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fibroblasti a melanocytl. Poskozeni DNA béhem bunécného déleni v bazdlni vrstvé pokozky se muiize
zakonzervovat jako somatickd mutace a stat se pfi¢inou vzniku rakoviny kize.'®2! AvSak vétSina 1ézi
zpisobenych UV zafenim se jako mutace nekonzervuji, protoze buika je chranéna celou fadou
antimutagennich mechanismii, véetné nukleotidové excizni reparace (nucleotide excision repair — NER),
zastaveni bunééného cyklu a apoptozy.?? VSechny typy UV zafeni vyvolavaji tvorbu CPD, ale UVC a UVB
UVA zéafeni molekulou DNA.*® UV zafeni piisobi na DNA jednak prostiednictvim jeho pfimé absorpce,
jednak nepfimym mechanismem, ktery zahrnuje absorpce zafeni fotosensitizérem nebo tvorbu reaktivnich

23-26

kyslikovych forem.

1.2.2 Pfima absorpce UV zareni

Hlavnimi fotoprodukty piimé absorpce UV zafeni jsou CPD a (6-4)PP. CPD je povaZovan za hlavni
kancerogenni faktor zptisobeny UV zafenim, protoZe (6-4)PP je Gi¢inné opravovan pomoci NER.273° Na rozdil
od opravy (6-4)PP, oprava CPD potlacuje vznik koZnich karcinomt tvorbou dvouvlaknovych zlomi.?’

Molérni absorpéni koeficient DNA je niZ$i nez soucet odpovidajicich koeficientd jednotlivych bazi,
protoze mira absorpce zavisi na interchromoforovych interakcich v disledku elektronového péarovani.
Nejpravdépodobnéj§im mechanismem ucinku UV zéfeni na molekulu DNA je pfenos naboje. Tento dg&j
iniciuje vznik nestabilnich intermediati (volnych radikalt) a stabilnich fotoprodukti.?!'=3* Dimerizace
pyrimidinovych bazi je pfevladajici reakce v disledku piimé absorpce UV zafeni. CPD jsou vytvoteny pies
excitovany tripletovy stav a (6-4)PP se tvoii Paterneho-Biichiho reakci. Vznik CPD nastavé, kdyz piilehlé
pyrimidinové baze absorbuji energii UV zafeni, tvofi se cyklobutanovy kruh kovalentni vazbou mezi C5 a C6
uhlikovymi atomy obou bazi. V (6-4)PP vznika necyklickd kovalentni vazba mezi C6 a C4 atomy sousednich
pyrimidind. Fotoprodukty (6-4)PP podstupuji prostfednictvim UV zafeni dal§i konverze se svym
fotoizomerem — Dewarovym pyrimidinem. Kromé béznych fotoproduktii se mohou tvofit vzacné dimery,
napt. heterodimer adenin-thymin nebo 2-imidazolon-(5-4)-pyrimidone, coz je jiny fotoizomeriza¢ni produkt
(6-4)PP. 1931

Cytosin v CPD je nestabilni a jednoduse deaminuje — vysledkem je uracilova baze. Takze CPD maji
tendenci z cytosinovym zbytkem deaminovat na uracilové CPD. CPD, (6-4)PP a Dewartiv izomer blokuji
syntézu DNA tim, ze brani pohybu DNA polymerazy béhem replikace DNA. Buniky se snazi zbavit se téchto
fotoproduktii mechanismem opravy DNA, ktery se jmenuje NER. Chyba opravovani vede k zastaveni
replikace, k tvorb& zlomii v DNA a ke smrti bufiky.3#-3°
Thymin v DNA se pii pisobeni UV zafeni o vlnové délce 270 nm pifeménuje na svij fotodimer.

Fotodimerizace nastava v thymidinovych sekvencich, kde jsou thyminové baze situovany vedle sebe.?!
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1.3.3 Vliv reaktivnich forem kysliku

Oxidacni stress probiha jako pozdni udalost (az nékolik hodin po ozafeni), coz naznacuje, ze UV zafeni
aktivuje metabolické drahy, které mohou byt zodpovédné za tvorbu zlomu ve struktufe DNA, oxidaci bazi
DNA a jina poskozeni. "

UV zéfeni generuje reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species — ROS), jako jsou hydroxylové
radikaly (HO"), superoxidovy anion radikél (O>™), peroxid vodiku (H20) a singletovy kyslik (!0,). ROS jsou
mediatory poSkozeni DNA a hraji dileZitou roli jako medidtory oxida¢niho stresu v biologickych
systémech.3”*%  Reakce ROS s pyrimidinovymi a purinovymi bazemi vyvolavaji tvorbu cca 80
identifikovanych intermediata.

Vysoce reaktivni hydroxylové radikaly u¢inn€ reaguji se vSemi Ctyfmi nukleovymi bazemi a 2-
deoxyribosovymi zbytky. Hydroxylovy radikal preferencné reaguje s C5 a C6 atomy. Dva hlavni mechanismy
reakce hydroxylovych radikalu s thyminem objevené v jaderné DNA jsou: navéazani se k 5,6-pyrimidinové
vazbé a abstrakce atomu vodiku z methylové skupiny. Navazanim k 5,6-pyrimidinové vazbé vznika cis- a
trans-diastereomer 5-hydroxy-6-hydroperoxy-5,6-dihydrothymin (Thy-Gly) — jeden s hlavnich produktt
degradace thyminu. Abstrakce atomu vodiku z methylové skupiny vede ke vzniku derivath 5-
hydroxymethyluracilu (5-HmUra) a 5-formyluracilu (5-FoUra). Bylo detekovano n¢kolik stabilnich produkti
cytosinu: 5-hydroxycytosin (5-OHCyt), 5-hydroxyuracil (5-OHUra), 5,6-dihydroxy-5,6-dihydrouracyl (Ura-
Gly), 5-hydroxyhydantoin (Hyd-Ura) a 1-karbamoyl-4,5-dihydroxy-2-oxoimidazolidin (Imid-Cyt). Oxidace
guaninu a adeninu probih4 podobnym zplisobem: reakce hydroxylového radikalti s C8 baze za vzniku §-oxo-
7,8-dihydro-2‘-deoxyguaninu (8-0x0G) a 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidinu (Fapy-Gua) a 8-
0x0-7,8-dihydro-2¢-deoxyadeninu  (8-0x0A) a  4,6-diamino-5-formamidopyrimidinu  (Fary-Ade).’
Koncentrace oxidovanych derivati adeninu je vzdycky asi o fad niz8i neZ odpovidajicich derivatt guaninu,
protoze guanine je baze DNA s nejniz§im oxida¢nim potencidlem. Toto muize vést k pfenosu elektronu
z guaninu, coZ zpusobuje vznik tandemovych klastrovych poskozeni DNA. 8-0xoG je nejenom markerem
oxidac¢niho stresu, ale i také chrani DNA od dalSiho poSkozeni tim, Ze je je$té snadnéji oxidovatelny nez
guanin.****  Analyza bun&k poskozenych UV zafenim ukéazala, Ze oxidaéni poSkozeni DNA ma
pravdépodobné maly vliv na celkovou toxicitu a mutagenitu, protoZe je generovano v mnozstvi o 2 az 3 fady
niz§im nez CPD nebo (6-4)PP a snadno se opravuje. 50% 8-0x0G je odstranéno bunécnymi opravnymi
mechanismy béhem 6 hodin, Z4dna vyznamna oprava CPD za stejny ¢as pozorovana nebyla, 446

Hydroxylové radikély zpiisobuji pfevazné vznik zloml vldkem DNA, a to mechanismem zahrnujicim
abstrakce atomi vodiku z atomti C3, C4 a C5. Kompetitivni reakce se sacharidy vedou k tvorbé tandemovych
1ézi a aduktd 2-deoxyribosy.”

Peroxid vodiku je produktem dismutace superoxidového anion radikdlu a téméf nereaguje s DNA

bazemi a 2-deoxyribosou, pokud neni pfitomny iont pfechodného kovu (napi. Zelezo podporuje vznik
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hydroxylovych radikalt; méd’ podporuje vznik singletového kysliku).>*#!47 Singletovy kyslik selektivng
oxiduje guaninové baze (vznika 8-oxoGua) a mize dal oxidovat meziprodukty radikalové oxidace.*!4?

Oxidaéni stress mize nasledné zptsobit nezddouci ucinky, jako je peroxidace lipidd a proteini.'®
Reakci, ve kterych je oxidacni stres zplisobeny UV zafenim, se tc¢astni malé¢ biomolekuly (napf. riboflavin,
tryptofan, porfyrin, chinony), které se chovaji jako endogenni fotosenzitizéry a vznikaji ROS.!!*** Endogenni
fotosenzitizéry mohou ucinkovat prostfednictvim jednoelektronové (nebo jednoprotonové) reakce
(mechanismus typu I) anebo pies tripletovy pfenos energie s tvorbou singletového kysliku (mechanismus typu
I1).40

Riboflavin se u¢astni degradace guaninu mechanismem typu I1.*¥ Melanin ma dvoji roli fotoprotektoru
a fotosenzitizéru: pti pfimé vazbé na DNA je pfimym fotosenzitizérem (podporuje tvorbu ROS), ale ochrafiuje
také k71 pred spalenim, poSkozenim DNA, mitochondrialni produkci superoxidu jako fotoprotektor, a to diky
svému neobvykle Sirokému absorpénimu spektru.'®*° Poskozeni DNA zplsobené UV ziifenim klesa
v roztocich obsahujicich tryptofan, protoZe tryptofan je sloucenina, ktera preferenéné absorbuje UV zaieni.?®

Vétsina produktl oxidace 2-deoxyribosy jsou produkty reakce s hydroxylovym radikalem.*' V 2-
deoxyribose DNA je mozné oxidace kazdé z péti pozic mechanismem abstrakce atomu vodiku za vzniku

radikalu centralizovaného na ukliku, ktery mize vazat dalsi kyslik pro vznik dal$iho peroxylového radikalu.>

1.3.4 Dalsi produkty poSkozeni DNA UV zafenim

Dalsimi typy poskozeni DNA UV zéifenim jsou mezifetézcové miistky (DNA-protein kroslinky),
jedno- a dvouvlaknové zlomy (single- (SSB) / double-strand breaks (DSB)).?

Mezitetézcové mustky vznikaji, kdyZ se proteiny kovalentné vazi na chromosomélni DNA. Vazba
muze byt iniciovand reakci bocnich fetézcl bilkoviny s elektrofilnimi lézemi DNA. Reakce ROS
s guaninovymi, cytosinovymi nebo thyminovymi bdzemi DNA a lysinovymi nebo tyrosinovymi postrannimi
fetézci bilkovin tvofi volné radikaly nebo elektrofilni 1éze, které mohou nésledné reagovat s jinymi
makromolekulami tak, ze zplisobuji vznik kovalentniho mezitfetézcového mistku. Napi. oxidovana abazicka
mista vznikajici pisobenim ROS (2-deoxyribosalakton) mohou tvofit amidové konjugaty s takovymi proteiny,
jako jsou Escherichia coli endonuklasa I1I a DNA polymeraza f3.°!

UV zafeni vyvolava SSB a DSB. Hromadéni SSB v tésné blizkosti (cca 1 spirdlovy obrat molekuly
DNA) se nazyva klastrova nebo komplexni 1éze. Klastrové 1éze mohou vznikat pti oxida¢nich procesech nebo
pfi ioniza¢nim ozéafeni. Pokud nejsou klastrové 1éze opraveny b&hem faze G1 bunééného riistu, jsou opravnym
mechanismem vystfihnuty, a takovym zplGsobem vznikd DSB. B&hem bunécéné faze S mohou DSB
zplisobit chromozomalni aberace.’>-8
UV zafeni vyvolava charakteristickou zaménu cytosinu (C) za thymin (T) a tandemovou zaménu CC

za TT. Tyto dv& mutace jsou povazovany za typické cile pro dimerizaci zptsobenou UV zaienim.?02734 Tyto
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typické mutace byly detekované v genu p53 lidi trpicich SCC.2%?7 Pfechodové mutace genu p53 se vyskytuji
v 90 % SCC a v 50 % BCC.?°

Protein p53 je znam jako latka protirakovinné ¢i latka potlacujici vznik nédord, a to diky jeho
schopnosti kontrolovat normalni rist a geonomickou stabilitu zastavenim faze G1 bunécného cyklu indukci
apoptdzy v odpovédi na bunécny stres. p53 se aktivuje fosforylaci na jednom nebo nékolika serinovych
zbytcich. V jadfe se vaZze na zesilovaé/promotér cilového genu, a tim reguluje jeho transkripci. p53 je faktor
transkripce DNA s kratkou dobou zZivota. Normalné je pfitomné velmi malé mnozstvi p53, ale v odpovédi na
poskozeni se protein akumuluje, bunéné déleni se zastavuje a zacind se oprava DNA. SSB a DSB spolu
s pyrimidinovymi dimery zpisobenymi UV zéafenim vyvolavaji fosforylaci p53 na né€kolika serinovych

zbytcich. Nadmérna indukce p53 mize vyvolat apoptozu.2%->9-6!

2 Experimentalni ¢ast
2.1 Pouzité chemikalie a roztoky

K ptipravé vSech vodnych roztokl byla pouzita deionizovana voda produkovana systémem Millipore
Q-plus systém (Millipore, USA). Dalsi pouzité chemikalie byly:
« fosfatovy pufr (PBS) o koncentraci 0,1 mol I"! (pH 7,0) byl pfipraven rozpousténim 23,9 g dodekahydratu
hydrogenfosforeénanu disodného (&istota p.a., Lachema, CR) a 6,6 g monohydratu dihydrogenfosfore¢nanu
sodného (&istota p.a., Lachema, CR) v deionizované vodé. Celkovy objem piipraveného roztoku byl 1,0 1.
* roztok dsDNA v PBS, koncentrace 10 mg ml!, pfipraven rozpusténim 100 mg z nizkomolekularni dSSDNA
z lososich spermii (dsDNA; Product No. 31149, Sigma—Aldrich, USA) v 10 ml fosfatového pufru o pH 7,0.
Roztoky o nizsich koncentracich byly pfipravené rozpousténim zasobniho roztoku dsDNA v PBS.
Nizkomolekularni dsDNA z lososich spermii byla skladovéana v lednici pfi teploté 4 °C.
« ekvimolarni smés hexakyanoZelezitanu draselného (&istota p.a., Lachema, CR) a hyxakyanoZeleznatanu

draselného (Gistota p.a., Lachema, CR) o koncentrace 1-10-3 mol 1! byla pfipravena v 500-ml odmérné baice

rozpousténim 0,1651 g K, [Fe(CN) ] a 0,2101 g K,[Fe(CN),]-3H-0 ve fosfatovém pufru o pH 7,0.

2.2 Pristroje a zarizeni

Cyklickd voltametrie (CV), elektrochemickd impedancni spektroskopie (EIS) a square-wave
voltametrie (SWV) byly méteny na pfistroji MicroAutolab III/FRA 2 (Eco Chemie, Nizozemsko). Pro méteni
CV a SWV byl pouzit software GPES (General Purpose Electrochemical System), verze 4.9, a pro méfeni EIS
byl pouzit software FRA (Frequency Response Analysis), verze 4.9. MicroAutolab III/FRA 2 byl fizen stolnim
pocitacem s operacnim systémem Microsoft Windows XP Professional. Vysledky byly zpracovany
programem Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, USA) a grafy byly vytvofeny v programu Origin
Pro verze 8.0 (OriginLab, USA).
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Me¢éteni probihala ve tfielektrodovém zapojeni sestavajicim se z argentchloridové referentni elektrody
(typ RAE 113, 3 mol 1! KCI, Monokrystaly, CR), platinové pomocné elektrody (typ PPE, Monokrystaly, CR)
a pracovni elektrody z ultracistého grafitu (Ultra-Trace-Graphit-Electrode — UTGE) s primérem disku 2 mm
(Metrohm, Svycarsko) (obr. 2-1). UTGE nema piesné definovany mikrostrukturni profil. Elektroda se sklada
zporézni grafitové struktury vyplnéné epoxidovou pryskyftici. Elektroda o priméru disku 2 mm je
zapouzdiena v téle z polyetheretherketonu (PEEK) pomoci epoxidové pryskyftice. Elektrochemicky aktivni
uhlikové c¢astice jsou na povrchu i uvnitf elektrody nepravidelné distribuované. UTGE vykazuje chovani

podobné mikroelektrodam.5?

Obr. 2-1 Elektroda z ultracistého drafitu (UTGE).
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Obr. 2-2 Elektroda z ultracistého grafitu (UTGE), schéma poskytuje vyrobce. A — primér disku 2 mm (0,1
mm), B — primér disku celé elektrody 7 mm, C — kontakt o velikosti M3, D — délka elektrody 52,5 mm.
Expozice UV zafeni byla provedena pomoci UV lampy s dv€ma nastavitelnymi vlnovymi délkami

zafeni UVC (254 nm) a UVA (365 nm) (model IV, vykon 2x15 W, P-LAB, CR).

2.3 Pracovni postupy

Vsechny experimenty se skladaly z ¢tyt nasledujicich krokd: mechanického ¢isténi povrchu UTGE;
elektrochemické adsorpce dsDNA na povrchu UTGE; expozice ptipraveného dsDNA/UTGE biosenzoru UV
zafeni; detekce a vyhodnoceni poSkozeni dsDNA indukovaného UV zéafenim. Elektrochemickd detekce
poskozeni dsDNA byla provadéna pomoci ptimé elektrochemické metody zalozené na oxidaci bazi dsSDNA
(square-wave voltametrie (SWV)) a neptimych elektrochemickych metodach (cyklicka voltametrie (CV) a

elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS)) s pouzitim redoxniho indikétoru [Fe(CN)6]4‘/ 3-. DNA byla

na povrch UTGE adsorbovana pomoci elektrochemické akumulace s pouZitim vybraného akumula¢niho

potencidlu a ¢asu akumulace. Kazdy zaznam byl proveden s nové ptipravenym dsDNA/UTGE biosenzorem.
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2.3.1 Elektrochemicka méreni

Cyklickd voltametrie (CV) byla mé&fena v 10 ml ekvimolarni smési (¢ = 1-107% mol 1)
K;[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)] v PBS pii rychlosti polarizace byla 0,05 V s7!, s potencialovym krokem 0,003 V a
v potencidlovém rozsahu od 0 V do 0,5 V.

Vysky pikt (elektricky proud piku, vySka anodického piku (/,.) a vySka katodického piku (Zpx))
[Fe(CN) 6]4‘/ 3~ byly vyhodnoceny z extrapolované linearni asti voltamogramu pred zac¢atkem piku.

Relativni odezva biosenzoru byla vypoctena podle vzorce ASre (%) = [(S1 — S)/(So— S)] x 100, kde So
a S1 jsou signaly zmétené pied a po expozici biosenzoru UV zafeni a S je signal zméfeny na elektrodé bez
dsDNA.

Elektrochemicka impedancni spektroskopie (EIS) byla méfena v 10 ml ekvimolarni smési (¢ = 1-1073
mol 1"1) K;[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)y] v PBS pii polarizaénim potencialu 0,225 V. Rozsah pouzitych frekvenci
byl 0,1 az 5000 Hz (mé&feno 51 bodit), potencialova amplituda byla 0,01 V. Pfi méfeni EIS byl sledovan odpor
prenosu naboje (Rct). Tato hodnota byla ziskdna z Nyquistovych grafi jejich fitovanim pomoci funkce Fit
v softwaru FRA. Nahradni fitovaci obvod mél slozeni R1(Q1[R2W1].

Square-wave voltametrie (SWV) byla mé&fena v 10 ml PBS (¢ = 0,1 mol I, pH 7,0) s nasledujicimi
parametry: potencidlovy rozsah od 0 V do 1,8 V, frekvence 200 Hz, potencidlovy krok 0,015 V, amplituda
potencidlu 0,05 V. Byly vyhodnocovany piky guaninu a adeninu a jejich vysky byly piepocteny na relativni
odezvu biosenzoru podle vzorce Sre1 (%) = (S1/50) x 100, kde Soa Si1 jsou signaly zméfené pied a po expozici

biosenzoru UV zafeni.

2.3.2 Prace s biosenzorem

Akumulace dsDNA byla provadéna z 10 ml roztoku nizkomolekularni dsDNA (¢ = 10 mg ml '), na
elektrodu byl po dobu 1 min vkladan potencial 0,5 V.

Cisténi elektrody probihalo mechanicky, otfenim elektrody o sametovou podlozku potfenou suspenzi

oxidu hlinitého (velikost ¢astic 0,5 um) ve vode¢.

3 Vysledky a diskuze
3.1 Optimalizace pripravy dsDNA/UTGE biosenzoru

Elektrochemicky DNA biosenzor na bazi UTGE (dsDNA/UTGE biosenzor) byl piipraven adsorpci
dsDNA na povrchu UTGE. Povrch UTGE byl ¢i§tén mechanicky (olesténim pomoci suspenze oxidu hlinitého;
velikost ¢astic 0,5 um) a oplachnut deionizovanou vodou. Optimalni parametry adsorpce dsDNA byly hledany
pro koncentraci dsDNA a ¢as adsorpce. Adsorpéni potencial (Eadgs = 0,5 V) byl pfevzat z publikace.5
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Obr. 3-1. Zavislost poklesu I, redoxniho indikatoru [Fe(CN)s]*"*~ (¢ = 1:107 mol I'") (hodnota 100 %
odpovidéa odezvée ziskané ne nemodifikované UTGE) na dobé akumulace dsDNA (%) o koncentraci 0,1 mg

ml!; méfeno na dsSDNA/UTGE technikou CV v PBS (¢ = 0,1 mol 1"}, pH 7,0); akumulace dsDNA byla
provedena pii potencialu 0,5 V. 1 — I,,a, 2 — Lk
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Obr. 3-2. Zavislost poklesu I, redoxniho indikatoru [Fe(CN)s]*"*~ (¢ = 1:107 mol I'") (hodnota 100 %

odpovidé odezvée ziskané ne nemodifikované UTGE) na dobé akumulace dsDNA (%) o koncentraci 1 mg ml~

I, méfeno na dSDNA/UTGE technikou CV v PBS (¢ = 0,1 mol I'!, pH 7,0); akumulace dsDNA byla provedena
pti potencidlu 0,5 V. 1 — Ipa, 2 — Ip .
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Akumulace dsDNA probihala pfi koncentracich 0,1 mg ml™!, 1 mgml! a 10 mg ml™! po dobu 30's, 1
min, 2 min, 3 min a 5 min. Méfeni bylo provedeno metodami CV a EIS. Po akumulace byl ptipraveny
biosenzor inkubovan v PBS 5 s pfed méfenim. Namétené zmény vysek CV piki /. a I, x redoxniho indikéatoru
[Fe(CN)6]*"*~ jsou zobrazeny na obr. 3-1 pro koncentraci dsDNA v akumulaénim roztoku 0,1 mg ml™!, na
obr. 3-2 pro koncentraci 1 mg ml™! a na obr. 3-3 pro koncentraci 10 mg ml!. Zaznamenané zmény Rcr pii
EIS jsou zobrazeny na obr. 3-4 pro koncentraci 0,1 mg ml!, na obr. 3-5 pro koncentraci 1 mg ml! a na obr.
3-6 pro koncentraci 10 mg ml ™!,

Adsorpce DNA ovliviiuje pfenos naboje a odporové vlastnosti elektrody. Zaporné nabity redoxni
indikator [Fe(CN)s]**~ ukazuje pfitomnost vrstvyy DNA na elektrodovém povrchu prostfednictvim
elektrostatického odporu vic¢i zaporn€ nabitym fetézcim DNA — ¢im vEétsi mnozstvi DNA je na povrchu
navazano, tim je repulzni odpor vétsi. Tato zména se projevuje poklesem signalu redoxniho indikatoru na
cyklickém voltamogramu. Pfi koncentraci dsDNA 10 mg ml™! a dobé akumulace 1 min (obr. 3-7) byl
zaznamenan pokles signélu ziskaného na dsDNA/UTGE biosenzoru v porovnani se signalem ziskanym na
nemodifikované UTGE o 2,48 pA. Delsi doba akumulace (5 min) vedla k poklesu piku az o 3 pA, takovy
narlist zména signalu vSak nevyvazi prodlouZeni celé procedury piipravy biosenzoru, proto byly optimalni

podminky pro piipravu biosenzoru zvoleny nasledovné: cpna = 10 mg ml™! a ;= 1 min).

p

-
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64 |- 2
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Obr. 3-3. Zavislost poklesu I, redoxniho indikatoru [Fe(CN)s]*"*~ (¢ = 1:107 mol I') (hodnota 100 %

odpovidéa odezvé ziskané ne nemodifikované UTGE) na dobé akumulace dsDNA (#.x) o koncentraci 10 mg
ml!; méfeno na dsSDNA/UTGE technikou CV v PBS (¢ = 0,1 mol 1"}, pH 7,0); akumulace dsDNA byla

provadéna pii potencialu 0,5 V. 1 — L4, 2 — Lk

20



700

600 |-

500 - i
< i /
o 400 |- i
©
2
@
Z 300k i
I\
|
200 | -
100 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5

Obr. 3-4. Zavislost nartistu Rct (hodnota 100 % odpovida odezvé ziskané ne nemodifikované UTGE) na dobé
akumulace dsDNA (%) o koncentraci 0,1 mg ml™!; méfeno na dsDNA/UTGE technikou EIS v PBS (¢ = 0,1
mol 1!, pH 7,0) pomoci redoxniho indikatoru [Fe(CN)s]*~ (¢ = 1-103 mol I'!); akumulace dsDNA byla

provadéna pii potencialu 0,5 V.
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Obr. 3-5. Zavislost nartistu Rct (hodnota 100 % odpovida odezvé ziskané ne nemodifikované UTGE) na dobé
akumulace dsDNA (%) o koncentraci 1 mg ml™!'; méfeno na dSDNA/UTGE technikou EIS v PBS (¢ =0,1 mol
I"!, pH 7,0) pomoci redoxniho indikatoru [Fe(CN)e]**~ (¢ = 1-10 mol I'); akumulace dsDNA byla

provadéna pii potencialu 0,5 V.
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Obr. 3-6. Zavislost nartistu Rct (hodnota 100 % odpovida odezvé ziskané ne nemodifikované UTGE) na dobé
akumulace dsDNA () o koncentraci 10 mg ml™!'; méfeno na dsDNA/UTGE technikou EIS v PBS (¢ = 0,1
mol I"!, pH 7,0), pomoci redoxniho indikatoru [Fe(CN)s]*"*~ (¢ = 1-10 mol I'"); akumulace dsDNA byla

provadéna pii potencialu 0,5 V.
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Obr. 3-7. Cyklické voltamogramy zaznamenané na UTGE (1) a na dSDNA/UTGE (2) (cona = 10 mg ml™, zax
=1 min) v PBS (¢ = 0,1 mol I'!, pH 7,0) pomoci redoxniho indikatoru [Fe(CN)e]*"3~ (¢ = 11073 mol I'!).
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Na Nyquistové grafu je adsorpce dsSDNA charakterizovand zvySenim priméru pllkruhu, ze kterého se

pocita odpor pfenosu naboje (obr. 3-8). Hodnota Rct za optimalnich podminek ¢inila 3,7 kQ.

80 I | [

-Z" 1 kQ

Obr. 3-8. Nyquistovy grafy zaznamenané na UTGE (1) a na dsDNA-UTGE (2) (cona = 10 mg ml™!, zac = 1
min) v PBS (¢ = 0,1 mol I"!, pH 7,0) pomoci redoxniho indikatoru [Fe(CN)e]*"3~ (¢ = 1-103 mol I'").

3.3 Detekce poskozeni DNA UV zafenim
3.3.1 Square-wave voltametrie (SWYV)

SWV je citlivd metoda dovolujici pouziti relativné rychlych skent (aZ jednotky V s!) pro detekci
poskozeni dsDNA. Pti detekci poSkozeni DNA byly zméfené signaly dsDNA pred a po expozici UVC zéteni.
Byly pozorované tfi oxidacni piky bazi vazanych v DNA (obr. 3-9): p — pik guanosinu, pa — pik adenosinu a
prc — pik thymidinu a cytidinu. Tyto anodické voltametrické piky byly pozorované pfi potencidlech pg — 1,0
V (pc), 1,3 V (pa) a 1,6 V (pcr). Jen pik guanosinu byl pouzit v dalSim studiu pomoci piipraveného
dsDNA/UTGE biosenzoru. Pik pfed pikem guanosinu blizko 0,8 V je pravdépodobné pikem volného
guanosinu (guanosinmonofosfatu) nezaclenéného do struktury dsDNA®4®S) ktery je piitomny v roztoku
v disledku slabych degradacnich zmén vyvolanych dlouhym skladovanim chemikalie. Ke zméndm sloZeni
DNA dochazi i pti skladovani DNA v lednicce pfi teploté 4 °C.

Ptipraveny dsDNA/UTGE biosenzor byl vystaven UVC zéteni po dobu expozice (fexp) 2, 5, 10 a 20
min. SW voltamogramy byly zaznamenané ve fosfatovém pufru (pH=7,0). Vyska piku guanosinu se snizovala
se zvySenim doby expozice. Zaznamy dsDNA/UTGE (korigované na zékladni linii) pfed a po expozici UVC

zatfeni jsou uvedeny na obr. 3-9 pro vzdalenost biosenzoru od zdroje zafeni 1 cm, na obr. 3-10 pro vzdalenost
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2 cm a na obr. 3-11. pro vzdalenost 3 cm. Relativni odezvy biosenzoru vyhodnocené z guanosinovych pikl
jsou zobrazené na obr. 3-12.

Piky guanosinu a adenosinu se snizovaly se zvySujicim se ¢asem expozice UVC zafeni. Vétsi oxidace
byla pozorovand pifi men$i vzdéalenosti od zdroje zafeni. Rychly a strmy pokles relativni odezvy
dsDNA/UTGE biosenzoru byl pozorovan pii vzdalenosti 1 cm. Béhem 2 min klesnul pik guanosinu na 36 %
jeho plvodni vysky. Pfi vétSich vzdalenostech byl pokles piku guanosinu po 2 min: 22 % pii vzdalenosti 2
cm a 6 % pii vzdalenosti 3 cm. Pik guanosinu se snizoval pfi zvySeni Casu expozice a pii nejdelSich ¢asech
klesal az na 50 % své plivodni vysky.

Metodou SWV pozorujeme jen celkovou oxidaci bazi a nemlzZeme urcit, jaky byl detailni

mechanismus poskozeni dsDNA.
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Obr. 3-9. SWV odezvy bazi dSDNA na dsDNA/UTGE biosenzoru zaznamenané v PBS (¢ = 0,1 mol I'!, pH
7,0) pted a po expozici UVC zéteni. Oxida¢ni signaly: pc — pik guanosinu, pa — pik adenosinu, pcr — pik
thymidinu a cytidinu. dSSDNA/UTGE biosenzor byl vystaven UVC zéafeni na dobu exposice fexp (min): 0 (1),
2(2),5(3), 10 (4) a 20 (5) pti vzdalenosti 1 cm.
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Obr. 3-10. SWV odezvy bazi dsDNA na dsDNA/UTGE biosenzoru zaznamenané v PBS (¢ = 0,1 mol I}, pH
7,0) pted a po expozici UVC zéteni. Oxida¢ni signaly: pc — pik guanosinu, pa — pik adenosinu, prc — pik
thymidinu a cytidinu. dSDNA/UTGE biosenzor byl vystaven UVC zafeni na dobu exposice fexp (min): 0 (1),
2(2),5(3), 10 (4) a 20 (5) pti vzdalenosti 2 cm.
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Obr. 3-11. SWV odezvy bazi dsDNA na dsSDNA/UTGE biosenzoru zaznamenané v PBS (¢ = 0,1 mol I'!, pH
7,0) pted a po expozici UVC zateni. Oxida¢ni signaly: pc — pik guanosinu, pa — pik adenosinu, prc — pik
thymidinu a cytidinu. dSSDNA/UTGE biosenzor byl vystaven UVC zéieni na dobu exposice fexp (min): 0 (1),

2(2),5(3), 10 (4) a 20 (5) pti vzdalenosti 3 cm.
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Obr. 3-12. Zavislost relativnich odezev biosenzoru vyhodnocené z piku guanosinovych zbytki v dsDNA (pg
— 1,0 V) na dobé exposice (Zexp) biosenzoru UVC zéfeni o vinové délce 254 nm. Méfeni provedeno pfi tiech

ruznych vzdalenostech od zdroje zafeni: 1 cm (1), 2 cm (2) a3 cm (3); n = 3.

3.3.2 Cyklicka voltametrie (CV) a elektrochemicka impedanéni spektroskopie (EIS)

Pfi vyzkumu metodami CV a EIS se pouziva redoxni indikator [Fe(CN)¢]*"3~

, ktery neptimo
poukazuje na pfitomnost vrstvy DNA na elektrodovém povrchu zvySenym odporem pienosu svého néboje
vlivem elektrostatické repulze zaporné nabitého fetézce DNA. Indikéatory se pouzivaji pro detekci pfitomnosti
a poSkozeni DNA a pro jednoduchou elektrochemickou a elektrickou charakterizace elektrodového povrchu.
Vysky anodického (1) a katodického (Ipx) piku 1 mmol I”! [Fe(CN)s]*/3~ byly zméfeny CV a odpor pienosu
naboje (Rcr) byl zméfen EIS pied a po expozici dSDNA/UTGE biosenzoru UVC zafeni.

dsDNA/UTGE biosenzor byl vystaven expozici UVC zafeni po rozli¢nou dobu (2, 5, 10 a 20 min).
Relativni odezva biosenzoru byla vypoctena z hodnot 7, s, Ipx a Rer.

Pro CV (obr. 3-13, 3-14 a 3-15) se relativni odezvy dsDNA/UTGE biosenzoru zvySovaly se zvySenim
doby expozice UVC zafeni pii vzdalenosti 3 cm od jeho zdroje. Po 20 minutach doSlo ke zvySeni signalu na
189 % (obr. 3-15 a 3-16). Takova zména ukazuje na tvoteni vice kompaktni vrstvy DNA na povrchu elektrody.
Takova vrstva muze vzniknout v disledku rozpadu fosfodiesterovych vazeb v dsDNA a tvorby CPD, (6-4)PP
a jinych oxida¢nich adukti nukleovych béazi. Pti vzdalenosti 2 cm pozorujeme po 20 minutach expozice UVC
zateni zvySeni signéalu na 134 % (obr. 3-14 a 3-16). Pti mensi vzdélenosti od zdroje UVC zafeni (1 cm) doslo

ke sniZeni relativni odezvy biosenzoru. Signal poklesl na 63 % (obr. 3-13 a 3-16). SniZeni signalu ukazuje na
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uvolnéni dsDNA z povrchu elektrody v disledku jeji degradace — pravdépodobné dochézi pii vétsim stupni

poskozeni ke vzniku jednofetézcovych zlom.

17 1A

Obr. 3-13. Cyklické voltamogramy 1 mmol I"! [Fe(CN)s]*"*~ v PBS (¢ = 0,1 mol I}, pH 7,0) zaznamenané na
dsDNA/UTGE biosenzoru, ktery byl vystaven UVC zatfeni po dobu expozice fexp (min): 0 (1), 2 (2), 5 (3), 10

(4) 220 (5) pti vzdélenosti 1 cm od zdroje zareni.

I/ pA

Obr. 3-14. Cyklické voltamogramy 1 mmol I"! [Fe(CN)s]*"*~ v PBS (¢ = 0,1 mol I}, pH 7,0) zaznamenané na
dsDNA/UTGE biosenzoru, ktery byl vystaven UVC zatfeni po dobu expozice fexp (min): 0 (1), 2 (2), 5 (3), 10

(4) 220 (5) pti vzdélenosti 2 cm od zdroje zareni.
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17 A

Obr. 3-15. Cyklické voltamogramy 1 mmol I"! [Fe(CN)s]*"*~ v PBS (¢ = 0,1 mol I}, pH 7,0) zaznamenané na
dsDNA/UTGE biosenzoru, ktery byl vystaven UVC zafeni po dobu expozice (t.xp) (min): 0 (1), 2 (2), 5 (3),
10 (4) a 20 (5) pti vzdalenosti 3 cm od zdroje zéafeni.
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Obr. 3-16. Zavislost relativni odezvy biosenzoru (ASre1) vypocitané z vySek anodickych a katodickych pikt
redoxniho indikatoru [Fe(CN)s]*"3~ na dobé& expozice biosenzoru UVC zéfeni o vlnové délce 254 nm. Méfeni
provedeno pii tie riiznych vzdalenostech biosenzoru od zdroje zateni: 3 cm — pa (1), Ik (2), 2 cm — L. (3),
Lix (4), L cm —1Ipa (5), Lx (6); n=3.

28



-Z2" 1 kQ
N
I
[ ]

Obr. 3-17. Nyquistovy grafy zaznamenané v pfitomnosti 1 mmol I"' [Fe(CN)s]*"*~ v PBS (¢ = 0,1 mol I'!, pH
7,0) na dsSDNA/UTGE biosenzoru, ktery byl vystaven UVC zafeni po dobu expozice fexp (min): 0 (1), 2 (2), 5
(3), 10 (4) a20 (5) pti vzdalenosti 1 cm od zdroje zafeni.
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Obr. 3-18. Nyquistovy grafy zaznamenané v pfitomnosti 1 mmol I"! [Fe(CN)s]*"*~ v PBS (¢ = 0,1 mol I!, pH
7,0) na dsSDNA/UTGE biosenzoru, ktery byl vystaven UVC zafeni po dobu expozice fexp (min): 0 (1), 2 (2), 5
(3), 10 (4) a20 (5) pti vzdalenosti 2 cm od zdroje zafeni.
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Obr. 3-19. Nyquistovy grafy zaznamenané v pfitomnosti 1 mmol I"! [Fe(CN)s]**~ v PBS (¢ = 0,1 mol I, pH
7,0) na dsSDNA/UTGE biosenzoru, ktery byl vystaven UVC zafeni po dobu expozice fexp (min): 0 (1), 2 (2), 5
(3), 10 (4) a20 (5) pti vzdalenosti 3 cm od zdroje zafeni.
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Obr. 3-20. Zavislost relativni odezvy biosenzoru (ASwi) vypocitané z hodnot Rer [Fe(CN)s]*>~ na dobg
expozice (fexp) dSDNA/UTGE biosenzoru UVC zéteni o vinové délce 254 nm. Méteni provedeno pro tfi riizné

vzdalenosti od zdroje zafeni: 1 cm (1), 2 cm (2) a3 cm (3); n= 3.



Vysledky ziskané pomoci EIS (obr. 3-17, 3-18 a 3-19) dobfte koreluji s t¢émi z CV. Relativni odezva
biosenzoru vyhodnocena z hodnot odporu pienosu ndboje vzrostla na 350 % pii méfeni po 20 minutach
ozéfeni pfi nejvyssi vzdalenosti 3 cm (obr. 3-19 a 3-20). Pfi vzdalenosti 2 cm se hodnota zvysila na 190 %

(obr. 3-18 a 3-20) a pii nejmensi vzdalenosti (1 cm) snizila na 70 % pivodni hodnoty (obr. 3-17 a 3-20).

3.2.3 Porovnani vlivu UVA a UVC zareni

Riizné vinové délky vyvolavaji rizné typy a stupné poskozeni DNA. Poskozeni DNA zplsobené¢ UVA
zafenim je mnohokrat mensi neZ poSkozeni vyvolané UVC zafenim. UVA zéfeni vyvolava tvorbu reaktivnich
kyslikovych forem, které zptisobuji oxidativni poSkozeni DNA.

Ptipraveny dsDNA/UTGE biosenzor byl vystaven UVA zéfeni o vinové délce 365 nm po dobu
expozice (fexp) 2, 5, 10 a 20 min a vliv zéfeni byl sledovan metodami SWV, CV a EIS. Relativni odezvy
biosenzoru jsou ukézany na obr. 3-21. Z nich je patrné, Ze ani v jednom ptipad¢é neklesa primérna odezva
biosenzoru pod 90 %. Pravdépodobné pfi vlnové délce 365 nm dochézi jen k drobnym poSkozenim dsDNA
pfimym fotochemickym mechanismem. To potvrzuje, Ze UVA zéfeni poskozuje dsDNA, ale jeho vliv je
vyznamné mensi nez vliv UVC zéfeni, coz je ddno piedevSim niz8§i schopnosti DNA absorbovat zafeni

o vyssich vlnovych délkach.
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Obr. 3-21. Zavislost relativnich odezev biosenzoru (Sre) vypocitanych z SWV pikli guanosinu (1), 1,2 (2) a
Lyx (3) [Fe(CN)6]*"* pii CV a Rcr (4) [Fe(CN)6**~ pii EIS na dobé expozice (fexp) dSSDNA/UTGE biosenzoru

UVA zafeni o vinové délce 365 nm; n = 3.



4 Zavér

V predlozené diplomové praci byla provedena optimalizace ptipravy dsDNA/UTGE biosenzoru a
elektrochemicka detekce poskozeni DNA zptisobeného UV zéafenim (konkrétné zatenim typu UVC a UVA).
Biosenzor byl zaloZen na elektrod¢ z ultracistého grafitu (UTGE) a nizkomolekularni dvouvlaknové DNA
(dsDNA) zlososich spermii imobilizované na povrch elektrody akumulaci za konstantniho potenciélu.
Pomoci cyklické voltametrie (CV) a elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS) byl charakterizovan
povrch elektrody.

UV zafeni zptsobuje poskozeni DNA, které vede ke strukturnim a degrada¢nim zménam DNA. Pro
detekci poskozeni DNA UV zéfenim byl pouzit dsSDNA/UTGE biosenzor. Mira poskozeni byla stanovena
pomoci metod CV a EIS s pouzitim redoxniho indikatoru [Fe(CN)s]*"*~ a detekce oxidace nukleovych bézi
pomoci metody square-wave voltametrie (SWV). Poskozeni DNA bylo pozorovdno na dsDNA/UTGE
biosenzoru pomoci poklesu vysky piku guanosinu metodou SWV, pomoci zmény voltametrické odezvy
(vysek anodického a katodického piku) redoxniho indikatoru [Fe(CN)s]**~ metodou CV a pomoci zmény

143~ pti metodé EIS. Ziskané vysledky potvrdily, Ze UV zafeni zpiisobuje

odporu ptenosu naboje [Fe(CN)s
poskozeni a degradaci DNA — dochazi k oxidaci bazi, vznikaji oxida¢ni adukty a jednofetézcové zlomy.
Rovnéz bylo zjisténo, ze UVA zéteni poskozuje dsSDNA vyznamné méné nez zateni UVC a ze celkova mira
poskozeni dsDNA je imérna i zmenSujici se vzdalenosti biosenzoru od zdroje zéteni.

Nov¢ ptipraveny dsDNA/UTGE biosenzor vykazuje za oproti diive popsanému DNA biosenzoru na
bazi elektrody ze skelného uhliku (dAsSDNA/GCE)%7 vys3i citlivost pti detekci poskozeni dsDNA za stejnych
podminek a za stejného primeéru disku pouzité pracovni elektrody. Vysky SWYV pikli guanosinu a adenosinu
nepievySovaly hodnotu 13 pA na dsDNA/GCE (pik guanosinu na dsDNA/UTGE dosahuje v nasi praci vysky
piiblizng 37 pA, coz je vyska téméf tiikrat vyssi) a odezva redoxniho indikéatoru [Fe(CN)e]*3~ pti CV byla
ptiblizn€ dvakrat lepsi na dSDNA/UTGE v porovnani s dsSDNA/GCE.
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