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Abstrakt

V ptedkladané  diplomové praci byla studovdna interakce genotoxického
environmentalniho polutantu 2-nitrofluorenu s dvoufetézcovou DNA z teleciho brzliku za
pouziti visici rtutové kapkové elektrody (HMDE) jako elektrochemického biosensoru. Dva
typy poskozeni DNA byly zkoumany a elektrochemicky detekovany, konkrétn¢ technikami
cyklické a diferen¢ni pulsni voltametrie. Prvni typ poSkozeni se tykad piimé interakce DNA
s 2-nitrofluorenem, druhy typ poskozeni byl zptisoben radikaly s kratkou dobou zivota, které
se generuji elekrochemickou redukci nitro skupiny 2-nitrofluorenu.

Po inkubaci DNA s 2-nitrofluorenem byla studovéna jejich piima interakce na povrchu
HMDE modifikované vrstvou DNA (k modifikaci byla uZzita adsorptivni pienosova
rozpoustéci technika). Pfima interakce byla dale voltametricky studovana titracni technikou,
kdy byla DNA pfiddvana do roztoku 2-nitrofluorenu. Vysledky obou detekénich technik
svédci o tvorbé komplexu DNA — 2-nitrofluoren, vzdjemnd interakce byla interpretovana jako
interkalace mezi pary basi DNA, pifestoze podobny typ vazby nebyl potvrzen absorpcni
spektroskopii v ultrafialové a viditelné oblasti. Pfi nizkych koncentracich 2-nitrofluorenu
dochazelo ¢astecné k elektrostatické vazbé na cukr-fosfatovou kostru DNA.

Pti redukéni aktivaci 2-nitrofluorenu se generuji nitro radikal anionty s kratkou dobou
zivota, které zpiisobuji oxidativni poSkozeni DNA. Na toto poSkozeni bylo usuzovano ze
zmény katodického CA piku (odpovidajici redukci cytosinu a adeninu). Na zakladé
obdrZzenych vysledkli se ocekava tvorba 8-oxoguaninu (jedno z nejbéznéjSich poskozeni
DNA), kterd vede k pferuseni parovani guaninu s cytosinem a k dvoufetézcovym zlomim

DNA.



Abstract

In this Diploma Thesis, an interaction of genotoxic environmental pollutant
2-nitrofluorene with a double-stranded calf thymus DNA has been studied using a hanging
mercury drop electrode (HMDE) as an electrochemical sensor. Two types of DNA damage
were investigated and electrochemically detected (using cyclic voltammetry and differential
pulse voltammetry): (i) The DNA damage caused by the direct interaction with
2-nitrofluorene and (ii) the DNA damage caused by short-lived radicals generated by the
electrochemical reduction of the nitro group in 2-nitrofluorene.

For the study of direct interaction, HMDE was modified by DNA and the interaction
of DNA with 2-nitrofluorene was studied, after their incubation, right at the HMDE surface
(adsorptive transfer stripping technique) or the DNA was preincubated with 2-nitrofluorene
and, subsequently, the interaction was studied voltammetrically (DNA titration technique).
Using both detection techniques, the formation of DNA — 2-nitrofluorene complex was
observed and the mutual interaction was interpreted as an intercalation between the DNA base
pairs, although such interaction was not clearly confirmed by UV-visible absorption
spectroscopy. An electrostatic binding of 2-nitrofluorene on DNA sugar-phosphate backbone
was partially formed at low concentrations of 2-nitrofluorene.

After reductive activation of 2-nitrofluorene giving short-lived nitro anion radicals, the
oxidative DNA damage induced by these reactive species was evaluated from the height of
cathodic peak CA (due to reduction of cytosine and adenine). On the basis of obtained results,
we suppose that expected formation of 8-oxoguanine (one of the most common DNA lesions)

leads to guanine—cytosine base pair interruption and DNA double-strand breaks.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

AdTS adsorptivni pfenosova rozpoustéci technika

CA redukéni pik cytosinu a adeninu

c molarni koncentrace [mol L™']

Cm hmotnostni koncentrace [mg mL ]

Cm™ vysledna hmotnostni koncentrace DNA v roztoku, ze kterého se DNA

adsorbovala na povrch elektrody [mg mL™']

C.AS. Chemical Abstract Service

Cv cyklicka voltametrie

DNA deoxyribonukleova kyselina

DPV diferen¢ni pulsni voltametrie

dsDNA dvouvlaknovd DNA (double-stranded DNA)
EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

E, potencidl piku latky [mV]

HMDE visici rtutova kapkova elektroda

G oxidaéni pik redukéniho produktu guaninu

I, elektricky proud piku latky [nA]

n pocet métenti

NPAH nitrované polycyklické aromatické uhlovodiky
M, relativni molekulova hmotnost

PAH polycyklické aromatické uhlovodiky

PB 0,05 mol L' fosfatovy pufr pH 7,0

pH zaporny dekadicky logaritmus koncentrace oxoniovych iontl
pH* pH smésného vodné-ethanolického roztoku

R korela¢ni koeficient

s smérodatna odchylka

St relativni smérodatna odchylka

ssDNA jednovldknova DNA (single-stranded DNA)
Tris-HCl tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid
UV-VIS ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zatfeni



1. Uvod
1.1 Cil prace

Cilem predlozené diplomové prace je pomoci zavést vyzkum elektrochemie nukleovych
kyselin na Katedie analytické chemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze a
pfispét k zaplnéni neprobadanych mist vyzkumem ucinkli genotoxického 2-nitrofluorenu,
jako modelového zastupce nitroderivati polycyklickych aromatickych uhlovodikti, na
strukturu DNA in vitro.

Cilem vyzkumu je nalezeni optimalnich podminek pro voltametrickou detekci
poskozeni struktury DNA interakci s 2-nitrofluorenem za ptitomnosti DNA v roztoku ¢i DNA
adsorbované na povrchu pracovni elektrody (visici rtutové kapkové elektrody) technikami
cyklické voltametrie (CV) a diferen¢ni pulsni voltametrie (DPV). Pomoci techniky CV ur¢it,
zda 2-nitrofluoren nebo jeho redukéni produkty poskozuji DNA. Technikou DPV prostudovat
pfimou interakci DNA s 2-nitrofluorenem a urcit typ vznikajici vzdjemné vazby. Neméné
dilezitym cilem je porovnani vysledkil voltametrickych méfeni s vysledky poskytnutymi
UV-VIS absorp¢ni spektroskopii.

Tato prace CasteCné navazuje namou bakalafskou praci, kterd pojednava
o voltametrickém stanoveni genotoxického 2-nitrofluorenu na les$téné stiibrné tuhé

amalgamové kompozitni elektrodg'.



1.2 Studované latky

2-Nitrofluoren

C.A.S. Name: 9H-Fluorene, 2-nitro-
C.A.S. Registry Number: 607-57-8
Sumarni vzorec: C;3HoNO,

M,=21122 NO,

2-Nitrofluoren je za laboratorni teploty (25°C) a atmosférického tlaku (101 kPa)
krystalicky svétle Zluty prasek, omezené rozpustny ve vod¢. Dobie se rozpousti v organickych
rozpoustédlech, napf. v acetonu, methanolu, dimethylsulfoxidu®’. Dle Mezinarodni agentury

pro vyzkum rakoviny (IARC) se fadi do kategorie: 2B (podeziely karcinogen pro &loveka)®.

Deoxyribonukleova kyselina
C.A.S. Registry Number: 73049-39-5
M, =10 — 15 milion daltonu

Deoxyribonukleova kyselina z teleciho brzliku je za laboratorni teploty (25°C) a
atmosférického tlaku (101 kPa) bild pevna latka ve formé vldken ptipominajicich vlakna
bavinky (obr. 1). Obsahuje jak jednovlaknovou DNA (ssDNA), tak i dvouvldknovou DNA
(dsDNA), jejiz obsah jednoznacné pievlada. Je rozpustna ve vodé (do koncentrace asi
1 mg mL ™). P¥i nizkych koncentracich (jednotky aZ desitky pg mL™") se adsorbuje na povrch
plastovych nadob>®.
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1.3 Vyskyt, vlastnosti a biologické ucinky nitrovanych polycyklickych

aromatickych uhlovodiki

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) jsou béZznou soucasti zivotniho prostiedi,
ptirodni zdroje zahrnuji hlavné vulkanickou ¢innost, lesni a stepni pozary. Naruseni ptfirozené
rovnovahy produkce a degradace PAH zacalo v 19.stoleti priimyslovou revoluci
a pokracovalo celé 20. stoleti pfedevsim diky zvy3ujicim se technickym naroktim civilizace’.

Stejné¢ jako PAH jsou 1 jejich nitroderivaty v Zivotnim prostiedi prakticky
vSudypfitomné. Nitrované polycyklické aromatické uhlovodiky (NPAH) se zacaly intenzivné
zkoumat v 80. letech 20. stoleti poté, co se prokazala souvislost mezi jejich existenci ve
vyfukovych plynech a mutagenitou®. Ve srovnani s PAH jsou velmi silnymi mutageny, a fada
z nich ma rovn&Z karcinogenni uginky’. Potencialni genotoxické uginky NPAH ve spojitosti
s jejich ubikvitdrnim vyskytem vzbuzuji dodnes nemalou pozornost.

Nitrované polycyklické aromatické uhlovodiky vznikaji spalovacimi procesy ¢i
atmosférickou reakci mezi matefskymi PAH a oxidy dusiku pfitomnymi ve zneciSténém

10,11
ovzdusi

. Setrvavaji v plynné fazi &i se sorbuji na respirabilni prachové ¢astice’. Jejich
pfitomnost byla prokazana napiiklad v cigaretovém koufi, tonerech do tiskaren'?, dokonce
i v n&kterych potravinach'’. V ovzdusi se b&zn& vyskytuji v koncentracich fadové pg aZ ng
dané latky na 1 m® vzduchu. S potfebou stanovit latky o velmi nizkych koncentracich, navic
ve slozitych matricich, se rozvijeji sofistikované a presné analytické metody'>'*".
2-Nitrofluoren se pouzivd jako modelovy zastupce (marker) NPAH pifi mnoha
védeckych experimentech. Krom¢ dvou vyse zminénych zplsobli vzniku se mulze utvaret

fotochemicky (schéma 1) (cit.?).

2-aminofluoren —Z— 2-nitrofluoren (1)

Z forem vyskytu 2-nitrofluorenu plynou 1 mozné cesty vniknuti do lidského téla
(inhalaci & travici soustavou), kde je rozsahle metabolizovan®. 2-Nitrofluoren je
karcinogenni i mutagenni, na teratogenitu nebyl testovan, pfestoZze se tak nékteré jeho
metabolity jevi’'.

2-Nitrofluoren obsahuje nitro skupinu, ktera se pomérné snadno redukuje, a to jak
chemicky, tak i elektrochemicky. Studium elektrochemické redukce NPAH miize mit vyznam
pfi objasnovani mechanismu jejich genotoxického pilisobeni a vést k vysvétleni pochodl

probihajicich pii odbouravéni téchto latek v organismu®. V mé bakalaiské praci byl navrzen
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mechanismus elektrochemické redukce 2-nitrofluorenu (Ar-NO,) na lesténé stiibrné tuhé
amalgamové kompozitni elektrod¢ v zavislosti na pH. V kyselém, neutrdlnim a slabé
alkalickém prostiedi tato redukce probihd v jednom kroku, kterého se ucastni ¢tyfi elektrony,
koncovym produktem je 2-hydroxylaminofluoren (schéma 2). V siln¢ alkalickém prostiedi
probihd redukce v jednoelektronovém kroku (schéma 3) za vzniku relativné stabilniho

nitroanion radikalu, ktery je posléze redukovan tiielektronovym krokem (schéma 4) na

2-hydroxylaminofluoren'****.
Ar-NO, +4e” +4H" — Ar-NHOH+H,O ()
Ar-NO, +e” — Ar-NO; 3)
Ar-NO; +3e +4H" — Ar-NHOH+H,O 4)

Obr. 1. Detailni fotografie studované DNA
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1.4 Elektrochemie nukleovych kyselin

Na pocatku elektrochemie nukleovych kyselin stal ¢esky védec Emil Palecek. V roce
1958 byla publikovéna jeho prace, kterou vyvratil teorie H. Berga o tom, ze DNA neni
redukovatelnd na rtutové elektrods®.

Elektroaktivni slozkou nukleovych kyselin jsou dusikaté base’®. Na povrchu rtuti
dochazi k ireverzibilni redukci cytosinu a adeninu (v  DNA poskytuji jediny pik CA)
pfi potencialech kolem —1,5V (obr. 2, pik I) proti argentchloridové referentni elektrodé.
Naproti tomu elektrochemicky ireverzibilni redukce guaninu®’ probiha a? ve znagng
negativnich potencialech (E < —1,6 V) a reduk¢ni pik guaninu neni na elektrochemickych
zdznamech pozorovatelny. Pfi téchto negativnich potencidlech dochazi k intenzivnimu
vylucovani vodiku na povrchu elektrody a proudové ptispévky spojené s touto reakci jsou
mnohonasobn& vy$s§i nez redukéni proudy guaninu. Pozorovat lze aZz oxidaci vzniklého
redukéniho produktu guaninu (7,8-dihydrogenguaninu)®, a to kolem potencialu —0,3 V (pik II
na obr. 2). Redukce thyminu (poptipadé€ uracilu v ribonukleové kyselin€) na povrchu rtuti
byla pozorovana pouze vnevodném prosttedi (dimethylsulfoxid) pfi velmi negativnich
potencialech. Tento pfistup ovSem nenaSel §ir§i uplatnéni pro biochemické analyzy realnych
vzorkt DNA.

Kromé klasickych polarografickych méfeni a voltametrie s linedrné rostoucim napétim

byly pouZity pulsni voltametrické techniky”*

. DPV na HMDE byla s Gspéchem vyuzita pro
analyzu denaturace DNA. Vysky redukénich DPV pikil jednofetézcové DNA jsou vyrazné
vys$i nez v ptipad¢é dvouretézcové DNA, jelikoz u dsDNA jsou redukovatelné skupiny basi
méné piistupné povrchu elektrody’. Dale se osvédéila rozpoustéci chronopotenciometrie
s konstantnim proudem®’, b&hem které se sleduje &asovy prib&h zmény potencilu pracovni
elektrody za konstantniho proudu®.

Na povrchu uhlikovych elektrod probiha oxidace guaninu kolem potencidlu
+1,0 V a adeninu kolem potencialu +1,2 V. Oxidace thyminu a cytosinu je detekovatelna pii
jesté pozitivngjSich potencialech okolo +1,2 az +1,3 V. Oxidacni piky pyrimidinovych basi
v polynukleotidové fetézci nejsou obvykle pozorovatelné, z tohoto diivodu jsou analyticky
vyuzivané témeét vyhradné oxidacni piky purind. Na rozdil od redukcnich pikii na HMDE
oxidacni signdly purinli na uhlikovych elektrodach se nehodi ke zjistovani strukturnich zmén
dsDNA (v elektrochemickych zdznamech nedochédzi k vyraznym zméndm mezi kovalentné

uzavienou kruznicovou a linearni DNA)28’33.
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Zna¢né mnozstvi praci publikovanych v poslednich letech je zamétfeno na sledovani
zmén intenzity oxidaéniho piku guaninu v DNA® po jeji interakei s 1é&ivy nebo kovy a jejich
komplexy. Obvykle dochazi k poklesu vysky piku, to se pficita vytvareni aduktii s guaninem,
uvolnéni poskozeného guaninového zbytku z DNA nebo zablokovani pfistupu guaninovych

zbytki k povrchu elektrody’”.

1.5 DNA-sensory

Poskozeni DNA muze vést ke kritickému naruSeni zivota buiiky a mé vazné dopady
na lidské zdravi. Chemickd modifikace basi DNA casto vede k mutacim v nukleotidové
sekvenci. Akumulace mutaci nebo jiné druhy poskozeni DNA ptedstavuji karcinogenni ¢i
teratogenni riziko, a proto je v mnoha laboratofich pfedmétem vyzkumu rozvoj a zlepSovani
analytickych technik, které jsou schopné rychlé a citlivé detekce rliznych typii poSkozeni
DNA, a stejn¢ tak latek, které tyto defekty zplisobuji. Jednou ze soucasnych moznosti jsou
elektrochemické biosensory™”.

Elektrochemicky sensor je tvoren elektrodou, kterd je napojena na elektricky zdroj
a vyhodnocovaci zafizeni. Pokud se jednd o biosensor, je soucésti elektrody biologicky
materidl (DNA, enzym, vzorek rostlinného pletiva apod.). Elektrochemické biosensory
nabizeji moznost rychlého screeningu toxickych a karcinogennich latek ve vzorcich Zivotniho
prostfedi35 a potravin, hodi se k detekci poskozeni DNA i ke kvantitativnimu stanoveni
latek™, které tyto zmény zplsobuji. Tato zafizeni byla Usp&$né pouzita k detekci
polychlorovanych bifenylt, aflatoxind, aromatickych aminii®®, pesticida® i protinadorovych
16¢iv*'2®. V budoucnu se ocekava aplikace biosensorti v klinické praxi (detekce mutaci
lidskych gent, preventivni opatieni & vasna diagnostika vaznych nemoci’?).

Elektrochemicka analyza poskozeni nebo interakci DNA s kovy, 1éCivy nebo jinymi
latkami muze byt provedena v zasad¢ dvéma zplsoby. Interakce mezi DNA a danou latkou
muiZe probihat pfimo na povrchu pracovni elektrody (DNA modifikovana elektroda) nebo
mize interakce prob&hnout v roztoku a po jejim ukonceni nasleduje elektrochemické méfeni.

Kovova rtut’ je idealnim elektrodovym materidlem, nicméné v soucasné dobé jsou
pro ucely konstrukce DNA sensorti upfednostiovany uhlikové elektrody nebo elektrody
tisténé’. Zajimavou alternativou ke klasickym rtutovym elektroddm jsou elektrody
amalgamoveé, v nékterych pifipadech modifikované rtutovym meniskem, poptipadé rtutové

filmové elektrody’>***°.
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1.6 Asociace DNA s nizkomolekularnimi latkami

Asociacni interakce DNA spocivaji ve tfech typech nekovalentnich vazeb: interkalace
planarni aromatické molekuly mezi pary basi DNA, druhym typem je vazba dané latky
do velkého a malého zldbku dvouvlaknové struktury DNA. Posledni typ piedstavuji
elektrostatické interakce kladné nabitych molekul se zaporné nabitymi fosfatovymi skupinami
DNA.

Tyto typy interakci se mohou vzajemné kombinovat zménou reakénich podminek. Napf.
pfi nizké hodnoté iontové sily je v pfipad¢ interakce dsDNA s kladné nabitymi kovovymi
komplexy obsahujicimi aromatické ligandy dominantni elektrostatické vazani, zatimco pfii
vysoké hodnot¢ iontové sily pievlada interkalace.

Asociacni interakce DNA s elektroaktivnimi molekulami vedou k analyticky vyznamné
zméné signalu, konkrétné ke zvySeni proudového signdlu v diisledku prekoncentrace analytu.
Interakce s poskozujici molekulou miize vést i ke zméné elektrodového procesu z difusi
fizeného na adsorpci fizeny proces. Pii sledovani malych molekul vazicich se na DNA a pfi

hodnoceni poskozeni DNA je mozné vyuzit elektrochemicky signal samotné DNA™.
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Obr. 2. Cyklicky voltamogram DNA (c,, = 0,05 mg mL ") s redukénim pikem cytosinu a adeninu (I) a oxidagnim
pikem (II) redukéniho produktu guaninu naméfeny na HMDE v prostiedi PB.
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2. Experimentalni Cast
2.1 Reagencie

Studované latky: 2-nitrofluoren (98%, Sigma — Aldrich Laborchemikalien, Némecko).
Zasobni roztok 2-nitrofluorenu (100 mL roztoku o koncentraci 1.10~° mol L") byl ptipraven
rozpusténim 0,02112 g této latky v methanolu ¢i ethanolu za pomoci ultrazvuku (sonifikace
po dobu 5 minut). Zasobni roztoky byly uchovavany za laboratorni teploty.

Sodné sil DNA z telectho brzliku (kat. ¢. D1501; Sigma — Aldrich Prague, CR) byla
uchovavana pii 8 °C. Zasobni roztok této latky pro méteni diferencni pulsni voltametrii byl
pfipravovan rozpu§ténim 1,75 mg DNA ve 2 mL roztoku obsahujicim 10 mmol L™
tris(hydroxymethyl)aminomethanu hydrochloridu (Tris-HCIl) a 1 mmol L™ ethylendiamin-
tetraoctové kyseliny (EDTA) o pH 7,8. Pro méfeni cyklickou voltametrii byl zadsobni roztok
DNA piipravovan rozpuiténim 1,00 mg DNA v 1 mL roztoku obsahujicim 10 mmol L™
Tris-HCl a 1 mmol L™ EDTA o pH 7,8. Zasobni roztoky byly piipravovany vzdy minimalng
12 hodin pied samotnym méfenim a byly uchovavany v plastovych nddobkéach typu
Eppendorf pii —4 °C. Molarni koncentrace DNA miiZe byt zjiSténa prostfednictvim UV-VIS
absorpéni spektroskopie za pomoci vyrobcem udavané hodnoty molarniho absorpéniho
koeficientu pii vlnové délce 260 nm, ktery je roven 6600 L mol™ cm™.

Referentni latky: 2-aminofluoren (98%, Sigma — Aldrich Laborchemikalien, Némecko).
Zasobni roztok 2-aminofluorenu o koncentraci 1.10° mol.L™ v ethanolu byl ptipraven
rozpusténim piesné odvazeného mnozstvi latky v tomto rozpoustédle.

Roztoky o nizSich koncentracich byly piipravovany pfesnym fedénim téchto zasobnich
roztoku.

Ostatni pouzité chemikalie (Cistota p.a.): Tris-HCl (Sigma— Aldrich, CR), EDTA
(Penta, CR), dihydrogenfosforeénan sodny (98%, Aldrich chemical company, USA), ethanol
(96%, Lach-Ner, CR), methanol (Penta, CR), siran zine¢naty (Lachema, CR), dusi¢nan thalny
(Lachema, CR), dusi¢nan kademnaty (Lachema, CR), dusi¢nan bismutity (Lachema, CR),
hydroxid sodny (Lach-Ner, CR).

Fosfatovy pufr o koncentraci 0,05 mol L' a pH 7,0 (PB) byl pfipraveny rozpusténim
1,72 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného ve 200 mL deionizované vody; 0,1 mol L™
hydroxidem sodnym bylo upraveno pH na hodnotu 7,0 a roztok byl nasledné doplnén
deionizovanou vodou na objem 250 mL. Hodnoty pH byly méfeny pH-metrem Jenway 3510
(Jenway, Velka Britanie) s kombinovanou sklenénou elektrodou kalibrovanym standardnimi

roztoky pufra. Pro pfipravu vSech vodnych roztokti byla pouzita deionizovana voda (Milipore,
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USA). Veskeré pouzivané roztoky kromé zésobniho roztoku DNA byly uchovavany

ve sklenénych nadobéch.

2.2 Aparatura

Pti vSech voltametrickych stanoveni byla pouzivana osobnim pocitatem fizena sestava
Eco-Tribo Polarograf pracujici se softwarem Polar Pro verze 5.1 (Eco-Trend Plus, Praha,
CR). Software pracoval v operaénim systému Microsoft Windows XP (Microsoft
Corporation, USA).

Me¢teni byla provadéna v tiielektrodovém zapojeni. Jako referentni elektroda byla
pouzita elektroda argentchloridova (3 mol L' KCI) typu ETP CZ/R0100X a jako pomocna
elektroda platinovéa dratkova elektroda typu ETP CZ P00906 (obé Eco-Trend Plus, CR). Pfi
metodé diferencni pulsni voltametrie byly na pracovni elektrodu vkladany pulsy o Sifce
100 ms a vy$ce —50 mV. Rychlost nartistu potencialu &inila 20 mV s . P¥i metod& cyklické
voltametrie ¢inila rychlost polarizace 200 mV s™.

Spektrofotometrickda méfeni byla provadéna na piistroji Agilent 8453 (Agilent
Technolgies, USA), ovladaném programem UV-Visible ChemStation 9.01 (Agilent

Technolgies, USA), v kiemennych kyvetach mérné tloustky 1 cm (Hellma, Nizozemi).

2.2.1 Visici rtutova kapkova elektroda

Pfi vSech voltametrickych technikdch byla pouzivana visici rtutova kapkova
minielektroda typu UMuE (Polaro-Sensors, CR) nebo tato elektroda modifikovana
naakumulovanou vrstvou dsDNA, jeji pfiprava je detailn¢ popsand v kapitole 2.3.2. Pfi tvorbé
kapky byl ventil otevieny po dobu 100 ms. Povrch rtutové kapky se rovnal 0,453 mm? a byl
vypocitan z experimentalné zjiSt€éné hmotnosti 20 kapek rtuti odképnutych v prostredi 3
mol.L™" KCI p#i nulovém vloZzeném napéti proti pouzivané argentchloridové referentni
elektrodé. Tato hmotnost byla uréena z vdhového rozdilu pied a po pfidani 20 kapek rtuti,
pficemz zakladni elektrolyt byl slit a rtut’ n€kolikrat oplachnuta methanolem a osusena
proudem vzduchu do konstantni hmotnosti. Pro vypocet povrchu rtutové kapky byl

ptedpokladan jeji kulovy charakter.
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2.2.2 Modifikovana visici rtutova kapkova elektroda

Pocatek vyvoje elektrochemickych DNA-sensord je spojen s prvnim pouZzivanim
rtutovych elektrod modifikovanych molekulami DNA, kde byla DNA imobilizovana
na povrch rtutové kapky prostou fyzikdlni adsorpci. V piipadé fyzikalni adsorpce dochazi
k tvorbé znaéné heterogenni vrstvy na povrchu elektrody, piesto se struktura adsorbované
vrstvy DNA na HMDE jevi zna¢né stabilni v ramci Sirokého potencidlového okna i stupnice
pH (cit.?®).

Diky silné adsorpci DNA na rtutovy elektrodovy povrch je mozné pienést elektrodu
s akumulovanou DNA z roztoku, ve kterém byla rozpusténa, do roztoku, ve kterém probiha
elektrochemické méfeni®®. Elektrochemické odezvy DNA, RNA i syntetickych
polynukleotidii ziskané timto postupem jsou prakticky identické s kiivkami zmétenymi
konvecni adsorptivni rozpoustéci technikou (s DNA, respektive RNA v zdkladnim
elektrolytu). Tato procedura se oznacuje jako adsorptivni pfenosovad rozpoustéci (AdTS)
technika, byla navrzena koncem 80.let 20.stoleti a nabizi zcela nové moznosti
elektrochemické analyzy nukleovych kyselin a jinych biopolymera*'.

Zaprvé umoziuje analyzu velmi malych objemt pii pouziti standardniho
elektrochemického vybaveni. Nukleové kyseliny mohou byt snadno akumulovany
na elektrodu z n¢kolika mikrolitrii roztoku. To je zasadni pro studie obsahujici drahé ¢i
obtiznég ptipravitelné vzorky, jako jsou pfirodni ¢i chemicky modifikované nukleové kyseliny,
syntetické polynukleotidy apod. Zadruhé se slozeni roztoku vzorku muze liSit od slozeni
zékladniho elektrolytu. Stejny vzorek nukleovych kyselin miize byt méfen riznymi
elektrochemickymi metodami, které vyzaduji rizné zékladni elektrolyty. Dale mulze byt
mnoho elektroaktivnich latek interferujicich s analyzou nukleovych kyselin odstranéno
zménou prostiedi za piredpokladu, Ze tyto latky se neadsorbuji na elektrodu. Latky, které se
na DNA vazou kovalentné¢ 1 nekovalentné mohou byt snadno analyzovany AdTS procedurou.
Zatteti, jak jiz bylo zminéno vySe, miZze DNA modifikovand elektroda slouzit jako
jednoduchy biosensor™.

AdTS proceduru jsem zvolila i j& pro vypracovani této prace, je rychld, jednoduchd a
levna. AvSak vprabéhu vypracovani predkladané prace se ukazala manipulace
s modifikovanou visici rtutovou kapkovou elektrodou manuélné velice naro¢na.

Dalsi moZznosti imobilizace bioslozky na povrch elektrody je chemické adsorpce, ktera
je silngjsi nez fyzikalni. Nevyhodou této metody je kratka zivotnost a citlivost adsorbovaného

materidlu na zmény pH, teploty ¢i iontové sily. Pii enkapsulaci se vyuzivd zachyceni
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biologické &asti v inertni membrané (kolagen, Teflon™ apod.) napovrchu sensoru. Pfi
zachyceni v polymernich gelech se bioslozka misi s monomerem, ktery polymerizuje za
vzniku gelu obohaceného o bioslozku. Iniciace polymerizace y zafenim soucasné zabezpecuje
sterilitu sensoru. V elektrochemickych biosensorech se nejcastéji pouziva polypyrol. Nejdelsi

dobu Zivotnosti vykazuje metoda vyuzivajici kovalentni vazby®.

2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Voltametricka méreni na visici rtut’ové kapkové elektrodé

Postup €. 1: Pfi  zaznamu cyklickych voltamogrami DNA na HMDE byly
do voltametrické mikronadobky odpipetovany 2 mL PB a 100 puL nebo 200 pL zasobniho
roztoku DNA (¢, = 1 mg mL ™). Po zbaveni kysliku takto pfipraveného roztoku minutovym
probublanim dusikem byla zaznamendna voltametricka ktivka. Pficemz pted vlastni nadobku
byla zatazena promyvacka obsahujici vodu, roztok byl po dobu bublani michan.

Postup €. 2: Pifi proméfovani vlivu DNA vroztoku na voltametrické chovani
2-nitrofluorenu technikou DPV byly métené roztoky piipraveny nasledujicim zpisobem:
do voltametrické mikronddobky byl odpipetovan 1 mL PB, 1 mL ethanolu (zdkladni
elektrolyt) a potfebny objem zasobniho roztoku 2-nitrofluorenu. Takto pfipraveny roztok byl
zbaven kysliku minutovym probubldvanim dusikem, pficemZ pied vlastni nadobku byla
zatazena promyvacka obsahujici ethanol a deionizovanou vodu v poméru 1:1. Roztok byl po
dobu bublani michan. Po provedeni zdznamu voltametrické kiivky byl do stejného roztoku
postupné piidavan potifebny objem zasobniho roztoku DNA. Po kazdém piidavku byl roztok
michén a probublavan 30 s.

Postup €. 3: Pfi proméfovani vlivu DNA v roztoku na voltametrické chovani ionti kovi
se postupovalo stejnym zpiisobem jako v bod¢ 2 s jedinym rozdilem — zakladnim elektrolytem

byly 2 mL PB.

2.3.2 Voltametricka méreni na modifikované visici rtut’ové kapkové elektrodé

Postup €. 4: Pfi zaznamu cyklickych voltamogramiit DNA na modifikované HMDE
pomoci DNA v prosttedi PB — ethanol v objemovém poméru 1:1, smésné pH (pH*) 8,1; resp.
v prostiedi PB — methanol (1:1; pH* 8,0) se postupovalo nasledné: oplachnuta elektroda byla

ponofena do roztoku pfipraveného smichdnim 100 ¢i 200 pL zasobniho roztoku DNA
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(cm=1mg mL™), 1 mL PB a 1 mL ethanolu, resp. methanolu. V roztoku byla vytvofena nova
rtutova kapka, ktera byla za stalého michani vystavena na pal minuty tomuto roztoku. Poté
byla elektroda vyjmuta, oplachnuta ponofenim do deionizované vody a nasledné ponotena do
roztoku 2 mL PB, ktery byl michdn a probubldvan dusikem jednu minutu. Nésledoval
voltametricky zdznam.

Postup €. 5: Pfi proméfovani vlivu 2-nitrofluorenu adsorbovaného spolu s DNA
na HMDE na voltametrické chovani DNA technikou CV se postupovalo néasledné: oplachnuta
elektroda byla ponofena do roztoku 2-nitrofluorenu (¢ = 1.10~ mol L™") a DNA (¢y, = 0,05 mg
mL ™) v prostfedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1). V tomto roztoku byla vytvofena nové rtutova
kapka, ktera byla na pil minuty za stalého michani vystavena modifikujicimu roztoku. Poté
byla elektroda vyjmuta, oplachnuta ponofenim do deionizované vody a ponotfena do 2 mL PB.
Roztok byl michan a probublavan dusikem jednu minutu. Nésledovaly tii CV skeny. Pro dalsi
kiivky se cely postup musel opakovat.

Postup €. 6: Pfi proméfovani vlivu DNA adsorbované na elektrodé¢ na voltametrické
chovani 2-nitrofluorenu technikou DPV se postupovalo nasledujicim zptasobem: nejprve bylo
ptipraveno 60 mL roztoku 2-nitrofluorenu o potifebné koncentraci v prostfedi PB — ethanol
(1:1; pH* 8,1). Poté se oplachnuta elektroda ponofila do roztoku DNA o potiebné koncentraci
v prostfedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1), kde byla vytvoiena nova rtutova kapka. Modifikator
byl aplikovan po dobu pil, jedné ¢i dvou minut za stdlého michani. Poté byla elektroda
opatrné vyjmuta, oplachnuta ponofenim do deionizované vody a ponofena do 2 mL jiz
pfipravené¢ho roztoku 2-nitrofluorenu. Roztok byl michan a probublavan dusikem jednu
minutu. Nasledoval DPV zaznam. Pro kazdou kiivku se cely postup musel opakovat s nové
odpipetovanymi 2 mL pfipraveného roztoku 2-nitrofluorenu. Pro kazdou koncentraci DNA
byl michan novy roztok DNA.

Postup €. 7: Elektroda byla ponotfena do roztoku DNA (¢, = 0,05 mg mL ™) v prostredi
PB, zde byla vytvofena rtutova kapka, ktera byla vystavena roztoku za stalého michéani na pil
minuty, poté nasledoval oplach elektrody ponofenim do deionizované vody. Takto DNA
modifikovana elektroda byla ponofena do roztoku 2-nitrofluorenu (¢ = 1.10° mol L™)
v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1), kde byla vystavena dvaceti cyklickym skenim
v rozsahu potencialu a) —300 az —800 mV nebo b) 0 az —800 mV pii 50 mV s sa bez
michani roztoku. Oplachnuta elektroda byla pienesena do roztoku PB. Roztok byl michan
a probublavan dusikem jednu minutu. Nasledovaly tfi skeny technikou CV pii 200 mV s
v rozsahu potencidlu 0 az —1800 mV. Cely postup byl zopakovén s absenci 2-nitrofluorenu,

kiivky slouzily jako slepé zdznamy (blank).
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Postup €. 8: Postup se témer shoduje s postupem piedchozim (€. 7). Modifikovana
elektroda DNA byla ponofena do roztoku 2-nitrofluorenu (¢ = 1.10° mol L") v prostiedi PB
— ethanol (1:1; pH* 8,1), kde byla vystavena konstantnimu potencidlu —800 mV po dobu
deseti minut s abez michdni roztoku béhem elektrolyzy. Opét nésledovalo oplachnuti a
samotné méfeni technikou CV v PB pfi 200 mV s v rozsahu potencialu 0 az —1800 mV.
I k tomuto postupu byly prométeny blanky.

Vsechny kitivky, pokud neni uvedeno jinak, byly méfeny Ctytikrat. VSechna méteni byla

provadéna za laboratorni teploty.

2.3.3 Zpracovani vysledku a statistické vyhodnoceni ziskanych dat

K potiebnym vypoctim a tvorbé grafli uvedenych v této praci bylo pouzito programi
OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation, USA) a Microsoft Excel 2003 (Microsoft Corporation,
USA). Ziskané¢ DP voltamogramy a oxidacni pik redukéniho produktu guaninu u cyklické
voltametrie byly vyhodnocovany zplisobem zobrazenym na obr. 3. Zptsob vyhodnocovani
redukéniho piku cytosinu a adeninu je znazornén na obr. 4. Vyhodnocenim voltamogramu
byly ziskany hodnoty potencialu piku (E;) a proudu piku (/). Vysledky zatizené hrubou
chybou byly vylou¢eny na zaklad¢ Deanova a Dixonova testu pro odlehlé vysledky. Chybové
usecky byly sestrojovany ze smérodatnych odchylek patti¢nych vysledkd.
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Obr. 3. Zptsob vyhodnocovani DP voltamogramt 2-nitrofluorenu a oxidacniho piku redukéniho produktu
guaninu u cyklické voltametrie. DP voltamogram 2-nitrofluorenu (¢ =1.10" mol L™') na HMDE v prostiedi
PB — ethanol (1:1; pH* 8,1); 1, — proud piku, £, — potencial piku.
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Obr. 4. Zptisob vyhodnocovani CA piku. Cyklicky voltamogram DNA (¢, = 0,05 mg mL™") méfeny na HMDE
v PB; I,— proud piku, E,— potencial piku.
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3. Voltametricka méreni DNA a 2-nitrofluorenu

3.1 Cyklicka voltametrie
3.1.1 Optimalizace prostiedi pro studium interakce DNA a 2-nitrofluorenu

Zavislost voltametrického chovani DNA na slozeni zdkladniho elektrolytu byla
studovana za pouziti pufrovanych roztokti na HMDE (pracovni postup €. 1) a pufrovanych
vodné-methanolickych, respektive ethanolickych roztoki v objemovém poméru 1: 1
na modifikované HMDE pftipravené postupem ¢.4. Pufrujici slozku vzdy predstavoval
0,05 mol L' fosfatovy pufr opH 7,0 (PB), ve kterém navic probihala veskera méfeni.
Vysledné pH roztoku PB — methanol se rovnalo 8,0 a roztoku PB — ethanol 8,1. Koncentrace
DNA v téchto roztocich ¢inila 0,1 mg mL™.

Pii detekci DNA v PB cyklickou voltametrii na HMDE se pfi potencidlu okolo
—1,5 V objevuje pfi prvnich Ctyfech skenech redukéni pik adeninu a cytosinu (na obr. 5 pik
oznacen II). Pfi¢emz ve druhém skenu je vyska piku nejvétsi a ve tfetim nejmensi, ve ctvrtém
skenu je pik jiz nevyhodnotitelny. V nésledujicich skenech pik mizi zcela. Narast vysky piku
ve druhém skenu muze byt zplisoben ¢astecnou degradaci DNA, nebot” jednovlaknova DNA
poskytuje vyrazné vyssi signaly nez dvouvlaknova DNA. Nasledny pokles vysky piku se
v literatufe b&Zn& vysvétluje blokaci elektrody vznikajicimi redukénimi produkty”’. Okolo
potencialu —0,3 V je pozorovatelny oxida¢ni signdl redukéniho produktu guaninu, vyska piku
se v zavislosti na poctu skenit nemeéni.

Jelikoz redukéni pik adeninu a cytosinu se objevuje jiz na Gniku voltametrické kiivky, a
tim dochazi k nepfesnému vyhodnoceni vysky piku, vyvstala snaha rozsifit potencialové
okno. Jednou z moznosti, jak toho docilit, je pouZziti methanolu v zakladnim elektrolytu;
methanol ¢i ethanol byl také pouzit jako rozpoustédlo pro 2-nitrofluoren, aby se zabranilo
jeho vypadavani z pouzivanych roztokli, ponévadz limitni rozpustnost 2-nitrofluorenu ve vodé
pfi 25 °C je udavana hodnotou 8,6.10° mol L™ (cit.”). Dvoufetdzcova DNA vsak v prostiedi
PB — methanol (1:1; pH* 8,0) neposkytuje zadny voltametricky signal. DNA musi byt
z tohoto prostiedi naadsorbovana technikou AdTS na povrch elektrody, ktera je pfenesena do
prostiedi PB, ve kterém probiha samotné meétfeni. AvSak spolu s DNA se na elektrodu
adsorbovala jest¢ jind latka obsazend v methanolu, necistota pravdépodobné ze skupiny
thiolti, kterd poskytuje signdl oznaceny na obr. 5 jako pik I. Vyska piku necistoty linearné
stoupd s dobou akumulace na HMDE 1 se zvySujicim se pomérem methanolu ku PB. Dal§im

divodem nevhodnosti pouZiti methanolu v analyze DNA je pokles vySky CA piku o 18 %

23



oproti vysce CA piku naméfeného prostiedi v 0,05 mol L™ fosfatového pufru o pH 7,0.

Odstranit popsané problémy lze pouzitim prosttedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1)%.
Z obr. 5 je patrné, ze se vysSka CA piku v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1), méfena
nasledné po preneseni HMDE do PB, shoduje s vyskou CA piku v PB..

I, nA

80 | | | | |

Obr. 5. Cyklické voltamogramy DNA (c,, = 0,1 mg mL™") na HMDE v prosttedi PB (1), na modifikované HMDE
pomoci DNA (¢ = 0,1 mg mL™") vprostiedi PB — ethanol (1:1; pH™ 8,1), m&feno v prostiedi PB (2) a
na modifikované HMDE pomoci DNA (¢, = 0,1 mg mL™") v prosttedi PB — methanol (1:1; pH" 8,0), mé&feno
v prostiedi PB (3). Pik I odpovida necistoté¢ v methanolu, pik II pfedstavuje redukcni pik cytosinu a adeninu.
Zpétné skeny jsou zobrazeny ¢arkované pfislusnou barvou, zobrazeny jsou jen prvni skeny.

3.1.2 Prima interakce DNA s 2-nitrofluorenem

postuptl €. 4 a 5. V druhém piipad€ vznikla elektroda modifikovand DNA a 2-nitrofluorenem
zaroven. Struktura vrstvy DNA na HMDE, kterd byla adsorbovand na povrch elektrody
za pritomnosti 2-nitrofluorenu se muze vyrazné liSit od vrstvy DNA vytvofené bez
2-nitrofluorenu v modifika¢nim roztoku. Vazba 2-nitrofluorenu na visici rtutovou kapku neni
tak silna jako vazba DNA. To je patrné z obr. 6 az 8, redukéni signdl 2-nitrofluorenu je
pozorovatelny jen v 1. skenu pfii potencidlu cca —430 mV. Poskozeni DNA se vyvozovalo
ze zmény proudu piku adeninu a cytosinu zméieného cyklickou voltametrii na DNA

modifikované elektrodé a elektrodé¢ modifikované pomoci DNA a 2-nitrofluorenu’”. Proudy
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oxidacniho piku 7,8-dihydrogenguaninu zdaleka nedosahuji takovych hodnot jako proudy CA
piku, proto nebyl pouzit k hodnoceni poSkozeni DNA zplsobené 2-nitrofluorenem.
Z tabulky I je zfejmé, ze statisticky vyznamny pokles proudu v dasledku ptfitomnosti
2-nitrofluorenu se tyka jen kiivek druhého skenu, kde se proud CA piku snizil 0 9 % (obr. 7).
Pokles se da vysvétlit ¢astecnou degradaci DNA (vlivem pfitomnosti 2-nitrofluorenu) na malé
kousky dsDNA, které¢ se nedokazou imobilizovat na povrchu elektrody. DalSim moznym
vysvétlenim je ¢asteCna depurinace DNA, protoze volné base adeninu v roztoku neposkytuji
signal®®. Pokles voltametrické odezvy o 9% viak dostatend nepotvrzuje hypotézu
o poskozeni DNA zptsobené 2-nitrofluorenem. Tomuto zavéru nasvédcuje 1 fakt, Ze kiivky se
témér prekryvaji ve vSech tfech CV skenech. Jistym voditkem je ndm zde vSak skute¢nost, ze
sniZzeni vysky anodickych pikli guaninu a adeninu v disledku pfimé interakce 2-nitrofluorenu
s dsDNA bylo jiz dfive pozorovano v praci®, kde je tento pokles piipisovan pravé degradaci

dsDNA na mensi fragmenty neschopné nadale setrvat na povrchu pracovni elektrody.

Tabulka I
Vliv 2-nitrofluorenu na vysku redukéniho piku cytosinu, adeninu a piislu§né smérodatné (s) a

relativni smérodatné odchylky (s;) pro n=3; méfeno cyklickou voltametrii na HMDE

v prostiedi PB.
Sken ~I,' [nA] s' [nA] s [%] ~I,'mA]  s"[nA] se [%]
1. 5,0 0,81 16 43 0,42 9,8
2. 37,5 0,68 1,8 34,0 0,38 1,1
3. 6,3 0,78 12 5,6 0,41 73

IpI — proud CA piku na modifikované HMDE nanesenou vrstvou DNA (¢, =0,05mgmL™") v prostiedi
PB — ethanol (1:1; pH*8,1); IpH — proud CA piku na modifikované HMDE pomoci 2-nitrofluorenu
(c=1.10" mol L™") a DNA (cy, = 0,05 mg mL™") v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1)
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Obr. 6. Cyklické voltamogramy DNA na modifikované HMDE pomoci DNA (c,, = 0,05 mg mL ") v prostiedi
PB — ethanol (1:1; pH* 8,1) (1). Cyklické voltamogramy DNA na modifikované HMDE pomoci 2-nitrofluorenu
(c =1.10"° mol L") a DNA (¢, = 0,05 mg mL™) obé v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1) (2). Mé&feno
v prostfedi PB. Pik I pfedstavuje redukéni signal 2-nitrofluorenu, pik II odpovida redukci cytosinu a adeninu.
Zpétné skeny jsou zobrazeny ¢arkované prislusnou barvou. Jedna se o prvni sken.
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Obr. 7. Cyklické voltamogramy DNA na modifikované HMDE pomoci DNA (c,, = 0,05 mg mL™") v prostiedi
PB — ethanol (1:1; pH* 8,1) (1). Cyklické voltamogramy DNA na modifikované HMDE pomoci 2-nitrofluorenu
(c=1.10° mol L") a DNA (¢, = 0,05 mg mL™) obé v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1) (2). Mé&feno
v prostiedi PB. Pik II odpovida redukci cytosinu a adeninu. Zpétné skeny jsou zobrazeny ¢arkované ptislusnou
barvou. Jedna se o druhy sken.
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Obr. 8. Cyklické voltamogramy DNA na modifikované HMDE pomoci DNA (¢, = 0,05 mg mL™") v prostiedi
PB — ethanol (1:1; pH* 8§,1) (1). Cyklické voltamogramy DNA na modifikované HMDE pomoci 2-nitrofluorenu
(c=1.10° mol L") a DNA (¢, = 0,05 mg mL ") obé v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1) (2). Mé&feno
v prostfedi PB. Pik II odpovida redukci cytosinu a adeninu. Zpétné skeny jsou zobrazeny ¢arkované piislusnou
barvou. Jedna se o tfeti sken.

3.1.3 Interakce DNA s reduk¢nimi produkty 2-nitrofluorenu

Dale bylo cyklickou voltametrii sledovdno poSkozeni DNA zpisobené redukénimi
produkty 2-nitrofluorenu. PoSkozeni DNA bylo vyvozovano ze zmény proudu piku adeninu a
cytosinu na DNA modifikované HMDE, proudy oxidacniho piku 7,8-dihydrogenguaninu
dosahuji pouze jednotek nanoampér, proto se nehodi k analyze poskozeni DNA. PouZity byly
pracovni postupy €. 7 a 8.

Ptislusné proudy byly porovnany s hodnotami blanku, ktery byl ziskdn zopakovanim
pracovniho postupu ¢.7 nebo 8 sabsenci 2-nitrofluorenu v modifikacnim roztoku.
Z tabulky II je patrny pokles proudu CA piku téméf ve vSech ptipadech, kdy byly roztoky
michany. Hodnoty proudu CA piku vzorku a blanku, které nebyly michdny béhem prostiedni
faze pracovniho postupu (redukcni aktivace 2-nitrofluorenu), se statisticky neliSi. Nejvetsi
procentualni pokles nastal v ptipadé cyklovani v rozmezi —300 az —800 mV (obr. 9), v oblasti
téchto potenciall se redukuje 2-nitrofluoren na nitroanion radikal. Nejvétsi pokles odezvy CA
piku pravé v tomto rozmezi je v dobrém souladu s faktem, ze v ptipad¢€ aplikace cyklovani 0

Jo 4

az —800 mV se vytvaii kromé nitroanion radikdlu jesté nitroso skupina (ve zpétném
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anodickém skenu), kterd jiz oxidativni poskozeni DNA nezpi’lsobuje43, a jejiz vznik tedy hraje
pii pisobeni nitroaninon radikalti vii¢i dsDNA roli inhibi¢niho prvku. Procentualni poklesy
v ptipad¢ cyklovani v rozsahu potenciali 0 az —800 mV (obr. 10) a u roztokl, kde prob¢hla
elektrolyza (obr. 11), jsou srovnatelné. Béhem elektrolyzy pti konstantnim potencidlu —800
mV dochazi k prekoncentraci radikalii redukovaného 2-nitrofluorenu®.

Takto vyrazny pokles jasné¢ dokazuje poskozeni DNA, které mulze byt zpiisobeno
napadanim cukr-fosfatové kostry DNA (zejména deoxyribosy) vznikajicim nitroanion
radikélem, z ¢asti i prostfednictvim vzniku volnych peroxidovych radikald, které nitroanion
radidl pfi styku s molekulou kysliku generuje. Oxidativni degradace cukerné slozky vede ke
vzniku raznych aduktl, toto poskozeni mé za nésledek tvorbu zlomG v DNA. Primarnim
produktem poskozeni je jednotetézcovy zlom****. Po indukei velkého poétu jednofetézcovych
zlomil blizko sebe se tvofi zlom dvoutetézcovy. Mohou vznikat kratké fetézce dsDNA, které
se neudrzi na povrchu elektrody, nebo abasickd mista. Oxidace basi nastavd prevazné na
pozici C8, nejCastéjSim produktem je 8-oxoguanin. 8-Oxoguanin je vysoce mutagenni, jeho
mutagenni vlastnosti jsou spojeny se Spatnym parovanim v pribéhu replikace. 8-Oxoguanin
se paruje s adeninem a pokud neni chyba opravena, v nasledujicim replikaénim procesu se
adenin paruje s thyminem®.

Pro uplnost byla provedena série méfeni, ve kterych byla DNA modifikovana visici
rtutovéa kapkova elektroda za stalého michani ponofena do roztoku 0,05 mol L™ fosfatového
pufru o pH 7,0 na deset minut si bez 2-nitrofluorenu. Na elektrodu nebyl vlozen zadny
potencidl. Poté¢ byla elektroda opldchnuta a po minutovém bubldni dusikem nésledoval
voltametricky zdznam. Pfislusné hodnoty proudu redukcniho piku adeninu a cytosinu (viz
tabulka II) jsou v porovnani s hodnotami proudu téhoz piku ziskané dle pracovniho postupu
¢. 1 (v prvnim skenu /,=-35,1 nA ve druhém I,=-52,8 nA a ve tietim /,=-8,91 nA) také
zna¢né niz8i. Bud' doslo k ¢astecnému smyti DNA z povrchu rtutové kapky, coz se jevi
znacn¢ nepravdépodobné, nebo roztok obsahuje chemickou latku, kterd mirné poskozuje
DNA ¢i znesnadiiuje jeji detekci. Hodnoty proudu CA piku ziskané dle pracovniho postupu
¢. 1 a4 (v prostiedi PB — ethanol v objemovém poméru 1:1 o pH* 8,1) jsou srovnatelné.

Porovnaji-li se hodnoty proudu CA piku ziskané pracovnim postupem ¢.7 a8
s hodnotami ze série méfeni, ve kterém se DNA modifikovana elektroda ponofila do roztoku
PB na deset minut, je zfejmy narist v prvné jmenovaném piipadé. Ten by mohl byt
zpasobeny reaktivnimi formami kysliku®’, ktery nebyl dokonale odstranén z roztoku, ve

kterém probihalo méfeni, a nebo nebyl odstranén viibec zroztoku, ve kterém probihalo
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katodicko/anodické cyklovéni, respektive elektrolyza®®. Molekula kysliku miize prijmout

. . o, . . , . 4
elektron od nitroanion radikalu za vzniku superoxidového ionu™.

Tabulka II

Proudy reduk¢niho piku cytosinu a adeninu, ktery byl potizeny cyklickou voltametrii na DNA
modifikované visici rtutové kapkové elektrodé v prostfedi PB. Pfed samotnym méfenim byla
elektroda vystavena dvaceti cyklickym skeniim v rozsahu potenciala —300 az —800 ¢i 0 az
—800 mV, nebo konstantnimu potencialu po dobu deseti minut v prostfedi PB — ethanol (1:1;
pH* 8,1). V ptipad¢, kdy na elektrodu nebyl vlozen zadny potencial, byla elektroda ponotena
deset minut v PB. V prtibéhu vSech reduk¢nich aktivaci byl roztok michan. Statistické

vyhodnoceni (vypocet s a s;) bylo provedeno pro n = 3.

Redukéni Pokles
aktivace Sken —I'[nA] s'[nA] s [%] -I"[nA] s"[nA] s"[%] -1, oproti
2-nitrofluorenu —Ip" [%]
cV 1. 7,4 0,87 12 40,5 0,18 044 82
—300 az 2. 9,6 1,4 15 38,0 1,5 4,0 75
—800mv 3. s - - 7.9 0,96 12 100
cV 1. 345 1,6 46 54,0 2,7 5,0 36
0az 2. 34,0 3.2 9,4 48,0 2,1 4.4 29
—800mv 3. 5,6 1,2 21 11,0 0,79 72 49
Elektrolyzapii 1. 10,5 3,1 30 22,0 1,4 6,4 52
~800 mV* 2. 16,0 2,7 17 21,0 1,5 7,1 24
3. 8,7 2,9 33 9,8 2,1 21 e
Bez vlozeného 1. 10,0 0,83 8,3 14,0 1,0 7.1 29
potencidlu 2. 15,0 1,4 9,3 15,0 1,5 10 e
3. e - - 2,7 1,2 44 100

Iplf proud redukéniho piku cytosinu a adeninu s 2-nitrofluorenem v roztoku b&éhem poSkozovaci faze;
IpII — proud redukéniho piku cytosinu a adeninu bez 2-nitrofluorenu v roztoku b&hem poskozovaci faze; * — pik
nebyl pozorovan &i nelze vyhodnotit; °— vioZen konstantni potencial po dobu 10 minut; °— nedoslo ke statisticky
vyznamnému poklesu
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Obr. 9. Cyklické voltamogramy DNA méfené v PB na HMDE, ktera byla modifikovana pomoci DNA
(cm = 0,05 mg mL ") v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1). Po modifikaci byla elektroda ponofena do roztoku
s 2-nitrofluorenem (¢ = 1.10~° mol L™") (1) a bez 2-nitrofluorenu (2) v prostfedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1), za
stalého michani byla vystavena 20 cyklim v rozsahu —300 az —800 mV. Pik I odpovida redukci cytosinu a
adeninu. Prvni sken (A), druhy sken (B), tfeti sken (C). Zpétné skeny jsou zobrazeny ¢arkované piislusnou
barvou.
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Obr. 10. Cyklické voltamogramy DNA meéfené v PB na HMDE, ktera byla modifikovand pomoci DNA
(cm = 0,05 mg mL™") v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1). Po modifikaci byla elektroda ponofena do roztoku
s 2-nitrofluorenem (¢ = 1.10~ mol L") (1) a bez 2-nitrofluorenu (2) v prosttedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1), za
stalého michani byla vystavena 20 cyklim v rozsahu 0 az —-800 mV. Pik I odpovida redukci cytosinu a adeninu.
Prvni sken (A), druhy sken (B), tieti sken (C). Zpétné skeny jsou zobrazeny carkované ptislusnou barvou.
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Obr. 11. Cyklické voltamogramy DNA méfené v PB na HMDE, ktera byla modifikovana pomoci DNA
(cm = 0,05 mg mL ") v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1). Po modifikaci byla elektroda ponofena do roztoku
s 2-nitrofluorenem (¢ = 1.10~° mol L™") (1) a bez 2-nitrofluorenu (2) v prostfedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1), za
stalého michani byla vystavena po dobu deseti minut konstantnimu potencialu —800 mV. Pik I odpovida redukci
cytosinu a adeninu. Prvni sken (A), druhy sken (B), tfeti sken (C). Zpétné skeny jsou zobrazeny éarkované
prislusnou barvou.
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3.2 Diferencni pulsni voltametrie

3.2.1 Interakce DNA s kovy

Ve snaze zjistit, jaky vliv md DNA pfitomna v roztoku (popf. naadsorbovanid na
povrchu HMDE) na pfistup jinych latek k povrchu elektrody, byla provedena série méfeni
kationtd réiznych kovi (¢ = 1.10~ mol L") na visici rtutové kapkové elektrod® v prostiedi
0,05 mol L™ fosfatového pufru o pH 7,0 technikou DPV. Do roztoku bylo postupné piidavano
50 a2 500 pL zasobniho roztoku DNA (¢, = 0,88 mg mL ™) v zavislosti na druhu kationu. DP
voltamogramy TI" iontl se po piidavcich 100, 200, 300, 400 a 500 pL zasobniho roztoku
DNA prakticky nezménily. To nasvédCuje faktu, Zze molekuly DNA neblokuji pftistup
k povrchu elektrody, jako je popsdno v praci Muiliz Alvarez, J. L. ef al., kde nikelnaté ionty
interaguji s basemi uvnitf nativni DNA na pln€ pokryté DNA modifikované visici rtutoveé
kapkové elektrodd™. Pravy opak nastal u kationtd Zn®" (obr. 12) a Cd**, jejichZ redukéni
signaly zcela zmizely po ptidavcich DNA. Reakce kademnatych iontli s DNA zpiisobuje
konformaéni zmény, které destabilizuji dvousroubovici’'. Velice pravdépodobnym
vysvétlenim se jevi pokles v disledku distorze DNA na povrchu elektrody zplsobené
interkalaci do DNA. Odvinuti DNA v disledku navézani interkaldtoru v tomto piipade
neznamend formovani ssDNA, ale odvinuti cel¢ dvouSroubovice od povrchu elektrody. To
urCitym zpusobem chrani DNA pifed denaturaci a tvorbou oblasti s volné ptistupnymi
basemi®’. Tieti variantu piedstavuji DP voltamogramy Bi** iontd, jejichZ vyska piku line4rng
roste s kazdym pfidavkem DNA (obr. 13). Moznym vysvétlenim se zd4d byt naadsorbovani
DNA na povrch elektrody za soucasné interkalace bismutitych kationtl do molekuly DNA.
Tomu napovida i zna¢ny posun potencialu piku k méné negativnim hodnotam.

Voltametrické chovani kationtl thalia, niklu, bismutu a kadmia v pfitomnosti DNA
dokazuje rizné typy vazeb s DNA a mechanismy adsorpce na elektrodu. Pfesto se u thalnych

iontt podatila dokazat prichodnost malych &stic pres DNA k povrchu elektrody™.
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Obr. 12. DP voltamogramy Zn*" iontd (¢ = 1.10~° mol L") v prostiedi PB bez ptidavku DNA (1) a s piidavkem
100 pL (2) a 200 uL (3) zasobniho roztoku DNA (¢, = 0,88 mg mL™).
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Obr. 13. DP voltamogramy Bi** ionti (¢ = 1.10”° mol L") v prostiedi PB bez piidavku DNA (1) a s piidavkem
50ul (2), 100 uL (3), 200 uL (4), 300 uL (5), 400 uL (6) a 500 uL (7) zasobniho roztoku DNA
(cm=0,88 mgmL™).
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3.2.2 Interakce 2-nitrofluorenu s DNA v roztoku

Zavislost voltametrického chovani 2-nitrofluorenu na obsahu DNA v roztoku byla
studovana za pouziti pufrovanych vodné-ethanolickych roztokii v objemovém poméru 1:1
na HMDE. Pufrujici slozku vzdy piedstavoval 0,05 mol L™ fosfatovy pufr o pH 7, vysledné
pH roztoku PB — ethanol se rovnalo 8,1. Koncentrace 2-nitrofluorenu v téchto roztocich ¢inila
1.10°, 1.10° a 1.107 mol L™". P¥i koncentraci niz§i nez 1.107 mol L jiz nebylo mozné
ziskany voltamogram vyhodnotit. Koncentrace zasobniho roztoku DNA byla 0,88 mg mL .
Pro lepsi orientaci slouzi tabulka I1I.

Zaznamenané voltametrické kiivky 2-nitrofluorenu (¢ = 1.10° molL™") ukazuje
obr. 14. Voltametrické chovéani 2-nitrofluorenu bylo studovano v rozsahu ptidavki DNA 0 az
1100 pL, vzdy po 100 pL. Po prvnim a druhém ptidavku DNA do roztoku doslo ke zvySeni
signalu 2-nitrofluorenu. Od tifetiho piidavku vcetné signal klesal. Zavislost proudu piku
2-nitrofluorenu na vysledné koncentraci DNA v roztoku je graficky znazornéna na obr. 15.
V rozmezi vysledné koncentrace DNA v roztoku 163 az 391 ug mL™' vykazuje zavislost
linearni charakter definovany rovnici (5). S kazdym ptidavkem DNA doslo i k posunu
potencidlu k méné negativnim hodnotdm. Graficky je zavislost potencidlu piku
2-nitrofluorenu na vysledné koncentraci DNA v roztoku znazornéna na obr. 16. Zn¢j je
patrné, ze k nejvétSimu posunu doslo po prvnim piidavku a se vzristajici koncentraci DNA
v roztoku se rozdily v posunech zmensuji. V rozmezi vysledné koncentrace DNA v roztoku

44 a7 391 pg mL™" zavislost vykazuje linearni prib&h vyjadteny rovnici (6).

I, [nA] =0,194 ¢y, [ugmL™'] - 127,6 (R = 0,9964) (5)

E, [mV]=0,111 ¢y, [ug mL "] — 454,1 (R =0,9977) (6)

Malé planarni sloucCeniny s aromatickymi kruhy, jakou je i 2-nitrofluoren, se casto
chovaji jako interkalatory. Interkalace predstavuje komplikovany pochod, jehoz mechanismus
i faktory, které ho ovliviiuji, nejsou zatim zcela objasnény. B&hem interkalace dochézi
ke vmezeteni planarni ¢asti molekuly do mezibasového prostoru DNA za soucasného
oddaleni sousednich basi, to ma automaticky za nasledek odvinuti celého fetézce. Dochazi
k prodlouzeni dvojité Sroubovice, deformac¢ni ucinek se tak rozlozi podél celé molekuly.
Uplatnuje se tzv. vylucovaci pravidlo, molekula interkalatoru se vsouvd do prostoru mezi
kazdy druhy par basi. Soucasné plati, Ze navdzani jedné molekuly interkalujici latky

usnadiiuje vazbu dalSich molekul. Aromatické systémy se pravdépodobné vsunuji mezi
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hydrofébni base z divodu energeticky vyhodnéjs$iho umisténi. Interkalace probihd ve dvou
krocich, samotnému vmezeteni piedchéazi difuse interkalatoru k povrchu DNA. Piedpoklada
se vznik intermediatu ve zldbcich alfa-helixu™ >,

V zavislosti na podminkach (iontové sila, pH apod.) se uplatiuje dalsi typ interakce.
Latky nesouci kladny naboj nahrazuji protiionty zbytkl kyseliny fosfore¢né v hydrofilni
kostie dvouvldknové DNA. Vzijemné repulse kladn€ nabitych latek se vyrovnavaji vnéjSim
,,Stackovanim®.

Na zéklad¢ ziskanych DP voltamogramt byl navrzen mechanismus interakce DNA
s 2-nitrofluorenem. Po prvnich pfidavcich DNA do roztoku 2-nitrofluorenu se pravdépodobné
zaCind utvaret komplex DNA — 2-nitrofluoren, pfi¢emz 2-nitrofluoren se v této fazi nachazi
ve Zlabcich DNA. Jak jiz bylo zminéno, DNA se velice snadno a pevné vadZe na povrch
rtutové kapky. Vznikem komplexu DNA — 2-nitrofluoren se vice molekul 2-nitrofluorenu
pfiblizi povrchu elektrody a tim vzroste voltametricky signal. S dal§imi ptidavky DNA se vice
molekul 2-nitrofluorenu inkorporuje mezi dusikaté base a tim se snizuje pocet volnych
molekul 2-nitrofluorenu v roztoku, voltametricky signal klesd’’. Posun potencialu piku
k mén& negativnim hodnotdm se pfipisuje pravé interkalaci, naproti tomu posun k vice
negativnim hodnotdm je zplsoben elektrostatickym vézanim poskozujici latky
Kk DNA23:3136.56

Voltametrické kiivky 2-nitrofluorenu (c=1.10° molL™") na obr. 17 zobrazuji
voltametrické chovani latky v pfitomnosti DNA. Opét dochdzi ke zvySeni signélu
2-nitrofluorenu, ovSem vyska piku 2-nitrofluorenu se neméni od tfetiho pfidavku DNA,
respektive od vysledné koncentrace DNA v roztoku rovné 125 pug mL™" (obr. 18). Obr. 19
zobrazuje grafickou zavislost potencialu piku 2-nitrofluorenu na vysledné koncentraci DNA

v roztoku matematicky vyjadiena:
E, [mV]=0,258 ¢, [ug mL '] - 481,6 (R=10,9921) (7

Potencial piku se i po ptidavku 500 uL. DNA do roztoku posunuje k méné negativnim
hodnotdm. To je jasnym dikazem interkalace 2-nitrofluorenu do DNA. U koncentrace
2-nitrofluorenu o fad niz8i se posun ustalil jiz po 400 phL DNA (pfidanych do roztoku)
(obr. 22). U koncentrace 2-nitrofluorenu rovné 1.10~ mol L' se proud piku ustaluje mezi 44
a 125 uygmL™' DNA v roztoku, pii 163 pg mL ™" proud piku zagina klesat (obr. 21). Mozné
vysvétleni plyne zobr.20. U piislusSnych DP voltamograml 2-nitrofluorenu se od

125 pg mL™' DNA objevuje druhy pik, jehoz vyika roste a potencial se vyrazn& posouva
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k negativnim hodnotdm se vzrlstajici koncentraci DNA v roztoku. Za téchto podminek

pravdépodobné prevazuje elektrostatické vazani 2-nitrofluorenu na povrch DNA

Tabulka III
Vysledna koncentrace DNA pfidavana do 2 mL roztoku 2-nitrofluorenu (¢ = 1.10~> mol L™)

v prosttedi PB — ethanol (1:1; pH* §,1). Vyslednd koncentrace DNA je korigovana na

konecny objem.

Ptidavky DNA  Vyslednd ¢, DNA Ptidavky DNA  Vysledna ¢, DNA

cm = 0,88 mg mL ™! v roztoku cm = 0,88 mg mL! v roztoku
[nL] [ng mL™'] [uL] [ng mL™]

10 4 300 125

20 9 400 163

30 13 500 199

40 17 600 235

50 22 700 268

100 44 800 301

150 64 900 331

200 85 1000 362

250 104 1100 391

36



-150

T T
<
< 2
-120 / 1 .
-90 4
-60 4
-30 4
0 | | | |
-350 -400 450 E my 500

Obr. 14. DP voltamogramy 2-nitrofluorenu (¢ =1.10" mol L") na HMDE v prostiedi PB — ethanol (1:1;
pH* 8,1); zobrazeny odezvy odpovidajici hodnotam vysledné koncentrace DNA ptidané do roztoku: 0 (1); 44
(2); 85 (3); 125 (4); 199 (5); 268 (6); 331 (7) a 391 ug mL ™' (8).
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Obr. 15. Zavislost proudu piku 2-nitrofluorenu (¢ =1.10" mol L™") na vysledné koncentraci DNA piidané
do roztoku. Méfeno technikou DPV na HMDE v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1); n = 4.
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Obr. 16. Zavislost potencialu piku 2-nitrofluorenu (¢ =1.10"° mol L") na vysledné koncentraci DNA piidané
do roztoku. Méfeno technikou DPV na HMDE v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1); n = 4.
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Obr. 17. DP voltamogramy 2-nitrofluorenu (¢ =1.10° mol L") na HMDE v prostfedi PB — ethanol (1:1;
pH* 8,1); zobrazeny odezvy odpovidajici hodnotdm vysledné koncentrace DNA pfidané do roztoku: 0 (1); 44
(2); 85 (3); 125 (4); 163 (5) a 199 pg mL™" (6).
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Obr. 18. Zavislost proudu piku 2-nitrofluorenu (¢ =1.10° mol L") na vysledné koncentraci DNA piidané
do roztoku. Méteno technikou DPV na HMDE v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1); n =4.
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Obr. 19. Zavislost potencialu piku 2-nitrofluorenu (¢ =1.10° mol L") na vysledné koncentraci DNA piidané
do roztoku. M¢éteno technikou DPV na HMDE v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1); n =4.
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Obr. 20. DP voltamogramy 2-nitrofluorenu (¢=1.10" mol L") na HMDE v prostiedi PB — ethanol (1:1;
pH* 8,1); zobrazeny odezvy odpovidajici hodnotam vysledné koncentrace DNA ptidané do roztoku: 0 (1); 44
(2); 85 (3); 125 (4); 163 (5) a 199 pg mL™" (6).
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Obr. 21. Zavislost proudu piku 2-nitrofluorenu (¢ =1.10"7 mol L") na vysledné koncentraci DNA pridané
do roztoku. Méfeno technikou DPV na HMDE v prostfedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1); n = 4.
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Obr. 22. Zavislost potencialu piku 2-nitrofluorenu (¢ =1.10 " mol L") na vysledné koncentraci DNA piidané
do roztoku. Mé&feno technikou DPV na HMDE v prostfedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1); n = 4.

3.2.3 Interakce 2-nitrofluorenu s DNA na povrchu elektrody

Pro srovnani bylo téz provedeno méteni 2-nitrofluorenu diferencni pulsni voltametrii na
DNA modifikované visici rtutové kapkové elektrodé za pouziti roztokit 2-nitrofluorenu
ve stejném prostiedi i o stejnych koncentraci jako v kapitole piedchozi. Postupovalo se dle
pracovniho postupu €. 6.

U koncentrace 2-nitrofluorenu 1.10° mol L' byla HMDE vystavena roztoku DNA
po dobu ptl, jedné a dvou minut. U poslednich dvou pouzitych casii nedochazelo ke zméné
proudu ani posunu potencidlu piku jiz pii koncentraci 44 pg mL™' DNA (a vyssi)
v modifikacnim roztoku. DP voltamogramy jsou ukazany jen pro pilminutovou modifikaci
(obr. 23). Zavislost proudu piku 2-nitrofluorenu (¢ = 1.10° mol L™") na vysledné koncentraci
DNA vroztoku, ze kterého se DNA adsorbovala na povrch elektrody (cn*), vykazuje
podobny trend jako zavislost proudu piku 2-nitrofluorenu na vysledné koncentraci DNA
v roztoku méfend na nemodifikované HMDE, ov§em dochézi k ustaleni signélu pfi ¢, rovné
85 ugmL™" (obr. 24). K ustileni posunu potencidlu piku 2-nitrofluorenu se zvysujici se
koncentraci DNA v modifikaénim roztoku dochdzi jiz pii cm* = 64 pg mL ™ (obr. 25).

Pii koncentraci 2-nitrofluorenu 1.10°mol L™ se nariist proudu piku i posun potencialu
piku 2-nitrofluorenu ustalily pii 44 pg mL™' DNA v roztoku, ze kterého se adsorbovala na

povrch HMDE. Pfislusné DP voltamogramy (obr. 26) a odpovidajici vyhodnocené zavislosti
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(obr. 27 a 28) jsou zobrazeny pro ilustraci.

U koncentrace 2-nitrofluorenu 1.10 'mol L' nartist proudu piku ustal jiz pfi
cm® = 22 g mL™ (obr. 29 zobrazuje DP voltamogramy 2-nitrofluorenu na DNA
modifikované visici rtutové kapkové elektrod¢). Zavislost proudu piku 2-nitrofluorenu na ¢y *
je graficky zndzornéna na obr. 30. U zavislosti potencidlu piku 2-nitrofluorenu na c,* nastala
odlis$na situace od vSech predeslych. K vyraznému posunu potencialu piku doslo az u 85 pg
mL ™ DNA v modifikaénim roztoku, op&t k méné& negativnim hodnotam (obr. 31). Tento jev
muze byt vysvétlen delsi dobou formovéni intermedidtu DNA a 2-nitrofluorenu pied

samotnym vsunutim 2-nitrofluorenu mezi pary basi DNA.

Obr. 23. DP voltamogramy 2-nitrofluorenu (c=1.10" mol L™") na modifikované HMDE pomoci DNA
v prostfedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1). Méteno v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1). Zobrazeny odezvy
odpovidajici hodnotam vysledné koncentrace DNA v roztoku, ze kterého se adsorbovala na povrch elektrody:
0 (1); 22 (2); 44 (3); 64 (4); 85 (5); 104 (6) a 125 ug mL ™" (7).
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Obr. 24. Zavislost proudu piku 2-nitrofluorenu (¢ = 1.10~° mol L ™) na vysledné koncentraci DNA v roztoku, ze
kterého se adsorbovala na povrch elektrody. Méfeno technikou DPV na modifikované HMDE pomoci DNA
v prostfedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1); n = 4.
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Obr. 25. Zavislost potencialu piku 2-nitrofluorenu (¢ = 1.10> mol L") na vysledné koncentraci DNA v roztoku,
ze kterého se adsorbovala na povrch elektrody. Méteno technikou DPV na modifikované HMDE pomoci DNA
v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1); n = 4.
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Obr. 26. DP voltamogramy 2-nitrofluorenu (c=1.10° mol L") na modifikované HMDE pomoci DNA
v prostfedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1). Méteno v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1). Zobrazeny odezvy
odpovidajici hodnotam vysledné koncentrace DNA v roztoku, ze kterého se adsorbovala na povrch elektrody:
0 (1); 22 (2); 44 (3); 64 (4); 85 (5); 104 (6) a 125 ug mL™" (7).
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Obr. 27. Zavislost proudu piku 2-nitrofluorenu (¢ = 1.10° mol L") na vysledné koncentraci DNA v roztoku,
ze kterého se adsorbovala na povrch elektrody. Méteno technikou DPV na modifikované HMDE pomoci
DNA v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1); n =4.
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Obr. 28. Zavislost potencialu piku 2-nitrofluorenu (¢ = 1.10° mol L ™) na vysledné koncentraci DNA v roztoku,
ze kterého se adsorbovala na povrch elektrody. Méteno technikou DPV na modifikované HMDE pomoci DNA
v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1); n =4.
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Obr. 29. DP voltamogramy 2-nitrofluorenu (¢=1.107 mol L") na modifikované HMDE pomoci DNA
v prostfedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1). Méteno v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1). Zobrazeny odezvy
odpovidajici hodnotam vysledné koncentrace DNA v roztoku, ze kterého se adsorbovala na povrch elektrody:
0 (1); 22 (2); 44 (3); 64 (4); 85 (5); 104 (6) a 125 pg mL ™" (7).
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Obr. 30. Zavislost proudu piku 2-nitrofluorenu (¢ = 1.10"7 mol L") na vysledné koncentraci DNA v roztoku, ze
kterého se adsorbovala na povrch elektrody. Méteno technikou DPV na modifikované HMDE pomoci DNA
v prostfedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1); n = 4.
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Obr. 31. Zavislost potencialu piku 2-nitrofluorenu (¢ = 1.10"" mol L™") na vysledné koncentraci DNA v roztoku,
ze kterého se adsorbovala na povrch elektrody. Méteno technikou DPV na modifikované HMDE pomoci DNA
v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1); n = 4.
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4. UV-VIS absorp¢ni spektroskopie

Interakce DNA s 2-nitrofluorenem byla sledovéna spektrofotometricky proti roztoku
PB —ethanol (1:1; pH* 8,1) v kfemennych kyvetaich o mémé tloustce 1,0 cm. Kromé
2-nitrofluorenu byl pro srovnani jeSt€¢ pouzit 2-aminofluoren, jako modelovy zastupce
interkalatori. Koncentrace roztokl vybranych latek v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1)
Ginila 1.10° mol L™'. Koncentrace roztoku DNA obsahujiciho 10 mmol L™ Tris-HCI a
1 mmol L' EDTA o vysledném pH 7,8 ¢&inila 0,88 mg mL ™. Absorbance viech roztokii byla
meéfena v rozsahu vinovych délek 190 az 1000 nm. Po provedeni zdznamu absorpéniho
spektra vybranych latek byl do stejného roztoku ptidavan ptislusny objem zasobniho roztoku
DNA. Pro lepsi orientaci ve vyslednych koncentracich DNA v roztoku slouZzi tabulka III. Po
kazdém ptidavku byl roztok kratce zamichan.

UV-VIS spektroskopie je Siroce rozsitena efektivni metoda pro monitorovani tvorby
komplexu mezi DNA a poskozujicimi molekulami. Léciva, pesticidy, komplexy pirechodnych
kovli atd. se mohou vazat na DNA nekovalentnimi interakcemi (interkalace, vazba ve
zlabcich dvousroubovice DNA ¢i elektrostatické interakce) nebo kovalentné. VSechny typy
interakci zpusobuji odchylky ve struktufe DNA, které se mohou projevit na piisluSnych
absorpénich spektrech®’. Absorpéni spektrum 2-nitrofluorenu s piidavky DNA je zobrazeno
na obr. 32, spektrum 2-aminofluorenu s ptidavky DNA na obr. 33

Na zéklad¢ vysledkt z diferen¢ni pulsni voltametrie byl o¢ekavan hypochromni efekt a
cerveny posun, typické chovani pifi vzniku komplexu DNA — interkaldtor v UV-VIS
spektroskopii®®. Z obr. 32 je zfejmy posun absorpénich maxim 2-nitrofluorenu smérem
k vétsSim vlnovym délkdm, k posunu vSak doSlo pouze v disledku skladani kiivek.
2-Nitrofluoren vykazuje UV-VIS absorpéni maxima pfi vlnovych délkach 202 a 236 nm,
absorpéni maxima DNA jsou pii 200 a 260 nm. Tim se snadno vysvétluje modry posun, ke
kterému doSlo na obr. 34. Do roztoku DNA v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1) se
postupné piidaval roztok 2-nitrofluorenu v tomtéz prostiedi. Pro lepsi orientaci vyslednych
koncentraci 2-nitrofluorenu slouZzi tabulka IV. Z absorpénich spekter je patrné, Ze absorpéni
maxima ani jedné vybrané latky se vyrazné nelisi od maxim DNA, proto se nehodi k ur€ovani

typu vazby ve vznikajicim komplexu DNA — interkalator.
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Obr. 32. Absorpéni UV-VIS spektrum roztoku 2-nitrofluorenu (¢ = 1.10° mol L") v prostiedi PB — ethanol (1:1;
pH* 8,1); zobrazeny odezvy odpovidajici hodnotdm vysledné koncentrace DNA ptidané do roztoku: 0 (1); 4 (2);

9(3); 13 (4); 17 (5); 22 (6); 44 (7); 64 (8) a 85 pg mL ' (9).
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Obr. 33. Absorpéni UV-VIS spektrum roztoku 2-aminofluorenu (¢ =1.10"° mol L") v prostiedi PB — ethanol
(1:1; pH* 8,1); zobrazeny odezvy odpovidajici hodnotam vysledné koncentrace DNA pfidané do roztoku: 0 (1);

22 (2); 44 (3); 64 (4) a 85 pg mL™ (5).
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Obr. 34. Absorpéni UV-VIS spektrum roztoku DNA (¢, =22 ug mL ") v prostiedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1);
zobrazeny odezvy odpovidajici hodnotam vysledné koncentrace 2-nitrofluorenu pfidaného do roztoku: 0 (1); 99
(2); 190 (3); 280 (4); 360 (5) a 430 nmol L' (6).

Tabulka IV

Vysledna koncentrace 2-nitrofluorenu piidavaného do 2 mL roztoku DNA (¢ =22 pg mL™)

v prostfedi PB — ethanol (1:1; pH* 8,1). Vysledna koncentrace 2-nitrofluorenu je korigovana

na konecny objem.

Ptidavky 2-nitrofluorenu
(c=1.10"mol L") [uL]

Vysledna ¢ 2-nitrofluorenu
v roztoku [nmol L™']

20
40
60
80
100

99
190
280
360
430
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1)

2)

3)

4)

Z7.avér

Byly nalezeny optimalni podminky pro voltametrickou detekci poskozeni struktury
DNA interakci s 2-nitrofluorenem za pfitomnosti dvouvldknové DNA (dsDNA)
v roztoku ¢i DNA adsorbované na povrchu pracovni elektrody (visici rtutové kapkové
elektrody) technikami cyklické voltametrie a diferenéni pulsni voltametrie. Jako
optimélni prostiedi byla zvolena smés 0,05 mol L™ fosfatovy pufr o pH 7,0 — ethanol

(1:1; pH* 8,1).

Dale byl vyvinut elektrochemicky biosensor zalozeny na modifikaci visici rtutové
kapkové elektrody nanesenou vrstvou dsDNA z teleciho brzliku. Takto ptipraveny DNA
biosensor byl pouZit ke zkoumani pfimé interakce DNA s 2-nitrofluorenem metodou
cyklické voltametrie. Prestoze pokles voltametrické odezvy indikujici poSkozeni
struktury dsDNA ¢inil pouze 9 %, jedna se o statisticky nezanedbatelné sniZzeni odezvy
interpretované jako degradace dsDNA vlivem interkalace 2-nitrofluorenu do struktury

dsDNA.

Biosensor zalozeny na modifikaci visici rtutové kapkové elektrody vrstvou dsDNA byl
pouzit pii studiu interakce DNA s produkty elektrochemické redukce 2-nitrofluorenu.
Béhem ctyrelektronového kroku redukce nitroskupiny na hydroxylaminoskupinu se
generuji radikaly s kratkou dobou Zzivota, které interaguji s DNA a zplsobuji jeji
poskozeni. Tato interakce byla detekovana cyklickou voltametrii sledovanim poklesu
redukéniho piku adeninu a cytosinu. Tii zplsoby redukce 2-nitrofluorenu byly
testovany: a) nasledné katodicko/anodické cyklovani od 0 do —800 mV (20 skenti),
b) cyklovani od —300 do —800 mV (20 skent) a c¢) redukce pii konstantnim potencialu
—800 mV (probihajici 10 min). K nejvétsimu poklesu CA piku, a tedy i1 k nejvétSimu
oxidativnimu poskozeni dsDNA, doSlo v pfipadé cyklovani v kratSim rozsahu
potencidlii. Zbylé dva zplisoby generovani nitroanion radikalii jsou v mife poskozeni

DNA srovnatelné.

Diferen¢ni pulsni voltametrii na visici rtutové kapkové elektrodé¢ byla studovana
elektrochemicka redukce 2-nitrofluorenu (¢ = 1.107°, 1.10° a 1.107 molL™) za
pritomnosti DNA v roztoku. Pfi asociaci DNA s 2-nitrofluorenem vznikd komplex

DNA — 2-nitrofluoren, typ vznikajici vazby ma interkalativni charakter. Pfi nejnizsi
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5)

6)

pouzité koncentraci 2-nitrofluorenu (¢ = 1.107 molL™"), a zaroven od vysledné
koncentrace DNA v roztoku 163 pug mL™', zatind pievladat elektrostatické vazani
2-nitrofluorenu na cukr-fosfaitovou kostru DNA oproti interkalaci. Genotoxicita

2-nitrofluorenu je zptisobena s vysokou pravdépodobnosti prave témito typy vazeb.

Diferencni pulsni voltametrii bylo studovano elektrochemické chovani 2-nitrofluorenu
(c=1.10", 1.10° a 1.10" mol L") za pitomnosti DNA imobilizované na povrchu
visici rtutové kapkové elektrody. Takto pfipraveny DNA biosensor umoziuje
prikaznou detekci poskozeni DNA zplisobené 2-nitrofluorenem. Vysledky obdrzené
pomoci tohoto DNA biosensoru se vyrazné nelisi od vysledki voltametrického méfeni
redukce 2-nitrofluorenu s DNA v roztoku, k ustaleni zmén proudu a potencialu piku

2-nitrofluorenu vSak vzdy dochazelo pfi nizsich koncentracich DNA.

V této praci bylo prokazano, ze voltametrické techniky za pouziti visici rtutové kapkoveé
elektrody poskytuji pii detekci posSkozeni DNA vlivem interakce s 2-nitrofluorenem
komplexnéjsi vypovéd’ o vzniku a vlastnostech této interakce, nez je tomu u casto

pouzivané¢ UV-VIS absorpéni spektroskopie.
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